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OZET

KARVAKROLUN IN VITRO VE iN ViVO DENEYSEL MODELLERDE
ALZHEIMER HASTALIGI UZERINE OLASI KORUYUCU
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Alzheimer hastaligi (AH), kortikal ve hipokampal néron ve sinaps
kayiplariyla ortaya c¢ikan biligsel fonksiyonlarda bozulma ile karakterize
norodejeneratif bir hastaliktir. Hastaligin patogenezinden cogunlukla noronal
ekstraselliiler alanda amiloid beta peptidi birikiminin yol ac¢tifi oksidatif stres ve
hipokampal kolinerjik kayip sorumlu tutulmaktadir. Sunulan tez c¢alismasinda
antioksidan ve asetilkolin esteraz inhibitor etkisi bilinen karvakrolin, in vitro noron
ve in vivo sigan AH modellerinde hiicre, doku ve sistemik diizeyde etkileri
arastirilmistir.

Deneysel Alzheimer modelleri amiloid beta’nin in vitro gruplarda noron
besiyerine eklenmesi, in vivo gruplarda ise bilateral intrahipokampal enjeksiyonu
ile olusturuldu. Deneylerde hiicre canliligi, oksidan (malondialdehid ve hidrojen
peroksit) ve antioksidan (siiperoksit dismutaz ve katalaz) parametreler, AB1-40,
AB1-42 ve Tau peptid diizeyleri ELISA yontemi ile 6l¢iildii. Ayrica in vivo gruba
pasif sakinma testi uygulandi ve hipokampiis histopatolojik olarak degerlendirildi.
Veriler tek yonlii varyans analizi ile karsilastirildi.

Karvakrol in vitro deneylerde amiloid beta ile indiiklenen oksidatif stres
parametrelerini azaltirken antioksidan parametreleri ve noronal sag kalimi artird1. In
vivo deneylerde karvakrol, oksidatif stres parametrelerini ve hipokampal ndronal
hasar1 azaltti ve pasif sakinma testinde karanlik bolmeye ge¢me siiresini kisaltti
ancak ne amiloid beta uygulamasi ne de karvakrol plazma AB1-40, AB1-42 ve Tau
peptidleri ile hipokampal Tau peptid diizeylerini degistirmedi.

Bulgularimiz karvakroliin in vitro ve in vivo AH modellerinde AP ile
indiiklenen oksidatif hasar, hipokampal noronal dejenerasyon ve bunlara bagh
ogrenmedeki bozulma {izerine iyilestirici etkileri oldugunu gostermistir. Boylece
karvakrol AH tedavisinde bir secenek olmaya aday olabilir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer hastaligi, Karvakrol, Amiloid beta, Oksidatif stres,
Noroprotektif etki
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE POTENTIAL PROTECTIVE EFFECTS OF
CARVACROL ON ALZHEIMER'S DISEASE IN IN VITRO AND IN VIVO
EXPERIMENTAL MODELS

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disorder characterized by
impaired cognitive functions which appear as a result of loss of cortical and
hippocampal neurons and synapses. Oxidative stress and hippocampal cholinergic
loss caused by neuronal extracellular accumulation of amyloid-beta peptide (AP)
are mostly held responsible for the pathogenesis of disease. In this study, we
investigated therapeutic effects of carvacrol which has antioxidant and
acetylcholinesterase inhibitor activities on AD at the cellular, tissue and systemic
levels in-vitro neuron and in-vivo models of AD.

Experimental AD models were established by adding AP to neuronal
medium in-vitro groups and through bilateral intrahippocampal injection of AP to
rats in-vivo groups. Cell viability, oxidant (malondialdehyde and hydrogen
peroxide) and antioxidant (superoxide dismutase and catalase) parameters, AB1-40,
APB1-42 and Tau peptide levels were measured by ELISA. Passive avoidance test
was performed to in-vivo groups and the hippocampus was evaluated
histopathologically. Data were compared by one-way ANOVA.

Carvacrol decreased AB-induced oxidative stress parameters and increased
antioxidant parameters and neuronal survival in vifro experiments. In in vivo
experiments, carvacrol reduced AP-induced oxidative stress parameters and
hippocampal neuronal damage, and also it shortened the time to pass into the dark
compartment in the passive avoidance test. However, neither AP nor carvacrol
changed plasma AP1-40, AB1-42 and Tau peptide, and hippocampal Tau peptide
levels.

Our findings demonstrated that carvacrol exhibits the ameliorating effects
on Ap-induced oxidative damage, hippocampal neuronal degeneration, and
consequently the learning disruption in vitro, and in vivo AD models. Thus
carvacrol may be a candidate to be choice in the treatment of AD.

Keywords: Alzheimer's disease, Carvacrol, Amyloid beta, Oxidative stress,
Neuroprotective effect
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1. GIRiS

Alzheimer hastaligi (AH), merkezi sinir sisteminde kortikal ve hipokampal
noron ve sinaps kayiplariyla ortaya c¢ikan, davranis bozuklugu, hafiza kaybi, 6§renme
ve konugma iglevlerinde ilerleyici bozulma ile karakterize olan norodejeneratif bir
hastaliktir (1). AH’da norodejenerasyon ileri boyutta olup beyin agirliginin yaklasik
%20’ si kadar noron kayb1 olmaktadir (2).

Yapilan arastirmalar, diinya genelindeki tiim demans vakalarinin %60-80’ini
Alzheimer hastalarinin olusturdugunu bildirilmistir (3). Ayrica, hastanin kendisini
etkilemesi disinda AH’ nin hasta yakinlarinin yasamini da olumsuz etkilemesi ve
hastaligin iilke ekonomisine vermis oldugu zarar da dikkate alindiginda AH igin
etkili bir tedavi yontemi ve Onleyici terapi uygulamalarinin gelistirilmesi biiyilik bir

Onem tasimaktadir.

AH’ nin patofizyolojisinden her ne kadar genetik mutasyonlar, sinaps
kayiplari, yaslanma ve demir, bakir ve cinko gibi biyometallerin birikimi gibi
faktorlerin sorumlu olabilecegine dair ¢alisma sonuglar1 olsa da (3, 4) kabul edilen en
yaygin goriis oksidatif stres ile birlikte beynin ekstraselliiler alaninda amiloid
plaklarin ve noronlar icinde ise Norofibriler Yumaklarin olusumunu temel alan

klasik teoridir (5-7).

AH’yi tetikleyen bu faktorlerin yanisira hipokampiis gibi 6grenme ve hafiza
ile ilgili spesifik beyin bolgelerindeki asetilkolin (ACh) eksikligi ve kolinerjik
noronlarin kaybinin da AH'nin gelisimine ve ilerlemesine 6nemli derecede katkida

bulundugu bildirilmistir (1, 8).

Alzheimer’a yol acan ana etken olarak gosterilen amiloid plaklar, néron ve
mitokondri membraninda bulunan amiloid prekiirsor proteinin (APP) B-sekretaz ve y-
sekretaz enzimleri ile par¢alanmasi sonucu olusan amiloid-f (AP) isimli peptitlerin

hiicre dis1 alanda bir araya gelmesiyle olusmus yapilardir (9, 10).



Sekretaz enzimlerinin APP’yi farkli bolgelerden kesmesi sonucunda farkli
sayilarda aminoasit iceren AP tiirleri meydana gelmektedir. Bu farkli AP tiirlerinden
en toksik olan1 daha kolay agrege olabilen 42 aminoasit uzunlugundaki Ap (AB1-
42)’dir. Diger taraftan bu AB’nin monomerik, oligomerik ve protofibril gibi farkl
formlar1 noronlarda, AH gelisiminde 6nemli rol oynayan oksidatif strese neden

olmaktadirlar (5, 11, 12).

AP, reaktif oksijen/nitrojen {iriinlerinde artisa yol agmasi ile birlikte,
mitokondriyal islev kaybina, ATP iiretiminde azalmaya, hiicre i¢i kalsiyum
homeostazisinde bozulmaya, noéron kaybina ve sinaps, dendrit ve akson

dejenerasyonuna yol agarak norotoksik etkiler gostermektedir (13, 14).

AP, saglikli kisilerde beyinde ve beyin omurilik sivisinda ¢oziinebilir ve
agrege olmus halde membrana bagli sekilde bulunabilirken 6zellikle beynin
hipokampus ve serebral korteks boliimlerinde rastlanmaktadir. Ayni zamanda in vitro
kosullarda AP hiicre kiiltiirii besi ortamina da salinmaktadir. APP’ den sekretazlar
tarafindan farkli sayilarda aminoasit iceren A iiretilir. Toplam AP miktar1 bireyden
bireye degisebilmektedir. Bundan dolayi, beyin omurilik sivist (BOS)’ndaki Ap42
diizeyi ve hiperfosforile Tau seviyesi, plazmada ise AB42/AB40 oran1 Alzheimer icin
bir belirte¢ olarak kullanilmaktadir (15). Fizyolojik sartlarda AB42/AB40 oranm 0.05-
0.1 arasindadir (15, 16).

Normal bir birey ile karsilastirildiginda Alzheimer hastalarinin beyninde Ap’
nin artan iiretimi beyin dokusunda histolojik olarak gosterilebilen amiloid plaklarin

olusumuna yol agmaktadir (17-19).

Yapilan ¢alismalar Alzheimer hastalarinin Beyin Omurilik Sivis1 (BOS)’inda
AP40 diizeyinin sabit kaldigini, AB42 diizeyinin azaldigini, ancak beyin dokusunda
ise AP42 diizeyinin arttigint bildirmistir (16, 19). Bununla birlikte Alzheimer
hastalarinin BOS’unda hiperfosforile Tau seviyesinin ve plazmasinda ise AB42/AB40

oraninin yiiksek oldugu gosterilmistir (12; 18-19).

Alzheimer’in diger patolojik bulgusu olan Norofibriler Yumaklar ise hiicre

iskelet yapisinin  korunmasinda oOnemli rol oynayan Tau proteinlerinin
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hiperfosforilasyonu ile olusan toksik karakterdeki ¢oziinemeyen filamentlerden
meydana gelmektedir. Bu yapilar AH’de norotransmitter iletimini ve hiicre yapisini

degistirerek noron oliimiine ve kognitif bozulmaya yol agcmaktadir (5, 20).

Alzheimer hastaliginin bilinen histopatolojik bulgularinin heniiz daha ortaya
cikmadigr hastalifin erken donemlerinde oksidatif stresin, hastaligin ilerleyici
seyrine ve diger bulgularin ortaya ¢ikmasina yol agtigr yapilan cesitli aragtirmalarla
gosterilmigtir.  Yapilan calismalar, oksidatif stresin Alzheimer hastalarinin
beyinlerinde serbest radikal olusumunu uyarmasiyla beraber lipid peroksidasyonu,
protein ve DNA oksidasyonunun artmasina, Norofibriler Yumaklarda ve amiloid
plaklarda ileri glikozilasyon son {iriinlerine, peroksinitrit, hemoksijenaz-I ve
stiperoksit dismutaz-I olusumuna yol actigini bildirmistir (6, 21). Transgenik hayvan
modelleri ile yapilan ¢aligmalar oksidatif stresin, Af'nin hem iiretimine hemde
birikimine yol actigin1 gostermistir (22). Ayrica yaslanmayla birlikte beyinde yiiksek
oranlarda bakir, ¢inko ve demir gibi metallerin birikmesinin oksidatif hasara yol
acacagl, bunun da beraberinde AP agregasyonuna ve norofibriler yumak olusumuna

neden olabilecegi bildirilmistir (23).

AH’de kolinerjik noéronlardaki azalmanin ve kortikal alanlardaki plak
yogunlugunun demans degerlendirme 6lgegi sonuclari ile parelellik gostermesinden
dolayr hastaligin tedavisinde kolinerjik ajanlar kullanilmaktadir. Ayrica AH’de
kolinerjik eksiklik sonucu anormal amiloid yapisinin olustugu (24) ve kolinerjik
yikimin Onlenmesi ile hastaligin biiyiik oranda kontrol altina alinabilecegi kabul
edilmektedir. Bu sebeple hastalifa yatkin bireylerde profilaktik, hastaligin ortaya
ciktigt  bireylerde semptomatik tedavide veya hastaligin  ilerlemesinin
durdurulmasinda kolinerjik kaybin Onlenmesine yonelik farmakolijk ajanlarin

gelistirilmesi biiyiik onem tagimaktadir.

Karvakrol, kekik olarak bilinen Origanum ve Thymus gibi bitkilerin ucucu
yaglarinda bulunan fenolik bir monoterpendir (25). Yapilan in vitro ve in vivo
caligmalarda karvakroliin antioksidan ve anti-inflamatuar etkilerinin yam sira (26,

27) asetilkolin esteraz inhibitorii aktivitesine sahip oldugu da bildirilmistir (28-30).



Bu bilgiler dogrultusunda AH’nin patogenizi ve seyri gdz Oniine alindiginda,
asetilkolin esteraz inhibisyon aktivitesi kamitlanmis olan karvakroliin, kolinerjik
noronlardan salinan ACh’ nin yikimindan sorumlu olan asetilkolin esteraz enzimini
inhibe ederek kolinerjik kaybi1 azaltabilecegi ve bunun sonucu olarak anormal
amiloid olusumunu Onleyerek hastaligin yikict etkilerinin olusumunun Oniine
gecebilecek bir terapotik potansiyele sahip olabilecegi hipotezimizin temelini

olusturmaktadir.

Bu hipotez dogrultusunda, sunulan ¢alismada, in vitro ortamda ndroblastoma
hiicrelerine retinoik asit ve devaminda amiloid beta uygulanarak olusturulan
Alzheimer néron modeli ve amiloid betanin bilateral intrahipokampal enjeksiyonu ile
olusturulan in vivo Alzheimer sican modeli kullanilarak karvakroliin, Alzheimer
hastalig1 iizerine olas1 tedavi edici etkilerinin hiicre, doku ve sistemik diizeyde

arastirilmas1 amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Demans

Demans; erigskin merkezi sinir sisteminin (MSS) hasar1 sonucu gelisen, birden
fazla kognitif alanlarin bozulmasina bagl olarak ortaya cikan ve hafiza zayiflig, dil
bozukluklari, psikolojik ve psikiyatrik degisiklikler ile bireyin giinlilk yasam
aktivitelerini eskisi gibi yeterli diizeyde yerine getirememesine neden olan kalic1 ve

ilerleyici bir klinik sendromdur (31, 32).

Demansin en sik goriilen formu Alzheimer Hastalig1 olup diinya genelindeki

tiim demans vakalarinin % 60-80’ini olusturur (3).

2018 yilinda yayinlanan Diinya Alzheimer raporuna gore; diinya genelinde
demans hastas1 50 milyon kisi bulunmaktadir. Bu sayinin 2030 yilina gelindiginde 82
milyona ve 2050 yilina gelindiginde ise 152 milyona ulasacagi tahmin edilmektedir
(33). Demans hastalarinin sayisindaki bu artig, 6nemli sosyal ve ekonomik sorunlara
da yol acmaktadir (34). 2018 yilinda diinya genelinde demans igin yapilan
harcamalarin toplam maliyeti 1 trilyon dolara ulasmistir ve bu rakamin 2030 yilina

kadar 2 trilyon dolara yiikselecegi tahmin edilmektedir (33, 35).
2.2. Alzheimer Hastalig1

Alzheimer hastaligi (AH), ilk olarak 1907 yilinda psikiyatrist ve
noroanatomist olan Alois Alzheimer tarafindan 51 yasindaki bir hastanin beyninde
yaptig1 otopsi sonucunda hastaligin demans semptomlari ile néropatolojik bulgular
arasindaki klinikopatolojik korelasyonu tanimlayan bir vaka raporu olarak
sunulmustur (36). AH; merkezi sinir sisteminde kortikal ve hipokampal noron ve
sinaps kayiplariyla ortaya c¢ikan, davramis bozuklugu, hafiza kaybi, 6grenme ve
konusma islevlerinde ilerleyici bozulma ile karakterize olan norodejeneratif bir
hastaliktir (1). AH’da norodejenerasyon ileri boyutta olup beyin agirliginin yaklasik
%20’ si kadar noron kayb1 olmaktadir (2, 37).
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Alzheimer hastaliginin kesin tanisinin hasta hayattayken konulabilmesinin
miimkiin olmayisindan dolayr sadece hastanin muhtemel Alzheimer vakasina sahip
oldugu seklinde degerlendirilmesi yapilabilmekte iken kesin tan1 ancak hastanin
Oluimiinden sonra gerceklestirilecek olan otopsi ve histopatolojik incelemeler
sonucunda konulabilmektedir. Muhtemel Alzheimer tanisinin konulabilmesi icin
klinik degerlendirilme ile belirlenebilmesi amaciyla Ulusal Norolojik ve Iletisimsel
Hastaliklar1 Enstitiisii ve Inme-Alzheimer Hastalif1 ve iliskili Hastaliklar Dernegi
(NINCDS-ADRDA) tarafindan Onerilen tani kriterleri kullanilmaktadir. Bu Kkriterler
gozlem, mental ve noropsikolojik testlerle demansin olduguna dair bulgularin olmast,
hastaligin 40-90 yaslar arasinda baslamasi ve ilerleyici nitelikte olmasi, biligsel
yeteneklerde zayifligin tespiti ve hastanin herhangi bir beyin rahatsizligina sahip
olmamasidir (18, 38). Ayrica teshise yonelik diger yontemler arasinda bilgisayarh
tomografi (BT), manyetik rezonans (MR), Pozitron emisyon tomografisi (PET), tek
foton emisyon hesaplamali tomografi (SPECT) ve fonksiyonel manyetik rezonans

goriintiilleme (fMRG) yer almaktadir (18, 39).

Klinik acidan AH degerlendirildiginde, hastaligin baslangic evrelerinde
bellek bozuklugu goriiliir. Bu ilk biligsel bozukluk kisa siireli hafiza ile ilgili olup
uzun siireli hafiza bozuklugu daha gec evrelerde meydana gelir. ilerleyen evrelerde
ise yeni bilgilerin 6grenilmesinde gii¢liik (amnezi), konusma sirasinda sozciik se¢imi
ve objelerin isimlendirilmesi gibi lisan kabiliyetinde zorluklar, soyut diisiinme ve
problem ¢dzme yeteneginin azalmasi, uyku diizensizligi, zaman ve mekan algisinda
bozulmalar, konsantrasyon ve davranis bozukluklar1 ile motor becerilerinde zayiflik
(apraksi) gozlenir. Hastaligin gec evrelerinde ise bellek kaybi ileri diizeyde olup
anksiyete, major depresyon ve haliisinasyonlarin goriilmesi, biiyiik oranda konusma
yeteneklerinin azalmasi veya kaybi ve hareket yeteneginin azalmasiyla beraber
giinlik yasam aktivitelerinin yerine getirilmesinde bir baskasinin yardimina
gereksinim duyma durumu s6z konusudur. Hastaligin baslangic evresinden geg

evresine gecis siiresi ortalama on y1l siirmektedir (8, 24, 38).

AH'nin klinik semptomlari yaslilarda yaygin olarak teshis edilmesine ragmen,

AH’nin noro/patofizyolojisi ile ilgili siireclerin ve mekanizmalarin hastaligin klinik



semptomlart ortaya ¢ikmadan birka¢ on yil 6nce basladigin1 gosteren 6nemli kanitlar

bulunmaktadir (40).

2.3. Alzheimer Hastaliginin Noropatolojisi

AH’nin heniiz kesin etiyopatogenezi ortaya c¢ikarilamamasina ragmen
hastalarin beyinlerinde yapilan makroskopik incelemelerde beyinde atrofi, ventrikiil
ve sulkuslarda genisleme, giruslarda daralma bulgularinin goézlendigi bildirilmistir

(41).

Alzheimer’in patogenezinde baslica rol oynayan faktorler olarak; amiloid 3
(AB) adr1 verilen proteinlerin birikerek hiicreleraras: boslukta olusturduklart amiloid
plaklar, Tau proteinlerinin hiperfosforilasyonu sonucu hiicre i¢i alanda olusan
Norofibriler Yumaklar ve oksidatif stres kabul edilmektedir (2, 5-7). Bununla birlikte
genetik mutasyonlar (42), sinaps kayb1 (13), glutamat eksitoksisitesi (43), noronal
hiicre olimii (20), yaslanma (3), biyometallerin (Cu, Fe, Zn) birikimi (4),
inflamasyon (44), mitokondriyal fonksiyon bozuklugu da (45) Alzheimer
patogenezinde rol oynadigi kabul edilen diger etmenler arasinda yer almaktadir.
Ayrica 6grenme ve hafiza ile ilgili spesifik beyin bolgelerindeki asetilkolin eksikligi
(ACh) ve kolinerjik noronlarin kaybi (8) ile davranisla iliskili serotonerjik ve
dopaminerjik enzimatik sistemler ve reseptorlerdeki degisiklikler de AH'nin

gelisimine ve ilerlemesine dogrudan katki saglamaktadir (1).

2.3.1. Amiloid Plaklar

Hatali katlanmis proteinlerin sitoplazmada veya hiicre disi alanda meydana
getirdikleri agrege yapilarin, nérodejeneratif hastaliklarin patogenezinde rol oynadigi
bilinmektedir. Alzheimer hastaliginda ise bu agrega yapilarin olugsmasina yol agan
protein AP olup (5, 45) Alzheimer’in temel noropatolojik bulgusu olan amiloid

plaklarin da ana birlesenidir (46).

AB; molekiil biiyiikliigii 4 kDa boyutunda, 39-43 aminoasitten olusan agrege
ozellige sahip bir proteindir (47, 48). AP’nin monomerik, oligomerik, protofibril,

fibril ve agregat olmak iizere farkli formlar1 bulunmaktadir (12, 49).



AP peptidi; mitokondri, golgi aygiti ve endoplazmik retikulum
organellerinde, endozomal ve lizozomal gibi proteolitik enzimlerin bulundugu
endositik vezikiillerin zarlarinda ve plazma membranlarinda bulunan Amiloid
Prekiirsor Proteinin (APP) proteolitik enzimler tarafindan parcalanmasiyla olusmakta

ve sinapslardan ekstraselliiler alana tasinmaktadir (50).

AB’nin olugsmasina yol agan APP, 21. Kromozom (21g21.3) iizerinde
bulunan gen tarafindan kodlanan, merkezi ve periferik sinir sisteminde noron
membranlarinda ifadelenen, 695-770 aminoasit uzunlugunda tip 1 integral
transmembran glikoproteindir (51, 52). mRNA'nmin alternatif kesimi sonucunda
APP’nin ekzon wuclarimin farkli sekillerde birlesmesiyle cesitli uzunluklarda
izoformlarin olugsmasina neden olur. Beyindeki ekpresyonlarindan dolayr AH ile
iligkili baslica izoformlar ise aminoasit uzunluguna gore 695, 751 ve 770 amino
asitten olusan APP695, APP751 ve APP770'dir (53). APP695 ¢ogunlukla néronlarda
ifade edilirken diger iki izoform glia ve astrositlerde daha fazla bulunmaktadir (54).
Ayrica embriyogenez sirasinda  APP695  izoformunun embriyonik beyin
olgunlagmasinda rol oynayan baglica form oldugu tespit edilmistir (55). APP'nin
fizyolojik fonksiyonlar1 tam olarak bilinmemekle birlikte, metal iyon tasiniminda ve
metal homeostazin diizenlenmesinde, noronal sagkaliminda, beyin ve hafiza
gelisiminde, hiicresel adezyona karsi korumada ve sinaptik plastisitenin

diizenlenmesinde rol oynadigi diisiiniilmektedir (52, 55-59).

APP’i, proteolizinde rol alan enzim tiiriine gore “amiloidojenik yolak™ ve
“amiloidojenik olmayan yolak™ olarak adlandirilan iki yol ile metabolize
edilmektedir (Sekil 2.1) (19, 48, 57, 60). Bu siirecler néronal aktivite tarafindan
regiile edilmekle birlikte a-sekretaz, B-sekretaz ve y-sekretaz enzimler tarafindan
APP’nin proteolizi gerceklestirilmektedir (61). Her iki yol da hem saglikli bireylerde
hem de Alzheimer’l1 hastalarda aktiftir, ancak Alzheimer patolojisinde amiloidojenik
yolak aktivitesi daha fazladir (52). Normal bireylerde APP’nin proteolizinin biiyiik
bir kism1 amiloidojenik olmayan yolakta ilerlerken; yaslanma, genetik ve cevresel
faktorlerin meydana getirdigi degisimler, APP iiretimini ve/veya isleyisinin

degismesine yol acarak APP’nin ilerleyecegi yolagi etkileyebilmektedir (5, 18).
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Sekil 2.1. APP proteolizisi ile Amiloidojenik yolak ve Amiloidojenik olmayan yolaklarm
gosterimi (62).

Amiloidojenik olmayan yolakta APP’nin proteolizinde rol oynayan sekretaz
enzimleri a ve y-sekretazlardir. a-sekretazin APP’yi transmembran bolgesinde yer
alan 687. aminoasitten kesmesiyle ekstraselliiler alana salinan ¢oziilebilir APPa
(sAPPa) ad1 verilen bir protein ile membrana bagli olarak 83 aminoasitten olusan C-
teminal fragmani-a (CTF-0, C83) olusmaktadir (Sekil 2.1). Membrana bagli olan
CTF-o’nin y-sekretaz ile kesilmesi sonucunda ise hiicre disina salinan 3 kDa’luk p3
fragmani ile membrana bagli sekilde APP intraselliiler bolgesi (AICD) adi verilen
parcalar olugmaktadir. Olusan bu parcalarin amiloidojenik 6zelligi bulunmamakla

beraber herhangi bir toksik etki de gostermemektedirler (19, 48, 52, 53, 60).

sAPPa’nin ¢esitli noroprotektif 6zelliklere sahip olmakla beraber (59) kan
pihtilagsmasi, K* kanallarinin aktivasyonu, sinirsel uyarilabilirligin diizenlenmesi,
oksidatif ve metabolik strese karsi noral direncin artirilmasi, sinaptik plastisite,
ogrenme ve hafizanin gelistirilmesinde onemli role sahip oldugu diisiiniilmektedir
(54). CTF-o’nin norodejenerasyon ile iliskili olabilecegi (63), AICD’nin ise Ca*
sinyalizasyonunun ve transkripsiyonun diizenlenmesinde fizyolojik role sahip oldugu

diistiniilmektedir (59).



Amiloidojenik yolakta ise APP’nin proteolizinden B-sekretaz ve y-sekretaz
enzimleri sorumludur. Ilk kesilme B-sekretaz tarafindan APP nin N-terminal ucunda
bulunan 671. aminoasitten olur. Bu kesim sonucunda hiicreleraras1 bogluga salinan
coziinebilir APPP (sAPPP) adi verilen bir protein ile 99 aminoasitlik C terminal
fragman-f (CTF-B, C99) olusmaktadir (Sekil 2.1). Membrana baglh sekilde bulunan
CTF-B’nin y-sekretaz tarafindan kesilmesiyle de AICD parcast ve 39-43 aminoasit
uzunlugunda AP proteini meydana gelmektedir. Amiloidojenik yolakta olusan AP
proteinin farkli uzunluklarda olmasi1 y-sekretazin APP'yi farkli pozisyonlardan

kesebilmesinden kaynaklanmaktadir (19, 48, 52, 53, 60).

sAPPB, aksonal distrofi ve noronal hiicre Oliimiine yol agan anterograd
aksonal taginmay1 bozmasinin yam sira kaspaz 6'ya baglanarak apoptozun ekstrinsik
yolagimin baslatilmasina da yol agmaktadir (19). CTF-f’nin asetilkolinesteraz
aktivitesinde, AICD parcasinin ise transkripsiyonun diizenlenmesinde etkili oldugu
distiniilmektedir (63). AP pepditlerinin; sinaptik fonksiyon bozukluguna,
mitokondriyal islev kaybina, ATP iiretimindeki azalmaya, reaktif oksijen/nitrojen
tiriinlerindeki artisa, hiicre i¢i kalsiyum homeostazisindeki bozulmaya, dendrit ve
akson dejenerasyonuna, lizozom, endoplazmik retikulum ve golgi gibi hiicresel
organellerin fonksiyonel bozulmalarina, kaspaz aracili apoptoza, astrogliosis ve
noroinflamasyonun indiiksiyonuna, oksidatif stres olusumuna ve noranal hiicre

Oliimiine yol acarak norotoksik etki gostermektedir (14, 64-66).

v-sekretazin APP’yi farkli aminoasit pozisyonlarindan kesebilmesinden
dolayr %5-10 oraninda 42 amino asitten meydana gelen AB1-42 (AB42) ve %80-90
oraninda C-terminal tarafindan iki aminoasit eksik olan 40 aminoasitlik AB1-40
(AB40) peptidleri olusmaktadir. Farkli uzunluklarda meydana gelen bu AP
tiirlerinden en norotoksik etkiye sahip olan, hidrofobik ve redoks aktivitesi
bakimindan daha giicli ve daha kolay agrege olabilen AP42’dir (12, 67). Bu
ozelliklerinden dolayr AB42'nin daha amiloidojenik oldugu ileri stirtilmektedir (52).
Ayrica, biyolojik sivilarda daha az bulunmasina ragmen, AP42 peptidi amiloid

plaklarin merkezini olusturmaktadir (68).
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APP’nin metabolizma iirtinlerinden biri olan A, saglikli bireylerde mikroglia
tarafindan fagosite edilebilmelerinin yam sira (69), Apolipoprotein E (APOE),
neprilisin, insiilin degrade edici enzim (IDE), endotelin doniistiiriicii enzim (ECE-1),
aminopeptidaz, Jelatinaz A, katepsin B, anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE), a2-
makroglobulin (0a2-MG), ve matriks metalloproteinaz (MMP) gibi proteinlere de
baglanarak degreda olabilmektedir (59, 70-73). Fakat fizyolojik olarak hiicre i¢i veya
hiicre dis1 ¢esitli mekanizmalarla uzaklastirilmasinin yetersiz kalmasi durumunda ya
da AP olusumuna neden olan yolagin aktivasyonunda artisin olmasi sebebiyle
beyinde AP’nin miktar1 artmaktadir. Saglikli bir beyinde, Ap’nin beyin omurilik
stvisindaki yarilanma omrii yaklasik 15 dakika iken (74); AP olusumu ve klirensi
arasindaki dengenin bozulmasindan dolay1 AP peptidleri hiicreler arasinda birikerek

amiloid plaklarin merkezini olusturmaktadir (68).

Amiloid plaklar, icermis olduklart AP peptidin yapisina ve toksisite
potansiyeline gore beyinde 3 farkli 6zellikte plak olusturabilmektedir. Bunlar diffiiz,
kompakt ve noritik (senil) plaklardir (52). Diffiiz plaklar; genellikle 20 um'den
kiiciik, amorf ve kiiresel yapili, AP birikiminden olugsmus 6nciil amiloid plaklardir
(75). Toksik etkisi bulunmayip noronal hasara yol agmayan bu plaklar hem saglikli
bireylerde hem de Alzheimer hastalarinda meydana gelebilmektedir. Diffiiz plaklar
inflamasyon, oksidatif stres gibi faktorlerin etkisi ile kompakt plak ad1 verilen toksik
karakterli plaklara doniisebilmektedirler. Bu plaklar néron dejenerasyonuna yol
acmaktadir. Noritik plaklar ise capt 50-200 um arasinda degisen, AP peptidi ile
birlikte fonksiyonunu yitirmis astrosit ve mikroglialarin, Norofibriler Yumaklarin ve
distrofik noritlerin birarada bulundugu plaklardir. Alzheimer hastalarinda kompakt

ve noritik plaklar yogun bir sekilde bulunmaktadir (38, 52, 76).

Alzheimer hastalifinda amiloid plaklar; hipokampiiste, amigdala, insular,
entorinal ve singulat kortekslerde, subkortikal cekirdeklerde, beyin sap1 yapilarinda
ve serebellumun molekiiler tabakasinda birikmektedir. AP birikimiyle norotoksik
etki gosteren bu plaklar, sinaptik fonksiyon bozukluguna ve beyin dokusunda
noronal hiicre oliimiine yol agmaktadir (77). AP peptidinin asir1 iiretimi ve birikimi
sonucunda meydana gelen norotoksisitenin Alzheimer hastaliginin baglangicindaki

kilit siire¢ oldugu diisiiniilmektedir. Yaygin olarak kabul edilen bu goriis “Amiloid
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Kaskad Hipotezi’® olarak adlandirilmaktadir. Bu hipoteze gore, AB’nin Tau
proteinlerinin  hiperfosforilasyonuna ve oksidatif strese sebep oldugu ileri

suriilmektedir (5, 52, 59).
2.3.2. Norofibriler Yumaklar

Tau proteinlerinin hiperfosforilasyonu sonucu olusan Norofibriler Yumaklar
(NFY) Alzheimer’in noropatolojisinde goézlenen ikinci patolojik bulgudur (78).
NFY’lerin temel bileseni olan Tau proteini, 17. Kromozomda (17q21.31)
kodlanmakta ve mikrotiibiil asosiye proteinler (MAP) ailesinde yer almaktadir. (79-

80).

Yetigkin insan beyninin merkezi sinir sisteminde Tau proteininin alti
izoformu bulunmaktadir. Tau proteinini kodlayan Mikrotubul iligkili Tau geni
(MAPT) 16 eksondan olusur (81). Transkripsiyon esnasinda 2, 3 ve 10. ekzonlarinin
mRNA’nin alternatif eklenmesiyle sifir (ON), bir (IN) veya iki (2N) N-terminal ucu
ve ii¢ (3R-tau) veya dort (4R -tau) C-terminal mikrotiibiil baglama tekrar1 iceren
izoformlar meydana gelmektedir (80). Tau'nun en uzun olan izoformu, 441 amino
asitten olusan ve dort mikrotiibiill baglama tekrarina sahip (2N4R, taud41)

izoformdur (78).

Noronal aksonlarda bol miktarda bulunan (82) Tau proteini, mikrotiibiillerin
stabilizasyonunda ve aksonal transportta énemli rol oynamaktadir (83). Fizyolojik
kosullarda Tau proteini, postsinaptik reseptor aktivitesinin modiile edilmesinde rol
oynayan dendritlerde de az miktarda bulunmaktadir. Bununla birlikte Tau’nun
cekirdekte de bulundugu ve oksidatif strese karst DNA'nin biitiinliigiinii korumakta
rol aldig1 diistiniilmektedir. Ayrica Tau oligodendrositlerde ve astrositlerde de diisiik

seviyelerde ifade edilmektedir. Fakat AH’da noronal Tau patolojisi baskindir (80).

Tau proteinlerinin C-terminal bolgesi, tiibiilin heterodimerlerine baglanarak
mikrotiibiilleri stabilize etmektedir (80). Kinazlarin ve fosfatazlarin aktivite
diizeylerinin degismesi Tau’nun hiperfosforilasyonuna yol a¢maktadir. Glikojen
sentaz kinaz-3p (GSK-3p), Ca**/ kalmodulin bagimh kinaz (CaMK), siklin-bagimli
protein kinaz-5 (CDKS5) ve mitojenle aktive edilen protein kinazlari (MAPK) gibi
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kinazlarin  aktivitelerinin artistyla  hiperfosforile olan Tau proteinlerinin
mikrotiibiillere baglanma afinitesi azalmaktadir. Bunun sonucunda mikrotiibiil
stabilizasyonu bozulmakta ve baglanmamis fosforile Tau proteinleri birikerek NFY
olarak adlandirilan ¢6ziinemeyen yapilarin meydana gelmesine neden olmaktadirlar
(Sekil 2.2) (78, 84-88). Olusan bu NFY’ler, mikrotiibiil stabilizasyonu, aksonal
transportu ve hiicre iskelet biitiinliiglinii bozarak noronal hiicre apoptozisine neden
olurlar. Ayrica Tau agregatlari, hiperfosforile olmamis Tau proteinlerinin
mikrotiibiile baglanma aktivitesini azaltarak ve NFY’lerin merkezinde toksik Tau
toplanmasim1 tesvik ederek noronal toksisiteye ve norodejenerasyona yol

acmaktadirlar (85, 89).

A. Saglikh bireylerdeki néron
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Sekil 2.2. Norofibriler Yumak olusumu (90).

Tau proteini, sinyal peptidleri icermemesine ragmen, fizyolojik kosullarda
monomerik veya fosforile edilmemis formda iiretilmektedir (91). Noronal Tau
salintminin mekanizmasi ve iglevi tam olarak anlagilamamis olmasina ragmen bir
araya toplanmis olan Tau agregatlari, presinaptik zardan (92), ekzositoz ile (93),
eksozomdan (94), sinaptik vezikiillerden (95) veya plazma membrami boyunca
translokasyondan (137) dogrudan sizinti yoluyla hiicrelerden salinabilmektedir.

Tau’nun hiperfosforilasyonu ise bu sekresyonu kolaylastirmaktadir (96). Yapilan
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son arastirmalarda, artan noronal aktivitenin in vitro Tau salimimi uyardig1 ve in vivo
Tau yayilimini ise arttirdig1 tespit edilmistir (97). Serbest birakilan Tau agregatlari

postsinaptik noéronlar tarafindan alinmaktadir (80).

NFY’leri iceren noronlar, sitoplazmalarindan Tau agregatlarindan kurtulmak
icin ¢esitli hiicre metabolizmalarim1 aktive ederler (89). Endozomal-lizozomal ve
otofaji yolaklar1 Tau agregatlarinin klirensinde rol oynamaktadir (98). Ayrica, in vivo
ve in vitro caligmalar da mikroglia'nin hem ¢6ziiniir hem de ¢6ziinemeyen Tau’yu

aldig1 gézlemlenmistir (99).

2.3.3. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, AHmin patogenezinden sorumlu bir diger ana faktordiir.
Alzheimer’in etiyolojisinde yer alan oksidatif stres, Alzheimerl1 hastalarin
beyinlerinde = meydana  getirdigi redoks  durumundaki  degisikliklerden

kaynaklanmaktadir (7).

Aerobik  organizmalarda  gerceklesen  ksenobiyotik  metabolizma,
mitokondriyal elektron transportu, fagositik aktivasyon, cesitli sentez ve degredasyon
reaksiyonlarinda kullanilan molekiiler oksijenin  %98’1 oksidazlar yoluyla suya
doniistiiriilirken %1-2 oraninda ise reaktif oksijen metabolitleri (ROM) meydana
gelmektedir. Olusan bu reaktif oksijen metabolitleri cesitli mekanizmalar ile
biyomolekiillere hasar verebilmektedir. Hiicreler bu hasar1 hiicre i¢i savunma
mekanizmas1 olan antioksidan sistemlerini aktif hale getirerek dengede tutmaya
calismaktadirlar. Fakat prooksidan ile antioksidan arasindaki dengenin prooksidanlar
lehine kaymasi sonucunda oksidatif stres ortaya ¢cikmaktadir. Yani ROM iiretiminin
artmasi ile beraber hiicrenin antioksidan kapasitesinin de azalmasi oksidatif stresin
olusumuna neden olmaktadir. Kisacas1 oksidatif stres; hiicrelerin lipid
peroksidasyonuna neden olan reaktif oksijen / nitrojen tiirlerinin (ROS/RNS)
olusumu ile hiicrelerin antioksidan savunma sistemleri yoluyla bu molekiilleri

notralize etme yetenegi arasindaki dengesizlik olarak tanimlanmaktadir (100-103).

Serbest radikaller, atomik veya molekiiler orbitallerde bir veya daha fazla

eslenmemis elektron iceren atom veya molekiiller olarak tanimlanmaktadir (103).
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Eslesmeyen elektron(lar), genellikle serbest radikallere oldukga fazla reaktif 6zelligi
kazandirarak diger molekiillerle hizla reaksiyona girmelerini saglamaktadir (104).
Radikallerle reaksiyona giren molekiiller elektronu azaldigindan reaktif hale
gelmektedirler. Bu etkilesim bir radikal ile diger molekiillerin arasina bir antioksidan
sistem devreye girinceye kadar zincirleme reaksiyon seklinde devam etmektedir

(105).

Serbest radikaller olan reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri savunma
mekanizmalarinin kapasitelerini asacak seviyede meydana geldikleri zaman pek ¢ok
hiicresel yapiy1r olumsuz yonde etkileyerek hiicre hasarlarina yol a¢cmaktadirlar.
Organizmada meydana gelen bu hasarlar lipidler, proteinler, karbohidratlar, niikleik
asitler, enzimler gibi biyomolekiillerin hemen hemen tamamini etkilemekte (106) ve
meydana gelen bu hasarlar sonucu hiicre dlimii gerceklesmektedir (103). Ayrica,
serbest radikallerin norodejenerasyonda da Onemli bir rol oynadigi yapilan

arastirmalar sonucu ortaya cikarilmistir (84).

Insan beyni, viicut agirhigmin sadece % 2'sini olusturmasina ragmen, solunum
sistemi tarafindan saglanan oksijenin yaklasik % 20'sini tiikketmektedir (107). Enerji
tiretiminin yiiksek diizeyde olmasi daha ¢ok ROS iiriinlerinin agiga ¢ikmasina neden
olmaktadir. Ayrica beyin kolaylikla okside olabilen dokosaheksaenoik asit ve
arasidonik asit gibi coklu doymamis yag asitleri (PUFA'lar) bakimindan da
zengindir. Beynin temel islevsel birimi olan néron, yiiksek oksijen tiiketimine ve
metabolik hiza sahip olmasi ve antioksidan enzim kapasitesinin diisiik diizeyde
bulunmasi nedeniyle serbest radikal hasarlarina kars1 daha savunmasizdir (84, 107).
Serbest radikal iiretimi arttikca beyindeki PUFA igeriginin kademeli olarak azaldig:
gozlemlenmistir (108). Hiicre ici serbest radikallerin birikmesinden ayri olarak,
siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) gibi antioksidan enzimlerin
aktivitelerindeki veya ekspresyonlarindaki degisiklikler, Alzheimer hastalarinin hem
merkezi sinir sisteminde hem de periferik dokularinda tespit edilmistir. Bu nedenle,

oksidatif stres AH'de onemli bir néropatolojik bulgu olarak ortaya ¢ikmaktadir (107).

Oksidatif stresin AH'da nasil ve nereden kaynaklandigina yonelik etki

mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Fakat yapilan arastirmalarda,
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mitokondriyal disfonksiyon (109), metal birikimi (47, 110), hiperfosforile edilmis
Tau (111), inflamasyon (112) ve A birikiminin (109) oksidatif stresin
indiiklenmesinin altinda yatan temel mekanizmalar oldugu tespit edilmistir. Ayrica,
SOD, glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve CAT gibi antioksidan sistem bilesenlerinin
eksikligi veya inaktivasyonu sonucunda serbest radikallerin temizlenmesinin
azalmasi da oksidatif stresin olusumunu tetiklemektedir. Ote yandan, oksidatif
stresin, AP birikimi ve Tau hiperfosforilasyonu olusumuna yol acarak AH
etiyopatogenezinde rol aldigini1 gosteren bulgularda mevcuttur (84). Yani AH’daki
kanitlar hasarin cift yonlii oldugunu ya oksidatif stresin Alzheimerin ortaya
cikmasina yol agmasiyla ya da amiloidojenik yolagin oksidatif stresi tetiklemesiyle

olustugu yoniindedir (57).

Oksidatif stres, Alzheimer hastalarinin beyinlerinde serbest radikal
olusumunu uyarmast sonucunda endojen kaynakli antioksidan kapasitenin
azalmasina, mitokondriyal fonksiyon bozukluguna, AP protein birikimine, Ca*
homeostazinin bozulmasina, proteazom fonksiyonlarinin degismesine ve membran

hasarina neden olmaktadir (113).
2.4. Alzheimer Hastaligr Tedavisinde Kullanilan Terapotik Yaklasimlar

Alzheimer’in patogenezinde yer alan c¢oklu mekanizmalar nedeniyle
hastaligin tedavisi i¢in etkili bir yontemin gelistirilmesinde Onemli derecede
zorluklar ortaya ¢ikmaktadir (114). Alzheimer’li hastalarin 6grenme ve hafiza ile
ilgili spesifik beyin bolgelerindeki asetilkolin eksikligi ve kolinerjik noéronlarin kaybi
AH'nin ilerlemesine ve gelisimine dogrudan katki sagladigi bilinmektedir (8). AH de
en belirgin olarak gozlemlenen norotransmitter eksikliginin asetilkolin olmasi
nedeniyle hastaligin tedavisinde kolinerjik ajanlar kullanilmaktadir. Bu amagla
Amerikan Gida ve Ilagc Cemiyeti (FDA) onayli asetilkolin esteraz (AChE)
inhibitorleri  (donepezil, rivastigmin ve galantamin) AH’nin tedavisinde
kullanilmaktadir (67). Ayrica, Alzheimer hastalarinin ekstraselliiler alanda miktar
artan ve noronal disfonksiyona yol acan glutaminin etkisini bloke etmek amaciyla
FDA onayli N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor blokeri olan memantin de
Alzheimer’1n tedavisinde altenatif olarak kullanilmaktadir (80, 114, 115).
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2.5. Karvakrol

Kolinerjik sistemdeki ana norotransmitter, hafiza ve 6grenmede onemli bir rol
oynayan asetilkolindir (ACh). Kolinerjik sistem, AH'ye yol acan fonksiyonel
siireclerde giiclii bir sekilde yer almakta ve bazal on beyin kolinerjik kaybi
Alzheimer da en 1yi bilinen bir patolojik durum olarak ortaya cikmaktadir. Hafiza
bozuklugu ve demans, AH'mnin temel semptomlari oldugundan, merkezi sinir
sistemindeki kolinerjik fonksiyon kaybinin, yaslanma ve AH ile iliskili bilissel
fonksiyonlardaki diisiise 6nemli dlciide katkida bulundugunu ifade eden “kolinerjik
hipotezin” ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Kolinerjik hipotez, bugiine kadar AH'na
yonelik tedavi stratejileri ve ilag¢ gelistirme yaklagimlarinin ¢ogunlugunun temelini
olusturmustur. Ach, kolin asetil transferaz enzimi araciligi ile sentezlenir ve
farmakolojik etkisi, kolinesteraz ile sonlandirilir. Omurgalilar iki kolinesteraz
izoformuna sahiptir: temel olarak noronlar ve aksonlar ile iligkili asetilkolinesteraz
(AChE) ve beyin i¢indeki glial hiicreler tarafindan salgilanan butirilkolinesteraz
(BChE). Kolinesteraz inhibitorleri ACh'nin parcalanmasin1  onler ve ACh
konsantrasyonunu ve etki siiresini arttirarak hastalara septomatik olarak bir rahatlama
saglamaktadir. Giiniimiizde Alzheimer’in tedavisinde kolinesteraz inhibitorleri olan
donepezil, rivastigmin ve galantamin ilaglar1 kullanilmaktadir. FDA onayh bu ilaclar,
Alzheimer’la iligkili davranmigsal ve bilissel fonksiyonlarda iyilesme saglamaktadir
fakat hastaligin seyrini degistirmemektedir. Ek olarak, klinik denemeler ve invaziv
olmayan fonksiyonel goriintileme arastirmalarindan elde edilen sonuclar,
kolinesteraz inhibitorlerinin APP’nin islemden gecirilmesini degistirebilecegi ve bu
nedenle bir dereceye kadar noroprotektif etki saglayabildigini gostermistir (67, 114,
116, 117).

NMDA antagonistleri:

Glutamaterjik noronlar, sinaptik plastisite, noronal biiylime ve farklilagsma,
bilis, 6grenme ve hafizanin diizenlenmesinde rol oynamaktadirlar. Ana eksitator
norotransmitter olan glutamatin, sinaptik araliga anormal sekilde uzun siireli salinimi
eksitotoksisite ve hiicre Oliimiine neden olmaktadir. Alzheimer’in noronal

patolojisinde ortaya cikan bu durum; hiicre dis1 glutamat birikimine, NMDA
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reseptorii aktivasyonunun artmasina ve NMDA reseptorii araciligiyla kalsiyum iyonu
akisinda bir artisa yol acarak 6grenme ve hafiza dahil olmak iizere ¢oklu kalsiyum
bagimli islevlerin diizensizligine neden olmaktadir. FDA onayl1 dort ilagtan biri olan
NMDA reseptor antagonisti memantin ise, NMDA reseptorlerini bloke edip glutamat

kaynakl1 norotoksisiteyi engelleyerek etkisini gostermektedir (114, 116, 118, 119).

Amilod-f hedefli tedavi stratejileri:

Yapilan caligsmalar, AP peptit olusumunun azaltilmasi amaciyla APP
sentezinden sorumlu enzimatik yolaklarin modiile edilmesine odaklanmistir. Baska
bir deyisle, a-sekretaz enziminin aktivasyonuna ve [-sekretaz ve/veya y-sekretaz

enzimlerinin inhibisyonuna yonelik ajanlar gelistirilmeye ¢alisilmistir (54).

a-sekretaz enziminin aktivasyonu, APP'nin amiloidojenik olmayan yolak
tarafindan islenmesine yol acmakta ve boylelikle amiloidojenik yolak icin ortamdaki
mevcut APP miktarinin azalmasina neden olmaktadir. Dolayisiyla, néroprotektif ve
sinaptogenezde rol alan ¢oziilebilir AP peptiti olusmaktadir. Bu amag¢ dogrultusunda
gelistirilen Etazolat; APP islemesini amiloidojenik olmayan yola yonlendiren bir a-
sekretaz stimiilatoriidiir. Etazolat, o-sekretazin norotrofik etkisini uyarir; ayrica
semptomlart hafifleten ve hastalik ilerlemesini degistiren AP tarafindan indiiklenen
noronal olimii de inhibe eder. Yapilan faz II klinik ¢alismalarinda, hafif ve orta
dereceli AH'li 159 hastada Etazolat'in genel olarak giivenir oldugu ve iyi derecede

tolere edildigi gozlenmistir (54, 115, 120).

B-sekretaz enzimi APP'nin iglenmesi ic¢in amiloidojenik  yolagin
baslatilmasindan sorumludur. B-sekretazin inhibisyonu, AH i¢in ideal bir tedavi
stratejisi olarak goriilmektedir. Ciinkii baglangi¢cta amiloidojenik yolak iptal edilerek
amiloid beta olusumu Onlenmis olacaktir. [-sekretaz enziminin inhibisyonuna
yonelik yapilan caligmalarda bir takim zorluklarda ortaya ¢ikmaktadir. B-sekretazi
inhibe eden ilaclarin miyelinazasyona katilan biiylime faktorii neuregulin 11 de
engellemesi, aspartik proteaz sinifina ait oldugu icin inhibit6riiniin biiyiik olmasindan
dolayr kan-beyin bariyerini kolayca gecememesi ve ayrica APP'ye oranla f-

sekretazin daha fazla substrat icermesi B-sekretaz inhibisyonunun gelistirilmesinde
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karsilagilan zorluklardir. Faz I klinik calismaya giren tek B-sekretaz inhibitorii CTS-
21166'dir (115, 121, 122).

y-sekretaz enzimi, amiloidojenik yolakta APP’nin son boliimlenmesinden ve
boylece AB40 ve AP42 peptitlerinin iiretilmesinden sorumludur. y-sekretaz inhibitorii
olarak gelistirilen Semagacestat, Faz III klinik denemelerinde plasebo grubuna
kiyasla biligssel fonksiyonlarda islev bozukluguna yol ag¢masi sebebiyle
durdurulmustur (54). Ayrica APP'ye ek olarak diger proteinler i¢in de ozellikle
hiicresel biiyiime, farklilagma, iletisim ve gelisiminde rol oynayan Notch proteini,
substrat olan bu enzimin spesifik olmayan inhibisyonu nedeniyle y-sekretaz
inhibitorlerinin gelistirilmesini engelleyen en biiyiik faktordiir (123, 124). Notch
sinyalinin bozulmasi, mide, lenfatik, cilt ve bagisiklik sisteminde toksik
reaksiyonlarin ortaya ¢ikmasina yol agcmaktadir. Notch sinyal yolagimin bozulmasi
nedeniyle gozlemlenen bu olumsuz etkiler goz oOniine alindiginda, yeni terapdtik
strateji olarak y-sekretazin Notch koruyucu modiilatorlerin gelistirilmesinin daha

etkili olabilecegi diisiiniilmektedir (84).

AP agregasyonunun onlenmesi, AH tedavisi icin alternatif bir diger terapotik
stratejidir. Bu stratejinin gerekcesi, AB'nin ¢oziinmeyen fibriller ile agregasyonunu
bloke etmek ve boylece beyinden AP'min klirensini arttirmaktir. Norotoksik ve
sinaptotoksik reaksiyonlara yol agan AP agregasyonlarinin, AB-AB etkilesimlerini
engelleyip birikmesini Onleyen daha kiiciik yapili molekiillerin gelistirilmesi
hedeflenmistir (125). Bu amacla agregasyon ajani olarak arastirilan inositol’iin
izomerik formu olan Scyllo-inositol, ¢oziinebilir AP peptitlerinin bir araya gelip
birikmesini Onlemektedir. Faz II‘de basarili sonuclar veren bu bilesigin klinik
calismalar1 devam etmektedir (54). AP agregasyonu, bakir, demir ve c¢inko gibi metal
iyonlarinin  varhi@inda artis gostermesi nedeniyle AH tedavisinde Af'nin
fibrilizasyonunu azaltma potansiyeline sahip metal iyon tutucu ajanlar ¢alisilmastir.
AH'de denenmis metal tutucu 6zelliklere sahip bir bilesik olan clioquinol, antifungal
ve antiprotozoal bir ilagtir. Beyindeki metaller ile AP peptidi arasindaki etkilesimi
inhibe etmesi amaciyla arastirilan bu ilag Faz II/ III klinik ¢alismalarda basarili
sonuglar vermemistir (115, 126). AP agregasyon inhibitorlerine yonelik bir diger

calisma ise, Faz II  klinik denemesine ulagsmis olan tramiprosate
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(glukosaminoglikan)’dir. AP peptidine baglanarak AB'yi fibril olmayan bir formda
tutar ve boylece amiloid olusumunu ve birikmesini Onler.  Ayrica,
glukozaminoglikanlarin, amiloid fibrillerinin olusumuna ve A plak olusturmalarina
katkida bulunarak agregasyonu tesvik eden glukozaminoglikanlarin arasindaki
etkilesimi de inhibe eder. Faz II klinik denemelerinde basarili olmasina ragmen Faz

III klinik denemesinde basarili sonuclar elde edilememistir (127, 128).

Amiloid plaklarin par¢alanmasindan sorumlu enzimlerin aktivasyonunun
arttirflmas1  AH tedavisi icin alternatif olarak diisiiniilen bir diger terapotik
yaklasimdir. Amiloid agregatlar1 ve plaklari, neprilisin, insiilin degrade edici enzim
(IDE), plazmin, endotelin doniistiiriicii enzim, anjiyotensin doniistiiriicii enzim
(ACE) ve metaloproteinaz gibi farkli proteazlarla parcalanir. Bu enzimlerin seviyesi
AH'de diismekte ve bu durum amiloid plak olusumuna ve birikmesine katki
saglamaktadir. Her ne kadar bu, hastalik modifiye edici ilaglarin gelistirilmesinde ilgi
cekici bir stratejisi olarak goziikse de, su anda hicbir proteaz aktivatorii spesik

olmamast nedeniyle calisilamamistir (129, 130).

AH tedavisi icin anti-Af} immiinoterapotik ajanlarin gelistirilmesi alternatif
bir diger yaklasimdir. Immiinoterapi, senil plaklarin olusumunu ve degredasyonunun
onlenmesi veya AB'nin noronal hiicrelerden klirensinin arttirilmasin1 amaglayan bir
strateji olup Alzheimer da amiloid miktarin1 azaltmada en ¢ok arastirilan aktif
immiinizasyon (AP asis1) ve pasif immiinizasyon (AP antikorlari) yontemlerini
icermektedir (131). Bagisiklik kazandirma tekniklerinden biri olan aktif
immiinizasyon yani asilama, T ve B hiicrelerini uyarmaya ve mikroglia’larin
fagositik kapasitesini aktive ederek bir immiin tepkisi olusturmaya dayanir (54).
Ayrica yapilan son aragtirmalarda A asilarinin, Tauopati ile ilgili NFY'lerde bir
azalmaya yol acabilecegini gostermistir (132). Hastalarda 42 amino asitli amiloid
peptidinden olusan ilk AP asis1t AN1792 test edildiginde, T hiicrelerinin aracilik ettigi
bir anti-AN1792 otoimmiine yol acarak meningoensefalit gibi noroinflamatuar yan
etki ortaya cikarmasindan dolayr faz II klinik calismalart durdurulmustur (133).
Farmakolojik bir firma tarafindan tasarlanan A asis1 olan CAD 106 ile tedavi edilen
hastalarin % 75'inde herhangi bir enflamatuar etkiye yol agmadan toksik oligomerler

ve fibriller dahil olmak tizere AB'min farkli agregasyonlarina baglandigi ve bu
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toksisiteyi notiirlestirebildigi gozlemlenen faz II klinik caligmalar tamamlanmistir

(134).

Calisilan bagka bir immiinoterapi yontemi olan pasif immiinizasyon ise AB'y1
hedef alan monoklonal veya poliklonal antikorlarin pasif olarak intravendz yolla
uygulanmasini igerir. Bu stratejide ama¢ T hiicrelerinin aracilik ettigi bir
proinflamatuar reaksiyona yol agmadan bir anti-A immiin tepkisi uyandirmaktir.
Transgenik hayvanlarda yapilan ¢alismalar da, pasif immiinizasyonun noronlardaki
sadece amiloid miktarim1 degil, ayn1 zamanda noéronal amiloid plaklarin elimine
edilmesinden Once bile biligsel fonksiyonlardaki zayiflig1 azalttigi gozlemlenmistir.
Bu bulgular, AH'da meydana gelen patofizyolojik yolak {iizerinde temel bir rol
oynadigina  inanilan  ¢oziiniir amiloid oligomerlerinin  nétralizasyonuna
dayandirilmaktadir (135, 136). Bu kapsamda gelistirilen monoklonal antikorlardan
Bapineuzumab, AP proteininin N terminaline (Af 1-5); Solanezumab ise AP
proteininin (AP 12-28) orta boliimiine baglanabilmesi i¢in tasarlanmis antikorlardir.
Bapineuzumab ve Solanezumab, hafif-orta siddetli Alzheimer hastalarinda yapilan

faz II/1II klinik denemelerinde basarili sonug¢lar vermemistir (137, 138).

Alzheimer hastalarinda biligsel islevlerdeki azalmay1 doza bagl bir sekilde
yavaslatmak icin gelistirilen cesitli antikorlardan bir digeri olan fare monoklonal
antikorunun insanlara uyarlanmis IgGl versiyonu olan BAN2401, biiyiik ¢oziilebilir
AP protofibrillerine segici olarak baglanir. Yapilan faz II klinik denemelerinde
basarili sonuglar elde edilmistir (139, 140). Gantenerumab, AP fibriller {izerinde
eksprese edilen konformasyonel bir epitopa baglanmasi i¢in yiiksek bir afiniteye
sahip olacak sekilde tasarlanmis bir insan IgGl antikorudur. Bu antikorun terapotik
temeli, mikroglialar tarafindan alinimini ve fagositoz aktivasyonunu igeren bir islem
yoluyla amiloid plaklarin parcalanmasiyla etki gostermesidir. Hafif AH ve AH'nin
prodromal evrelerinde olan hastalarda Gantenerumab’1n etkinliginin degerlendirildigi

faz III klinik calismalar devam etmektedir (141-143).

Tau hedefli tedavi stratejileri:

Noronal hiiceler tarafindan eksprese edilen Tau proteini 6zellikle de aksonal

morfoloji, biiyiime ve polariteyi diizenleyerek mikrotiibiilleri stabilize etmektedir.
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Cesitli  fosforilasyon bolgelerine sahip olan Taunun fosforile edilmesiyle
mikrotiibiillere afinitesi azalir. Hiperfosforile edilmis Tau heliks yapidaki filamentler
seklinde birikerek Alzheimerin noropatolojisinde yer alan NFT’leri olusturur. Bu
nedenle, Alzheimer de Tau patolojisini inhibe etmeyi amaglayan yeni terapotik

yaklagimlar gelistirilmesi hedeflenmistir (80, 119).

Tau fosforilasyonu, Tauopatinin en onemli patojenik evrelerinden biri olmasi
nedeniyle Tau hiperfosforilasyonunda rol alan kinaz ve fosfataz enzimlerinin
inhibisyonuna yonelik ajanlar gelistirilmesi amaclanmistir. Bu kapsamda Tau
fosforilasyonunda rol oynayan birincil enzimlerden biri olan glikojen sentaz kinaz 3
(GSK3) iizerine odaklanilmistir (80, 118). Lityum ve valproat, GSK3 iizerinde inhibe
edici etkilere sahip oldugu ve transgenik farelerde Tau patolojisini azalttigi
bildirilmistir (144, 145). Bununla birlikte Alzheimer hastaligi ve progresif
supraniikleer palsinin tedavisi i¢in arastirilan Tideglusib, faz II klinik ¢alismalarinda
bulunan tek GSK-3b inhibitoriidiir. Tau fosforilasyonunu azalttig1, insan néroblastom
hiicre ve murin primer noron hiicre hatlarinda apoptozu oOnledigi bildirilmistir.
Bununla birlikte, AH'li 306 hastadaki kisa siireli (26 haftalik) bir faz II deneyinde ise
beyin hacmindeki kayb1 geciktirdigi ve biligsel bir iyilesme egilimi gosterdigi rapor

edilmistir (146).

Mikrotiibiilleri stabilize etmekte rol oynayan Tau proteini, patolojik
kosullarda mikrotiibiillerden koparak mikrotiibiillerin bozulmasina yol a¢maktadir.
Boylece mikrotiibiiliin stabilizasyonu, Tau kaynakli norotoksisiteyi telafi etmek icin
potansiyel bir terapotik yaklasim olarak kabul edilmektedir (87). Bu amac
dogrultusunda, mikrotiibiil stabilize edici etkilere sahip cesitli bilesikler
gelistirilmektedir. Mikrotiibiil stabilizatorii  paklitakselin, AH'nin tau-transgenik
farelerde hizli aksonal taginimi, mikrotiibiil yogunlugunu ve motor fonksiyonunu
gelistirmesine ragmen toksik yan etkilere sahip olmasi nedeniyle klinik calismalari
gerceklestirilememistir (147). Epotilon D, kan-beyin bariyeri klirensi ile bilinen
bagska bir mikrotiibiil stabilize edici bilesik olup mikrotiibiil patolojisinde belirgin bir
iyilesme gosterdigi  bildirilmistir  (148). NAP (NAPVSIPQ) ve D-SAL
(SALLRSIPA), mikrotiibiil stabilizasyon etkilerine sahip iki noropeptittir (149).

NAP, noronal ve glial tiibiilin ile etkilesime girer ve boylece Tau fosforilasyonu
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tizerinde inhibitor etki gostererek mikrotiibiil dinamigini diizenler. Peptidin burun i¢i
uygulanmas1 da denenmis olup 6n calismalar AH hayvan modellerinde olumlu
sonuglar gostermistir. Ayrica BMS-241027, hafif AH'li hastalarda halen faz I

denemelerinde bulunan kiiciik molekiillii bir mikrotiibiil stabilizatoriidiir (114).

Tau-Tau etkilesimlerini ve NFY birikiminin 6nlenmesine yonelik arastirilan
bilesikler, Tau hedefli terapotik yaklagimlardan biridir. Astemizol, lansoprazol gibi
bazi ilaglar, Tau proteinine baglanmada giiclii bir afinite gostermesi dolayisiyla Tau-
Tau etkilesimini dolayli olarak azaltir (114). Metiltiyoninyum kloriir (metilen mavisi,
MT), birinci nesil Tau agregasyon inhibitoriidiir. Tau etkilesimlerini onledigi, Ap
agregasyonunu ve AChE aktivitesini inhibe ettigi, oksidatif stresi azalttig1 ve Tau
transgenik farelerde bilis bozuklugunu onledigi bildirilmistir. Fakat Faz II klinik
caligmalarda ortaya c¢ikan yan etkiler nedeniyle MT'nin klinik arastirmalar
sonlandirilmistir (119, 150). ikinci nesil bir Tau agregasyon inhibitorii olan 16ko-
metilthioninyum (LMTM, TRx0237), Faz III ¢alismalarinda, hafif ila orta siddetli
AH hastalarda biligsel ve fonksiyonel becerilerde basarili sonuclar elde edilememistir

(151).

Aktif ve pasif immiinoterapi ile hiperfosforile Tau klirensinin arttirilmasi
baska bir terapotik yaklagimdir. AADvacl, NFY 1n olusumunun ilerlemesini inhibe
eden ve patolojik Tauyu hedef alarak AH'nin ilerlemesini yavaslatan veya durduran
ilk aktif peptid asidir. Insanlarda denenen ilk aktif Tau immiinoterapi aday:r olan
AADvac-1, Faz II klinik deney asamasinda olup patolojik Tau'ya kars1 yiiksek
afiniteye sahip antikorlar1 indiikleyerek Tau oligomerlerinin ve hiperfosforile Tau
seviyesi ile NFY miktarin1 azalttig1 bildirilmistir (152). Incelenmekte olan bir baska
aktif Tau-hedefli immiinoterapi asis1 ACI-35'tir. Fosforlanmisg Tau’yu taklit etmek
icin sentetik fosforlanmig bir peptit tasiyan lipozom bazli bir as1 olup Faz I klinik

deney asamasindadir (118).

Tau antikoru 43D ile pasif immiinizasyonun, hem Tau hem de Ap
patolojilerini azalttigim1 ve 3xTg-AD farelerinde bilissel fonksiyonlar1 gelistirdigi ve
AH ile ilgili Tauopatiler icin potansiyel bir tedavi oldugu bildirilmistir (132).

Yapilan bir bagka pasif immiinizasyon calismasinda ise oligomerik Tau peptidlerine
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kars1 spesifik bir monoklonal antikor kullanarak P301L transgenik farelerde
oligomerik Tau miktarin1 azaltirken motor fonksiyonlarda iyilesme gostererek
Tau’dan kaynakli patogeneze karsi etkili bir sekilde koruma sagladigi bildirilmistir
(153). Pasif immiinizasyon teknigi ile hiperfosforile Tau molekiillerine, Tau
fragmanlarina Tau oligomerlerine ve Tau agregatlarina karsi tiretilen monoklonal

antikorlarin terapotik etkilerinin arastirildig klinik caligmalar devam etmektedir (80).
Antioksidanlar

Oksidatif stresin  AH'nin patogenezinde rol alarak noronal hiicre
disfonksiyonuna, AP birikimine ve hiicre Oliimiine yol actigr bilinmektedir.
Alzheimer’li hastalarin beyinlerinde protein oksidasyon ve lipit peroksidasyon
tiriinlerindeki artis, antioksidan enzim aktiviteleri ve ekspresyonlarindaki azalmanin
gozlemlenmesi antioksidanlarin AH tedavisinde kullanilmasinin yararli olabilecegi
ileri stiriilmiistiir (154). Bu amac¢ dogrultusunda, norotrofik ve noroprotektif etkiye
sahip antioksidan bilesiklerin/bitki ekstratlarinin gelistirilmesi AH'nin 6nlenmesi ve

tedavisinde yeni terapotik bir yaklasim olarak kabul edilmektedir (155).

Cay, sogan ve kakao (sogan elmalar, meyveler, yer fistigi, soya fasulyesi,
patates, brokoli, {iziim) dahil bir¢ok bitkide bulunan flavonoid bir molekiil
(polifenolik bir flavonoid molekiilii) olan Quercetin, AChE'yi inhibe ederek
noroprotektif aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir (156, 157). In vitro
caligmalarda AB40, AP42 ve AP35 sitotoksisitesine karsi gii¢lii bir koruma sagladig
belirtilirken; hayvan ¢alismalarinda ise Quercetin’in, oksidatif stresi modiile ederek
APB42 ile indiiklenen toksisiteye karst koruma sagladigi, hafiza ve kolinerjik
fonksiyon bozuklugunun Onlenmesinin yani sira biligsel yeteneklerini gelistirdigi

ifade edilmistir (158, 159).

Kurkumin, zerdegal (Curcuma longa) bitkisinin rizomundan elde edilen ve
antioksidan aktiviteye sahip polifenolik bir bilesendir (160). Antienflamatuar,
antikarsinojenik ve antimikrobiyal Ozellikleri bilinen kurkuminin ayrica AChE
inhibitor aktivitesine sahip oldugu yapilan ¢esitli calismalarla tespit edilmistir (117,
161). Kurkumin, in vitro kosullarda Alzheimer’in B-amiloid fibrillerine karsi anti-

amiloidojenik etki gosterdigi ve biligsel fonksiyonlarda iyilesme sagladigi rapor
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edilmistir (162). Bu etkiyi, GSK-3 aracili Tau fosforilasyonunu [B-sekretaz ve y-
sekretaz aktivitesini inhibe ederek AP kaynakli mitokondriyal fonksiyon
bozuklugunu, oksidatif stresi ve AB40 ile AB42 olusumunu inhibe etmesi seklinde
noroprotektif etki gostererek gerceklestirmektedir (163, 164). Alti ay boyunca
kurkumin tedavisi uygulanan hafif-orta siddetli Alzheimer hastalar: iizerinde yapilan
bir Faz II klinik caligmasinda bilissel islevde ve plazma veya beyin omurilik
stvisinda AP, total Tau ve fosforile edilmis Tau seviyelerinde herhangi bir degisiklik

gozlenmemistir (116, 165).

Antioksidan,  antienflamatuar,  fitodstrojenik,  kardiyoprotektif  ve
antikarsinojenik gibi cesitli biyolojik aktivitelere (166-168) sahip olan Resveratrol,
baz1 bitkilerde, o©zellikle de iiziim kabugunda ve tohumlarinda bulunan bir
polifenoldur (169). Resveratroliin Ap42 fibril olusumunu, birikimini ve
sitotoksisiteyi inhibe ettigi ve oligomerlerin olusumuna yol acan dnceden olusmus
fibrilleri de depolimerize ettigi bildirilmistir (170, 171). Resveratroliin molekiiler
mekanizmasina yonelik calismalarda iki baglanma boélgesinin bulunmasi ve amiloid
polipeptidlerine baglanarak yapilarinda belirgin konformasyonel degisikliklere yol
acmasiyla birlikte fibril olusumunu Onleyerek inhibitor etki gerceklestirdigi ileri
stirilmiistiir (172). Ek olarak, resveratrol'iin hipokampiisteki norodejenerasyonu
azalttig1 ve fare modellerinde bilissel islevlerdeki azalmay1 6nledigi de bildirilmistir
(169). Ayrica Resveratrol, o-sekretaz enziminin up-regiilasyonunu saglamakla
birlikte ve APP’nin amiloidojenik olmayan yolakta islenmesini de tesvik etmektedir
(158). Resveratrol su anda Faz II klinik asamasindadir (173). Amiloid
noropatolojisinde, AP ligomerizasyonunda ve beyin kaynakli norotrofik faktor
ekspresyonundaki rolii nedeniyle resveratroliin ndoroprotektif potansiyele sahip
olmas1 (174-176) ve standart kolinerjik inhibitorlere (galantamin) gore daha etkili
kolinerjik inhibisyona sahip olmasindan (177) dolay1 AH tedavisi i¢in yeni bir

terapotik ajan olarak kullanimi 6nerilmektedir.

Antioksidan ve AChE inhibitérii olan epigallocatechin gallate (EGCG), yesil
cayda (Camellia sinensis) bulunan temel biyofenol bir bilesiktir (178). EGCG, -
amiloid ile indiiklenen norotoksisitenin azaltilmasi, Protein Kinaz-C sinyal yolaginin

modiilasyonu, kolinerjik iletimin kolaylastirilmasi, norit biiylimesini ve biligsel
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fonksiyonlar1 artirarak noroprotektif etki saglamaktadir (117). EGCG anti-
aggregasyon etkisini, katlanmamis veya yanlis katlanmig AP peptitlere kovalent
olmayan baglarla baglanarak Af'nin fibrillesmesini ve agregasyonunu inhibe
etmesiyle gostermektedir (179). EGCG’nin tek veya memantin ile birlikte kullanimi
eksitoksisite hasarlarmma karst Onemli Olciide koruma sagladigi yapilan hayvan
caligmalarinda da tespit edilmistir (116). Ayrica hem mutant PS2 AH hem de AP ile
indiiklenmis modeller kullanilarak yapilan bagka bir calismada ise, EGCG ile tedavi
sonrasinda, hafizay1 ve a-sekretaz aktivitesini arttirdigi, AP peptit miktarini,  ve y-

sekretaz enzim aktivitelerini ise azalttigi bulunmustur (180).

Rosmarinik asit, Salvia officinalis (Adacay1), Rosmarinus officinalis
(biberiye) ve Melissa officinalis (Limon melisa otu) gibi bir¢ok bitkide bulunan
polifenolik bir bilesiktir (181). AP42 tarafindan indiiklenen ROS olusumu, lipit
peroksidasyonu, DNA fragmantasyonu, kaspaz-3 aktivasyonu ve Tau protein
hiperfosforilasyonun neden oldugu norotoksisiteyi onledigi, hem fibril olusumu hem
de oligomer birikimini inhibe ettigi yapilan calismalarla tespit edilmistir (182).
Antioksidan ve AChE inhibitor aktivitesine (183, 184) sahip olan Rosmarinik asitin,
stres ve yaslanma ile indiiklenen ¢oziinmeyen fosforile Tau proteininin olusumunu
da azalttigr bildirilmistir (185). Reaktif nitrojen tiirlerinin yol agtigt AP35
norotoksisitesine kars1 noroprotektif etki gosterdigi (186) ve bunun yanisira hayvan
modellerinde hastaligin ilerlemesini geciktirdigi (187) ve kognitif fonksiyonlari
tyilestirdigi de belirlenmistir (188). Melatonin, su anda faz II calismasinda bulunan
bir diger gii¢lii antioksidandir (119). Beyinde endojen olarak iiretilen bir hormon
olan Melatonin, yaslanmada ve Alzheimer'li hastalarda miktar1 azalmaktadir. Klinik
calismalardan elde edilen veriler melatonin takviyesinin uykuyu iyilestirdigini ve
Alzheimer hastalarinda  biligsel  fonksiyonlardaki  bozulmanin ilerlemesini
yavaslattigin1 gostermektedir (114). Melatoninin, noronal hiicreleri, antioksidan ve
anti-amiloid o6zellikleri yoluyla AP aracili toksisiteden etkili bir sekilde korudugu ve
AP olusumunu Onlemekle beraber amiloid fibrillerin olusumunu da engelledigi
bildirilmistir (189). Ayrica, melatoninin, Tau hiperfosforilasyonunu etkili bir sekilde
azalttig1 ve kolinerjik sistemin korunmasinda onemli rol oynadigi da bildirilmistir

(190, 191). Kesin mekanizma hala tam olarak anlasilmamasina ragmen, melatoninin
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protein kinazlarin ve protein fosfatazlarin aktiviteleri {izerine dogrudan bir

diizenleyici etki gostererek gerceklestirdigi diistiniilmektedir (114, 189).

Rutin, bir¢ok bitkide (karabugday tohumu gibi), meyvelerde (narenciye gibi)
ve sebzelerde bulunan ve antikanserojen, sitoprotektif, antitrombosit, vazoprotektif
ve kardiyoprotektif aktiviteler dahil olmak iizere bircok farmakolojik 6zellige sahip
onemli bir flavonoiddir (192). AP42 fibril olusumunu ve B-sekretaz aktivitesini
inhibe ettigi, AP agregasyonunu ve sitotoksisiteyi onledigi (193) ve bunun yanisira
reaktif oksijen tiirlerinin, nitrik oksit, glutatyon disiilfit ve malondialdehit olusumunu
azalttigi, sliperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz aktivitelerini arttirirak
mitokondriyal hasar1 6nledigi bulunmustur (194). Ayrica mikroglia'da TNF-a ve IL-
1B olusumunu azaltarak proinflamatuar sitokinlerin {iretimini modiile ettigi

belirlenmistir (192).

Havug, biber, kereviz, zeytinyagi, nane, kekik ve biberiye gibi cesitli
bitkilerde (195) bulunan bir flavonid biyofenol olan Luteolinin, AB42 olusumunu
onledigi ve AP35'in indiikledigi noronal 6liimii inhibe ederek toksisiteye karsi

korudugu bildirilmistir (196).

Antioksidan ve AChE inhibitor aktiviteleri bilinen yaban mersininin (197)
noroprotektif etkisinin arastirildigi caligmalarda, AB'nin mikroglial klirensini 6nemli
Olciide arttirdigi, AP42 agregasyonunu inhibe ettigi ve mikroglial aktivasyonu
bastirdigi bulunmustur. Bu etkiyi p44/42 mitojenle aktive olan protein kinaz
modiiliiniin baskilanmasindan kaynaklandig diisiiniilmektedir (116, 191). Hafif-orta
siddetli AH hastalarinda yaban mersininin nérobiligsel islev {izerindeki etkisinin
arstirildig klinik bir calismada ise antidepresan potansiyele sahip oldugu, 6grenme
ve hafiza lizerinde 6nemli derecede iyilesme sagladigi, néroplastisiteyi gelistirdigi, -

amiloid'in klirensini artirdig1 ve inflamasyonu azalttig bildirilmistir (198).

AH'nin oOnlenmesi ve tedavisinde yeni stratejik bir yaklagim olarak
antioksidan ozellikli nanopartikiillerin kullanilmas1 da oOnerilmektedir. Bu amagcla
yapilan c¢alismada, trifenilfosfonyum Ceria nanopartikiillerin (TPP-ceria NP)
mitokondriyal oksidatif strese karst noroprotektif etkisi arastinlmistir. Bes

nanometreden daha kiiciik boyutta olan Ceria (CeO,) nanopartikiilleri, SOD ve CAT
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gibi katalitik 6zelliklere sahiptir. O, ve H,0,'yi etkili bir sekilde ortadan kaldirarak
hiicreleri oksidatif strese karsi koruyabilmektedir. Bu o6zelligi, CeO2'nin oksijen
atomlarimi  geri  doOndistiiriilebilir  bir  sekilde baglayabilmesi ve ayrica
nanopartikiillerin yiizeyinde bulunan Ce** ve Ce® arasinda hizhi bir sekilde
doniigebilmesinden  kaynaklanmaktadir. Bununla  birlikte, kardiyoprotektif,
antikanserojen, yara iyilesmesi, kronik inflamasyon ve okiiler bozukluklar gibi ¢esitli
hastaliklarin tedavisi i¢in de kullanilmaktadir. Trifenilfosfonyum (TPP), negatif
mitokondri membran potansiyelinden yararlanarak mitokondriyi hedef alabilen
lipofilik bir katyondur. Son zamanlarda, AH tedavisi i¢in yeni bir yaklasim olarak
elektrostatik adsorpsiyon yoluyla mitokondriye lokalize olabilen kiiciik ve pozitif
yiiklii trifenilfosfonyum (TPP) ile modifiye edilmis CeO2 nanopartikiilerinin tasarimi
ve sentezi gerceklestirilmistir. Elde edilen nanokompozitinin in vivo ve in vitro AH
modellerinde noronal Sliimii inhibe ettigi ve ROS'u elimine ederek oksidatif stresi
azalttigi bulunmustur (199). Ayrica, TPP-ceria NP’lerinin reaktif noéroglia ve
mitokondriyal hasar1 azalttigi da bildirilmistir. Sonu¢ olarak, AH icin yeni bir
stratejik tedavi yontemi olarak TPP-ceria NP'lerinin AH'de mitokondriyal oksidatif
strese baglh hasarin tedavisinde potansiyel bir terapotik ajan olarak kullanilabilecegi

onerilmektedir (200).
Karvakrol

Karvakrol, Thymus (kekik), Origanum, Satureja ve Corydothymus da dahil
olmak iizere Lamiaceae familyasinin ucucu yaglarinda bulunan fenolik bir
monoterpendir (25). Yapilan in vitro ve in vivo caligmalarda karvakroliin,
antibakteriyel (201), antifungal (202), antiviral (203), antikanser (204), antioksidan
(26), anti-inflamatuar (27), anti-obezite (205), antidepresan (206), antitiimor (204)
aktivitelerine sahip oldugu bildirilmistir. Ayrica, karvakroliin metabolik enzimleri
modiile ederek hasar gormiis organlar1 yenileyebildigi de bildirilmistir (207).
Bununla birlikte, karvakroliin asetilkolin esteraz inhibitor aktivitesine sahip oldugu
ortaya cikarilmistir (28-30). Karvakrol ile AChE'nin AChE'nin etkilesimi biiyiik
olasilikla proteinlere baglanan fenolik hidroksil grubuna dayandirilmaktadir, burada
konformasyonel bir degisime neden olarak islev kaybina yol acgtigi kabul

edilmektedir (28). Ayrica, diisik molekiiler agirhigina ve lipofilik yapiya sahip
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olmasindan dolayr karvakroliin, kan-beyin bariyerini kolayca ve hizli bir sekilde

gectigi bilinmektedir (208).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanmilan Kimyasal Maddeler

Tez kapsaminda kullanilan kimyasal malzemelerin ve kitlerin listesi Cizelge 3.1 ‘de

verilmistir.

Cizelge 3.1. Arastirmada Kullanilan Kimyasal ve Kitlerin Listesi.

Kimyasallar ve Kitler

Alindig Firma

Amyloid beta peptid insan (Af1-42)
Amyloid beta peptid rat (AB1-42)
Amyloid Beta 1-40 Rat Elisa Kit
Amyloid Beta 1-42 Rat Elisa Kit
Catalase (CAT) Assay Kit
DMEM-F12 Medium

DMSO (Dimethyl Sulfoxide)

FBS (Fetal Bovine Serum)

Hydrogen Peroxide (H202) Assay Kit
LDH Assay Kit

Malondialdehyde (MDA) Assay Kit
MTT Cell Proliferation Assay Kit
N-2 Supplement

PBS (Phosphate-Buffered Saline)
Penicillin-Streptomycin Solution
Retinoic Acid

Superoxide Dismutase (SOD) Assay Kit
Tau Protein Rat Elisa Kit

Trypan Blue Solution

Trypsin/EDTA Solution

Cayman Chemical Company®
Sigma-Aldrich®

Bioassay Technology Laboratory®
Bioassay Technology Laboratory®
Bioassay Technology Laboratory®
Sigma-Aldrich®

Panreac Applichem®
Sigma-Aldrich®

Cayman Chemical Company®
Cayman Chemical Company®
Bioassay Technology Laboratory®
Cayman Chemical Company®
Gibco®

PAN Biotech®

Sigma-Aldrich®

Sigma-Aldrich®

Bioassay Technology Laboratory®
Bioassay Technology Laboratory®
Bio-rad Laboratories®
Sigma-Aldrich®
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3.2. Kullanilan Laboratuar Gerecleri ve Cihazlar

Tez calismasinda kullanilan malzeme ve cihazlarin listesi Cizelge 3.2’de

verilmistir.

Cizelge 3.2. Arastirmada Kullanilan Malzeme ve Cihazlarin Listesi.

Malzeme ve Cihaz Adi Modeli
Buzdolab1 Samsung
Cryo vial Isolab
Derin dondurucu (-80°C) Niive, DF 490
Distile su cihazi Kros
Elektronik hassas terazi Ohaus
ELISA okuyucu Biotek Epoch
ELISA plak yikayicisi ELx50 Biotek
Eppendorf tiip (1,5 ml) Pirovet SSIbio
Etiiv Niive, EC160
Falkon tiipler (15 ml, 50 ml) Isolab
Hiicre kiiltiirii flasklar1 (25-75 cm?) TPP
Hiicrekiiltiirti plaklart (48-96 kuyucuklu) TPP
Invert mikroskop Olympus
Karbondioksitli doku kiiltiir etiivii Nuaire, Nu4750E
Laminer flow bench (Class II) Bilser
Mikropipetler (1000, 200, 100, 10, 2 ul) Finpipette Labsystems
Otomotik pipet Thermo scientific
Santrifiij Niive, NF 400R
S1v1 azot tanki Statebourne biorack 3000
Steril pastor pipeti LP Italiana SPA
Su banyosu Electro-mag M96KD
Vorteks Velp scientifica

3.3.  Invitro Calismalar

3.3.1. Hiicre Kkiiltiirii

ATCC® hiicre kiiltiirii koleksiyonundan temin edilen insan ndroblastom
hiicre hatti olan SH-SYSY hiicreleri (ATCC®, CRL-2266™) tez caligmasi
kapsamindaki in vitro arastirmalarda kullanilmistir. SH-SYSY insan noroblastoma
hiicreleri icin kiiltiir ortami1 olarak Dulbecco’s modified Eagle medium-high glucose
(DMEM): F12 besiyeri icine %10 inaktive edilmis fotal bovin serumu (FBS), %1
Antibiyotik-Antimitotik Soliisyon (penicillin-streptomycin) ve %1 N-2 Supplement
eklenerek besiyeri ortami olusturulmustur. Bu besiyerini iceren 25 ve 75 cm”lik
kiiltiir flasklarina ekimi yapilan hiicreler 37°C ve %5 CO, iceren kosullarda inkiibe

edilmistir. Hiicre yogunlugunun %70-80 ulagsmasinin ardindan hiicreler pasajlanma
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islemiyle cogaltilmistir. Pasajlanma isleminde flasklarda bulunan besiyeri ortamdan
uzaklastirilarak fosfat tamponlu salin (PBS) c¢ozeltisi ile yitkanmistir. Tripsin/EDTA
soliisyonu eklenen flasklar 2 dk boyunca inkiibatorde bekletilmistir. Flask tabanindan
tamamen ayrilan hiicrelere yeni besiyeri eklenerek 3000 rpm’de 4 dk santrifiij
edilmistir. Santrifiij islemi sonunda siipernatant uzaklastirilarak taze besiyeriyle
yeniden siispanse edilmistir. Besiyeri ortami iki giinde bir olacak sekilde

yenilenmistir (209).
3.3.2. SH-SYSY hiicrelerinin farkhlastirilmasi

SH-SY5Y hiicrelerinin farklilagtirma islemi Bittencourt Pasquali ve
arkadaslar1 (210) tarafindan Onerilen yontem esas alinarak gergeklestirilmistir. Buna
gore hiicrelerin 75cm”lik flasklara 1,5x10* hiicre/cm® olacak sekilde ekimi
yapilmistir. Hiicrelerin ekilmesinden 24 saat sonra %1 FBS, 10 pM retinoik asit
(RA) ve DMEM high glucose:F12 iceren farklilasma besiyeri eklenmistir. Her 3
giinde bir kiiltiir ortam1 degistirilerek farklilastirma islemi 5 giin boyunca devam

etmistir.

Daha once Lee ve arkadaglarimin tarif ettigi gibi (211), SH-SY5Y
noroblastom hiicrelerinin farklilagtirilmis hiicrelere doniismiis olmalari, 5 giinliik
retinoik asit uygulamasindan sonra mikroskop altinda hiicrelerin noérit uzantilarinin

ve ¢evresindeki noronlarla sinaptik baglantilarinin olusmus olmasiyla dogrulanmistir.

Amiloid betanin (AP1-42) kullanmadan once peptitin agrege olabilmesi icin

serum fizyolojikte 37°C’de 72 saat boyunca inkiibe edildi (249).

3.3.3. Amiloid beta peptidi (Ap1-42) ile Olusturulan in vitro AH Modeli

ve Deney Gruplari

Farklilagmis SH-SYSY hiicrelerine amiloid beta uygulamasi igin; kiiltiir
flasklarina ekilen SH-SYSY  hiicreleri RA varhiginda farkhilastirilmastir.
Farklilastirma siiresinin sonunda flasklarda bulunan kiiltiir ortam1 1, 5, 10, 25, 50,
100 ve 125 uM konsantrasyonlarda AP1-42 igeren taze farklilagtirma besiyeri

eklenmis ve 48 saat boyunca B-amiloid peptid ile inkiibe edilmistir. Hiicreler 96
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kuyucuklu plakanin her bir kuyucugunda 1x10* hiicre olacak sekilde plakaya
yerlestirildi  (249) ve asagida anlatildigr gibi gruplara gore ilgili islemler
gerceklestirildi.

In vitro deney gruplar su sekilde olusturulmustur:

1. Kontrol Vehicle grubu: Farklilasmis olan SH-SYSY hiicrelerinin besiyeri
ortamina 50 pl serum fizyolojik eklenmis ve 48 saat boyunca inkiibe edilmistir. Bu
siire bitiminde hiicrelerin besiyeri ortamina son konsantrasyonu % 0.1 olacak sekilde

DMSO eklenmis ve hiicreler inkiibatorde 24 saat daha inkiibe edilmistir.

2. Alzheimer grubu (AD): Bu gruptaki farklilasmig olan SH-SYSY
hiicrelerinin besiyeri ortamina 6n ¢alismalarda IC50 (50 uM) degeri bulunan 50 uM
konsantrasyonda amiloid beta eklenmis ve 48 saat boyunca inkiibe edilmistir. Bu
siire bitiminde hiicrelerin besiyeri ortamina son konsantrasyonu % 0.1 olacak sekilde

DMSO eklenmis ve hiicreler inkiibatorde 24 saat daha inkiibe edilmistir.

3. Karvakrol-100 (CVC-100): Bu gruptaki farklilagsmis olan SH-SYSY
hiicrelerinin kiiltiir ortamina 50 puM AB1-42 uygulamasindan 48 saat sonra, son
konsantrasyonu 100 uM olacak sekilde karvakrol eklenerek 24 saat daha inkiibe

edilmistir.

4. Karvakrol-200 (CVC-200): Bu gruptaki farklilasmis olan SH-SYSY
hiicrelerinin kiiltiir ortamima 50 uM APB1-42 uygulamasindan 48 saat sonra son
konsantrasyonu 200 uM olacak sekilde karvakrol eklenerek 24 saat daha inkiibe

edilmistir.

5. Karvakrol-300 (CVC-300): Bu gruptaki farklilagmig olan SH-SYS5Y
hiicrelerinin kiiltiir ortamima 50 uM AP1-42 uygulamasindan 48 saat sonra son
konsantrasyonu 300 uM olacak sekilde karvakrol eklenerek 24 saat daha inkiibe

edilmistir.

6. Galantamine (GLT): Alzheimer hastaliginin semptomatik tedavisinde
kullanilan ve FDA tarafindan onaylanan bir asetilkolin esteraz inhibitorii olan

Galantamine, karvakroliin etkinliginin karsilastirilmas: amaciyla pozitif kontrol
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olarak kullanilmistir. Bu amagla bu gruptaki farklilagsmis olan SH-SYSY hiicrelerinin
kiiltiir ortamina son konsantrasyonu 50 puM olacak sekilde AB1-42 uygulamasindan
48 saat sonra son konsantrasyonu 1 pM olacak sekilde Galantamine eklenerek 24

saat daha inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda siipernatantlar toplanarak Hiicre Canlilik Testleri (MTT
ve LDH), Tau proteini seviyesinin ol¢iimii, Oksidan-antioksidan parametrelerinin
Olciimii (oksidan parametrelerden; MDA ve H,0,, antioksidan parametrelerden ise
SOD ve CAT) ELISA kit ile ve iretici firmanin talimatlarina gore
gerceklestirilmistir. Yapilan ELISA protokolii bu boliimiin sonunda genel olarak
ozetlenerek verilmistir. Olusturulan in vitro deney gruplarinin sematik gosterimi

Sekil 3.1.’de verilmistir.

Icsodozuicin | Vehicle Alzheimer Karvakrol
on ¢alisma Kontrol grubu Gruplari(1-2-3)
farkillagmi ; 7farkllia§ml5 -- J farklilasrmis | farkhilagmis farkhilasmis
—  SH-SY5Y L | SH-5Y5Y —  SH-SY5Y - SH-SY5Y
hiicreleri E?ll;lc_rseY[gIl hicreleri hiicreleri hiicreleri |
_— | 48 saat 48 saat [ 48saat
48 saat 48 saat — 5o I-‘_M_ﬁ- . s0uMp- I 50 UM B-
B-amiloid 50 l serum | amiloid | amiloid . amiloid
g fizyolojik ) ) 7
| _ _ | 24 saat inkiibe '24k%'abat | 24 saat inkiibe |
1,5, 10, 25, 50, ( ) " inkiibe l 1M
| 100, 125 uM || 24saatinkiibe 201080 | 100, 200 ve Galantamine
D100 300 pM Karvk

Sekil 3.1. in vitro deney gruplarimn sematik gosterimi.

3.4. Invivo Cahsmalar

3.4.1. Deney hayvanlari

Tez caligmasinda kullanilan ratlar Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi,

Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezinden temin edilmistir.
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Deneylerde 200-300 gram agirliginda ve 2-3 aylik toplam 28 adet erkek Wistar sigan
kullanilmistir. Tiim hayvanlar deney siiresince standart 151k 12 saatlik aydinlik/12
saatlik karanlik dongiisiinde, 20-25 °C arasinda, yeterli miktarda yem ve su verilerek
plastik kafeslerde deney sonuna kadar bekletilmistir. Calismanin tiim uygulamalari
Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi Hayvan Arastirmalari Yerel Etik Kurulu
(BAIBU-HADYEK) tarafindan verilen 19.04.2018 tarihli ve Kararlar-25 sayil1 yazisi
ve 2018/18 nolu karar ile onaylanmistir. Ayrica ¢alisma finansal olarak Bolu Abant
Izzet Baysal Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (BAP) tarafindan

desteklenmistir (Proje no: 2018.08.02.1364).

3.4.2. Amiloid beta peptidi (Ap1-42) ile Olusturulan in vivo AH Modeli

ve Deney Gruplari

AP1-42’nin sicanlara bilateral intrahipokampal enjeksiyonu ile Alzheimer
Hastali§i modelinin olusturulmasi daha once tarif edildigi gibi gerceklestirilmistir
(17). Daha once tarif edildigi gibi enjeksiyonlardan once, AP1-42 AH’deki gibi
toksik ozellik kazanmasi i¢in serum fizyolojikte c¢oziilerek inkiibatorde 37°C’ de 7
giin inkiibe edildi (17). Hayvanlar 90 mg/kg ketamin+10 mg/kg ksilazin ile anestezi
edildikten sonra kafa derisi iizerindeki killar traslanarak batikon ile dezenfekte
edilmis olup stereotaksi aparatina yerlestirilmistir. Daha sonra kafa hattinin ortasinda
bistiiri ile insizyon yapilmistir. Bregmanin yerini tesbit etmek i¢in, deri altt dokulari
bistiiri ile hafifce kazinarak ve biriken kan ve doku sivilari alinip bregmanin goriiniir
hale gelmesi saglanmistir. Stereotaktik koordinatlar (Bregma’nin 2.4 mm sol/sag
laterali ve 3,6 mm posteriorii, 2.8 mm ventrali) géz Oniine alinarak 0.8 mm’lik
matkap ucu ile kranyum delindikten sonra, daha ©Once serum fizyolojik icinde
coziillerek hazirlanmis olan, 4 pg AP1-42 cozeltisi (1 pL/taraf) bilateral
intrahipokampal enjeksiyonu, 0,2 pl/dk hizla 1 pl. Hamilton mikroenjektorii ile
yapilmustir. Enjekte edilen AP1-42 ¢ozeltisinin geri ¢cikmasini 6nlemek i¢in enjektor
10 dk boyunca belirlenen bolgede birakilmistir. Enjeksiyon tamamlandiktan sonra
hayvan stereotaksik aparattan ¢ikarilip kesi bolgesi siiturla kapatilmis ve enfeksiyonu
onlemek igin batikon siiriilmiistiir. /n vivo deney gruplar asagida belirtildigi sekilde

olusturulmustur:
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1. Kontrol grubu (n=7): Bu gruptaki sicanlara, Sham kontrol grubu
olusturmak icin bilateral olarak intrahipokampal yolla 1 pl serum fizyolojik
enjeksiyonu yapilmistir. Daha sonra 6 giin boyunca sabah ve aksam olmak iizere
giinde 2 kez vehicle kontrol uygulama olarak intraperitoneal yolla serum fizyolojik

icinde ¢oziinmiis %0.1’1ik DMSO uygulanmigtir**.

2. Alzheimer grubu (n=7): Bu gruptaki sicanlara in vivo Alzheimer hastalik
modeli olusturmak i¢in daha 6nce serum fizyolojik icinde ¢oziilerek hazirlanmis olan
1 pl hacminde ve 4 pg dozunda AB1-42’ nin bilateral intrahipokampal enjeksiyonu
yapilmistir. Daha sonra 6 giin boyunca sabah ve aksam olmak iizere giinde 2 kez
vehicle kontrol uygulama olarak intraperitoneal yolla serum fizyolojik i¢cinde ¢oziilen

9% 0.1’1ik DMSO uygulanmigtir®*,

3. Alzheimer+Karvakrol grubu (n=7): Bu gruptaki sicanlarda oncelikle
Alzheimer grubundaki gibi Alzheimer hastalik modeli olusturulmus olup daha sonra
6 giin boyunca sabah ve aksam olmak iizere giinde 2 kez intraperitoneal yolla 1

mg/kg karvakrol (212) uygulanmistir.

4. Alzheimer+Galantamine grubu (n=7): Bu gruptaki si¢anlarda oncelikle
Alzheimer grubundaki gibi Alzheimer hastalik modeli olusturulmus olup daha sonra
6 giin boyunca sabah ve aksam olmak iizere giinde 2 kez intraperitoneal yolla 3
mg/kg Galantamine (213) uygulanmistir. Galantamine Alzheimer hastaliginin
semptomatik tedavisinde kullanilan FDA onayli bir ilactir (asetilkolin esteraz
inhibitoril) ve karvakroliin etkinligini karsilastirmak amaciyla pozitif kontrol olarak

kullanilmastir.

** Sirasiyla iiclincii ve dordiincii gruba intraperitoneal yolla uygulanan
Karvakrol ve Galantamin %0.1°lik DMSO’ da ¢6ziildiigii i¢in gruplar arasinda dogru
bir karsilastirma yapabilmek amaciyla Kontrol ve Alzheimer gruplarina vehicle
kontrol uygulama olarak Karvakrol ve Galantamin’in ortak ¢oziiciisii olan serum
fizyolojik icinde ¢oziilmiis %0.1°lik DMSO intraperitoneal olarak uygulanmustir.

Olusturulan in vivo deney gruplarinin sematik gosterimi Sekil 3.2.’de verilmistir.
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IN ViVO GRUPLAR

. - AD+
Kontrol Alzheimer AD+Karvakrol .
_ b Galantamine
(sham) grubu Grubu ek
bilateral ' |  bilateral bilateral | bilateral
intrahipokampal 1 | intrahipokampal 1 intrahipokampal 1 || intrahipokampal 1
l serum fizyolojik pl-(4 pg dozunda) " {4 pg dozunda) pl-4 pg dozunda
enjeksiyonu Ap1-42 AB1-42 | Ap1-42
& giin boyunca 6 giin hoyun_ca -
| Gonde 2 kezi.p. | Gunde 2 kez i.p. 6 giin boyunca gugnudr;t;ogr:;l;::
vehicle (SF iginde % “'Eh‘d?_(SF iginde % — Ginde 2 kez i.p. =4 Galantamine-[S.
| 0.1k DMSO) 0.1'lik DMSO) karvk (1 mg/kg | me/kg)

Sekil 3.2. in vivo deney gruplarinin sematik gosterimi.

Tiim ratlara 6 giinliikk enjeksiyon uygulamalarindan 24 saat sonra Pasif
Sakinma Testi uygulanmistir. Pasif sakinma testi uygulamasi sonrasinda tiim
gruplardaki sicanlardan ketamin anestezisi altinda sag ventrikiilden yaklagik 5 ml kan
alinmis ve siganlar PBS ile intrakardiyak perfiize edilmistir. Hayvanin beyni
cikarilarak bir hemisferdeki hipokampiis bolgesi oksidan-antioksidan ve Tau seviyesi
Olciimleri i¢in hemen -80°C’ye konulmus olup diger hemisferdeki hipokampiis
bolgesi ise histolojik inceleme i¢in %10’luk formaldehit icerisinde saklanmustir.
Alinan kan ornekleri 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve serum Ornekleri -
80°C’de saklanmistir. Homojenize edilen hipokampiisler ve serum Orneklerine Tau
proteini seviyesinin Ol¢limii, Oksidan-antioksidan parametrelerinin Ol¢iimii oksidan
parametrelerden; MDA ve H,O,, antioksidan parametrelerden ise SOD ve CAT)
ELISA kit ile iretici firmanin talimatlarina gore gerceklestirilmistir. Ayrica serum
orneklerinde AB1-40 ve AB1-42 peptid seviyelerinin Ol¢ciimii de ELISA metodu ile

analiz edilmistir.

Hipokampiis dokularinin  homojenizasyonu asagidaki protokole gore

gerceklestirilmistir:

Ratlardan elde edilen hipokampiis doku ornekleri hassas terazide tartildiktan
sonra cam bir tiipiin icerisine konuldu. Uzerlerine calisma c¢ozeltisi (140 mM’lik

KCI ¢ozeltisinden 1 gr doku i¢in 9 ml calisma ¢ozeltisi) eklenerek homojenizator
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(ISOLAB, Wertheim, Germany) yardimiyla 3 dakika boyunca homojenize edildi.
Homojenizasyon islemi buz bir kalibin iizerinde gerceklestirildi. Homojenat 3000
rpm’de 5 dakika santrifiijlendi. Santrifiij isleminden sonra elde edilen hipokampiis

slipernatantlar1 ependorf tiiplere konularak analiz zamanina kadar -20°C’de saklanda.

Sekil 3.1. in vivo AH modeli olusturma ve deney sonunda hipokampiisiin ¢cikarilma asamalari.

3.4.3. Pasif Sakinma Testi

Pasif sakinma, uzun ve kisa siireli bellegi degerlendirmek amaciyla yaygin
olarak kullanilan korku giidiimlii bir testtir (214). Test diizenegi, giyotin bir kapi ile
ayrilmis aydinlik ve karanlik 2 bolmeden olusmaktadir. Diizenegin zemininde ise
sicanlarin ayaklarina elektrosok verilebilecek sekilde iletken 1zgara yiizey
bulunmaktadir. Deneyin ilk giiniinde sicanlar aydinlik bolmeye birakilmis ve ortama
alismasi i¢in de 10 dk siire verilmistir. Bu siirenin ardindan otomatik olarak agilan
giyotinli kapi1 siganlarin karanlik bolmeye gecmesiyle kapanmistir. Karanlik bolmeye

gecen sicanlara 3 sn siireyle 0,5 mA elektrosok uygulanmistir. Deneyin ikinci giinii
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ise sicanlar aydinlik bolime birakilmis ve karanlik bolime ge¢cme siireleri
kaydedilmistir. Aydinlik boliime birakilan hayvanin 300 sn igerisinde karanlik
bolime gecmedigi durumda ise deney sonlandirilmistir (215). Sicanlarin karanlik
boliimden aydinlik béliime gecme siireleri pasif sakinma cihazi (Commat®, APAV-

214 ELS, Tiirkiye) tarafindan otomatik olarak kaydedilmistir.
3.4.4. Histokimyasal Boyama

In vivo gruplardan elde edilen hipokampiis dokular1 paraformaldehitten
cikarilip ksilol ve alkol soliisyon serilerinden gecirilerek parafine gomiildii. Parafin
bloklardan 4-5 pum kalinhiginda kesitler alindiktan sonra deparafinizasyon ve
dehidrasyon islemlerinden gecirilen kesitlere histolojik hematoksilen-eozin boyama
yapilarak hipokampiis dokusu ve hipokampal noronlar morfolojik olarak 1s1k

mikroskobu altinda degerlendirildi.

3.5. Biyokimyasal Analizler

3.5.1. Hiicre Canlihgi Testleri

3.5.1.1. MTT Testi

MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)2,5-diphenyl tetrasodium bromide) canli
hiicreler tarafindan koyu mavi-mor renkli formazanlara [(2E,47)-4,5-
Dimethylthiazol-2yl)3,5- diphenylformazan] doniistiiriilen sar1 renkli bir substrat
olup bu reaksiyon canli hiicrelerde bulunan aktif mitokondriler tarafindan
gerceklestirilir ve hiicre canliligini 6lcmek amaci ile kullanilir. Hiicre canlilign ve
bilesiklerin sitotoksik etkilerini incelemek amaciyla iireticinin talimatlarina (Cayman
Chemical Company®, Ann Arbor, MI, ABD) goére 3- (4,5-Dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) cozeltisi kullanildi. Kisaca, 96’lik platelere ekilen
farklilasmis SH-SYSY hiicrelerinin iizerine 10 ul MTT reaktifi eklendi ve 3 saat
37°C’de inkiibe edildi. Siire bitiminde her bir kuyucuga 100 ul kristal ¢oziicii
soliisyon eklenerek 4 saat 37°C CO,’li inkiibatorde bekletildi. Inkﬁbasyon sonunda

her bir 6rnegin absorbansi1 570 nm’de okutularak % canlilik degerleri hesaplandi.
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3.5.1.2. LDH Testi

Laktat Dehidrogenaz (LDH) hemen hemen her hiicrede bulunan sitozolik bir
enzimdir. Hiicre membran biitiinliigli bozuldugu durumlarda ise ekstraselliiler ortama
salinir. LDH sitotoksisite testi (Cayman Chemical Company®, Ann Arbor, MI,
USA) iireticinin protokoliine gore gerceklestirildi. Kisaca, 96’lik platelere 200 ul
olacak sekilde ekimi yapilan farklilasmigs SH-SYSY hiicreleri 1 saat oda sicakliginda
inkiibasyona birakildiktan sonra 400 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi.
Santrifiij isleminden sonra 100 pl siipernatant alinarak yeni kuyucuklara aktarimi
gerceklestirildi. Her bir kuyucuga 100 ul LDH reaksiyon soliisyonu eklenerek 30
dakika 37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda her bir drnegin absorbansi 490
nm’de ELISA okuyucuda (Epoch BioTek Instruments, Inc. Highland Park,
Winooski, VT, USA) okutularak % sitotoksisite degerleri hesaplandi.

3.5.2. Antioksidan Parametreler
3.5.2.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Hiicrenin enzimatik antioksidan savunmasinda ©nemli role sahip olan
Stiperoksit dismutaz (SOD), siiperoksit radikallerini nétralize ederek hiicreyi
oksidatif hasara kars1 koruyan enzimatik bir antioksidandir. SOD, siiperoksit (O,)
radikalini molekiiler oksijene (O;) ve hidrojen peroksite (H,0,) katalizleyerek
ortamdan siiperoksitin uzaklastirilmasin1 saglamaktadir. Oksijen metabolizmasinin
yan {riinii olarak olusan siiperoksit ortamdan uzaklastirllmadig1 takdirde apoptoza
yol acarak hiicre Oliimiine neden olmaktadir. H;0, ise CAT gibi diger antioksidan
enzimler tarafindan parcalanmaktadir. Bu nedenle, SOD, oksijene maruz kalan
hemen hemen tiim canli hiicrelerde 6nemli bir antioksidan savunma mekanizmasinin
ilk savunma hattin1 olusturmaktadir (216). Siiperoksit dismutaz aktivitesinin tespiti
icin kullanilan kit (Bioassay Technology Laboratory®, Shanghai, China) iireticinin

protokoliine gore gerceklestirildi.
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3.5.2.2. Katalaz (CAT)

Katalaz (CAT), hiicre ici organellerde Ozellikle peroksizom ve
mitokondrilerde bulunan enzimatik bir antioksidandir. SOD tarafindan siiperoksit
radikalinin detoksifikasyonu sonucunda ortaya H,O,'nin suya ve molekiiler oksijene
doniistiirilmesinden sorumludur. H,O,, bir radikal olmamasi ve biyolojik
molekiillerle reaksiyona girmemesine ragmen, Fenton reaksiyonuyla en reaktif
oksijen tiirlerinden biri hidroksil radikalinin olusumunda ve morfoloji, ¢ogalma,
apoptoz, sinyalizasyon gibi bircok biyolojik sistemde ikinci bir haberci olarak rol
almasindan dolay1 hiicreden uzaklastirilmasi oldukca Onemlidir. Boylelikle CAT,
H,0, neden olabilecegi oksidatif strese karst hiicrenin antioksidan savunma
mekanizmasinda onemli bir rol oynamaktadir (217). CAT aktivitesinin belirlenmesi
amactyla kullanilan kit (Bioassay Technology Laboratory®, Shanghai, China)

tireticinin protokoliine gore yapildi.
3.5.3. Oksidan Parametreler
3.5.3.1. Malondialdehid (MDA)

Serbest radikallerin yol acgtigr lipid peroksidasyonu sonucu olusan
Malondialdehid (MDA), oksidatif hasarin tespitinde kullamlmaktadir (218). In vitro
ve in vivo Alzheimer hastaligit modellerindeki MDA seviyeleri, iireticinin Onerdigi
protokole gore Bioassay Technology Laboratory®’den (Shanghai, China)
Malondialdehid ELISA Kiti (Kolorimetrik) ile ol¢iildii.

3.5.3.2. Hidrojen peroksit (H,O,)

Oksidatif stresin onemli bir belirteci olan hidrojen peroksit (H,O,), siiperoksit
radikalinin SOD tarafindan veya mitokondriyal solunum sirasinda univalent O,
indirgemesi ile olugsmaktadir. Oksitleyici ©6zellie ve hiicre zarlarinda serbestce
gecebilmesinin yani sira, ROS'un, 6zellikle de giiclii oksidanlar olan hidroksil radikal
(OH) ve hipokloréz asidin (HOCI) onciisiidiir. CAT ve GSH-Px tarafindan H,O,'nin
ortamdan uzaklastirllmasin1 saglamaktadir (219). Hidrojen peroksit seviyesinin

tespiti i¢in kullanilan kit (Cayman Chemical Company®, Ann Arbor, MI, USA)
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iireticinin protokoliine gore gerceklestirildi. Kisaca, 96’lik platelerin her bir
kuyucuguna 100 pl ekilen farklilagsmis SH-SYS5Y hiicreleri 37°C’de 24 saat boyunca
inkiibe edildikten sonra iizerlerine 10 ul enzim reaksiyon soliisyonu eklendi. Her bir

ornegin absorbansi 530 nm dalga boyunda ol¢iildii.
3.5.4. Amiloid beta peptidlerinin 6l¢ciimii

APB1-40 ve AB1-42 peptitleri, y-sekretaz enziminin APP’yi farkli bolgelerden
kesmesi sonucunda olugsmaktadir. Hem AB1-40 hem de AB1-42 AH beyin dokusunda
bulunan hiicre dis1 plaklarin ana bilesenleridir (220). [n vivo gruplardaki plazma
AP1-40 ve AP1-42 peptit seviyeleri, iireticinin onerdigi protokole gore AP1-40 ve
AB1-42 ELISA Kitleri (Bioassay Technology Laboratory®, Shanghai, China)
kullanmilarak olciildii.

3.5.5. Tau protein tespiti

Alzheimerin biyobelirteclerinden biri olan Tau proteininin hiperfosforile
olmast durumunda AH beyinlerinde mikrotiibiillerin stabilizasyonu bozulmakta ve
Alzheimer’in noropatolojisinde gozlenen NFY’larin ana bilesenini olusturmaktadir.
(78). In vitro deneylerde noronal siiperfiisatlarda in vivo deneylerde ise hipokampiis
ve plazmada Tau protein diizeyleri Tau ELISA Kiti (Bioassay Technology
Laboratory®, Shanghai, China) kullanilarak ol¢iildii.

Bioassay Technology Laboratory® ait ELISA protokolleri genel olarak
asagidaki sekilde gerceklestirildi:

-96’1ik platelerin her bir kuyucuguna 40 ul konulan 6rneklerin iizerine herbir
testin kendine ait olan Biotin soliisyonundan 10 ul (SOD, CAT, MDA, Tau, AB1-40
ve AB1-42) eklendi.

-Tiim kuyucuklara 50 pl Streptavidin-HRP soliisyonu eklenip plate iizeri foil
ile kapatildi. Plate 1 saat boyunca 37°C’de inkiibe edildi.

-Inkiibasyon sonrasinda ELISA plak yikayicisinda 5x350 ml olacak sekilde
yikama islemi gerceklestirildi.
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-Bu islem sonrasinda tiim kuyucuklara Substrat-A ve Substrat-B eklenip

37°C’de 10 dakika boyunca inkiibasyona birakildi.

-Siire bitiminde 50 ul Stop soliisyonu eklenerek her bir 6rnegin absorbansi
450 nm dalga boyunda ELISA okuyucuda (Epoch BioTek Instruments, Inc. Highland
Park, Winooski, VT, USA) olciildii.

3.6. Ilstatistiksel Analizler

Calismalar sonucunda elde edilen veriler ortalama * ortalamanin standart
hatasi olarak ifade edildi. Verilerin istatistiksel analizinde SPSS® 17.0 (Chicago, IL,
USA) programi kullanildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-
Smirnov testi ile analiz edildi. Veriler tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve
devaminda post-hoc LSD testi ile karsilastirildi. p<0.05 diizeyi istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.

43



4. BULGULAR

4.1. In Vitro Noronal AH Modelinde Karvakrol Maruziyeti
Sonrasinda Elde Edilen Bulgular

4.1.1. Retinoik asit uygulanan SH-SYSY hiicrelerinin normal néron

hiicrelerine doniistiiriilmesi

T75 flasklara ekilen SH-SYSY hiicrelerinin noronal benzeri hiicrelere
farklilasmas1 amaciyla RA kullanilmistir. Farklilasma siiresince hiicrelerin
morfolojik 6zellikleri inverted mikroskop altinda incelenmistir. Buna gore SH-
SYSY hiicrelerinde belirgin morfolojik degisiklikler gbzlemlenmis olup dendrit ve
aksonlarin uzadig1 belirlenmistir. Noritler araciligiyla hiicreler arasinda fiziksel

iletisim ve temasin artti1 gozlemlenmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Farkhlasmams (A) ve farkhlasnms (B) SH-SYSY hiicre Kkiiltiirlerinin morfolojik
goriintiileri
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4.1.2. Farkhh Konsantrasyonlardaki Amiloid Beta Uygulamasina Karsi
MTT Analiz Sonuclar:

Farklilasmis olan SH-SYS5Y hiicrelerinin amiloid beta peptidine karsi IC50
degerlerini belirleyebilmek amaciyla c¢esitli konsantrasyonlarda AB1-42 (1, 5, 10,
25, 50, 100 ve 125 uM) ile 48 saat siiresince inkiibe edildi. 1nk1'ibasyon sonucunda
hiicrelerin % canlilik oranlart MTT analizi ile belirlendi. Sonu¢ olarak 48 saat
stiresince 50 uM konsantrasyondaki amiloid beta’nin toplam hiicre popiilasyonlarinin

%50,9'1n1 oldiirdiigi tespit edildi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. SH-SYSY hiicrelerinde 48 saat siiresince farkli konsantrasyonlarda uygulanan
Amiloid-p maruziyetinin hiicre canlih@ iizerine etkisi.
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4.1.3. Hiicre Canlihg1 Analiz Sonuclar:

Hiicre canliligini test etmek i¢in yapilan MTT testinin sonuglarina gore AD
olusturulan hiicre hatti grubunda hiicre canlilig1 kontrol grubuna gore azalmistir (p<
0.001, Sekil 4.3). Hiicre canliligindaki bu azalma karvakroliin her ii¢ dozu (100, 200,
300 uM) ve pozitif kontrol olarak galantamin tarafindan istatistiksel olarak anlamli

diizeyde Onlenerek hiicre canlilik orani artmistir (p< 0.001, Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. In vitro kosullarda olusturulan AH modelinde SH-SY5Y hiicrelerinde gozlenen hiicre
canhhgi. (##H# p<0.001 Kkontrol grubuyla, ***p<0.001 AD grubuyla
karsilastirildiginda)

Laktat dehidrogenaz enzim konsantrasyonunu test etmek i¢in yapilan LDH
testinin sonuclarina gore AD olusturulan hiicre hatti grubunda hiicre kiiltiirii ortamina
salinan LDH enzim konsatrasyonu kontrole gore anlamli derecede artmis olup bunun
anlami1 AD grubundaki hiicre canliliginin kontrole gore azalmasidir. Ciinkii hiicre
membran biitiinliigli bozulan hiicrelerden sitoplazmik icerikteki LDH enzimi

ekstraselliiler ortama salinir (p<0.001, Sekil 4.4). Hiicre canliligindaki bu azalma
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karvakroliin her ii¢ dozu (100, 200, 300 uM) ve pozitif kontrol olarak galantamin
tarafindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde 6nlenerek hiicre canlilik orani artmigtir

(p< 0.001, Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. In vitro kosullarda olusturulan AH modelinde SH-SY5Y hiicrelerinde gozlenen LDH
Aktivitesi  (###p<0.001 kontrol grubuyla, ***p<0.001 AD  grubuyla
karsilastirildiginda)
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4.1.4. Antioksidan Analiz Sonuclar:

SOD antioksidan enzim aktivitesini test etmek igin gerceklestirilen SOD
testinin sonuglarina gore gruplar arasinda istatistiksel olarak bir anlamlilik

gozlenmemistir. (p> 0.05, Sekil 4.5).

90+ n.s
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Sekil 4.5. In vitro kosullarda olusturulan AH modelinde SH-SYSY hiicrelerinde siiperoksit
dismutaz (SOD) aktivitesi degerleri. n.s: p>0.05
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CAT antioksidan ezim aktivitesini test etmek igin gerceklestirilen CAT
testinin sonuclarina gore AD olusturulan hiicre hatt1 grubunda CAT aktivitesi kontrol
grubuna gore artmistir(p< 0.05, Sekil 4.6). CAT aktivitesindeki bu artma
karvakroliin her ii¢ dozu (100, 200, 300 uM) tarafindan istatistiksel olarak anlaml
diizeyde azaltilmistir (p< 0.05, Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. In vitro kosullarda olusturulan AH modelinde SH-SYS5Y hiicrelerinde katalaz (CAT)
aktiviteleri (#p<0.05 kontrol grubuyla, *p<0.05 AD grubuyla karsilastirildiginda)
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4.1.5. Oksidan Parametre Sonuclari

MDA oksidatif marker konsantrasyonunu test etmek i¢in yapilan MDA
testinin sonuglarma gére AD olusturulan hiicre hatti grubunda MDA aktivitesi
kontrol grubuna gore anlamh artmistir (p<0.01, Sekil 4.7), MDA aktivitesindeki bu
artma karvakroliin her ii¢ dozu tarafindan (100, 200 ve 300 uM p< 0.001, Grafik 4.7)
ve pozitif kontrol grubundaki galantamin tarafindan istatistiksel olarak anlaml

diizeyde Onlenerek oksidatif stres belirteci azaltilmistir (p< 0.001, Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. In vitro kosullarda olusturulan AH modelinde SH-SYSY hiicrelerinde malondialdehid
(MDA) aktivitesi degerleri (##p<0.01 kontrol grubuyla, **p<0.01 ve ***p<0.001 AD
grubuyla karsilastirildiginda)
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H,0, oksidatif belirte¢ konsantrasyonunu test etmek i¢in gergeklestirilen
H,0, testinin sonuglarina gére AD olusturulan hiicre hatti grubunda H,O, diizeyi
kontrol grubuna gore artmustir (p<0.001, Sekil 4.8). H,O, diizeyindeki bu artma
karvakroliin her ii¢ dozunda (100, 200, 300 uM) ve pozitif kontrol grubunda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde Onlenerek oksidatif stres markeri olan H,O,

azaltilmistir (p< 0.001, Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. In vitro kosullarda olusturulan AH modelinde SH-SYSY hiicrelerinde hidrojen
peroksit (H,0,) degerleri. (###p<0.001 kontrol grubuyla, **p<0.01 ve **¥*p<0.001
AD grubuyla karsilastirildiginda)
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4.1.6. Tau Proteini Bulgular

In vitro deneylerde Tau miktarini test etmek icin gerceklestirilen Tau testinin
sonuglarina gore gruplar arasinda istatistiksel olarak bir anlamlilik gozlenmemistir

(p>0.05, Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. In vitro kosullarda olusturulan AH modelinde SH-SY5Y hiicrelerinde gézlenen Tau
proteini seviyesi. n.s: p>0.05.

4.2. In Vivo Kosullarda Olusturulan AH Modelinde Karvakroliin
Etkinligi

In vivo calismalardan elde edilen serum ve hipokampiis dokular:
homojenatinda SOD, CAT, MDA, H,;O, ve Tau protein seviyesinin Olc¢limii
yapilmigtir. Bununla birlikte serum orneklerinde AP1-40 ve ABI1-42 peptid
seviyelerinin Olctimii de gerceklestirildi. Ayrica, hayvanlarin biligsel durumlarinm
degerlendirmek icin pasif sakinma testi yapildi. Histolojik boyama ve degerlendirme
amaciyla in vivo gruplardan elde edilen hipokampiis dokularina Hematoksilen-eozin

boyamasi gerceklestirildi.
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4.2.1. Antioksidan Analiz Sonuclar:

Ratlarin serumlarinda SOD antioksidan enzim aktivitesini test etmek ig¢in
gerceklestirilen SOD testinin sonuglarina gore gruplar arasinda istatistiksel olarak bir

anlamlilik gézlenmemistir (p> 0.05, Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. In vivo deney grubu hayvanlarimin serum Siiperoksit Dismutaz (SOD) aktivitesi
degerleri. n.s: p>0.05.
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Ayrica ratlarin hipokampiislerinde de SOD antioksidan enzim aktivitesini test
etmek icin gerceklestirilen SOD testinin sonuclarina gore gruplar arasinda

istatistiksel olarak bir anlamlilik gbzlenmemistir (p> 0.05, Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. In vivo deney grubu hayvanlarinin hipokampiis dokusu Siiperoksit Dismutaz (SOD)
aktivitesi degerleri. n.s: p>0.05.

54



Ratlarin serumlarinda CAT antioksidan enzim aktivitesini test etmek icin
gerceklestirilen CAT testinin sonuglarina gore AD olusturulan grupta CAT aktivitesi
kontrol grubuna gore artmistir (p<0.05, Sekil 2.12.) ve diger gruplar arasinda
istatistiksel olarak bir anlamlilik gdzlenmemistir (p< 0.05, Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. In vivo deney grubu hayvanlarmim serum Katalaz (CAT) aktiviteleri (#p<0.05
kontrol grubuyla karsilastirildiginda)
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Ratlarin hipokampiis dokularinda CAT antioksidan enzim aktivitesini test
etmek icin gerceklestirilen CAT testinin sonuclarina gore gruplar arasinda

istatistiksel olarak bir anlamlilik gdzlenmemistir (p> 0.05, Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. In vivo deney grubu hayvanlarimin hipokampiis dokusu Katalaz (CAT) diizeyleri. n.s:
p>0.05.
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4.2.2. Oksidan Parametre Sonuclari

Ratlarin serumlarinda MDA oksidatif marker konsantrasyonunu test etmek
icin gergeklestirilen MDA testinin sonuclarina gore gruplar arasinda istatistiksel

olarak bir anlamlilik gozlenmemistir (p> 0.05, Sekil 4.14).

MDA, nm/ml

Sekil 4.14. In vivo deney grubu hayvanlarinin serum Malondialdehid (MDA) diizeyleri. n.s:
p>0.05.
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Diger taraftan ratlarin hipokampiis dokularinda ise serumun aksine MDA
oksidatif marker konsantrasyonunu test etmek icin gerceklestirilen MDA testinin
sonuglarina gére AD olusturulan grupta MDA diizeyi kontrol grubuna gore anlamhi
artmistir (p<0.01, Sekil 4.15), MDA aktivitesindeki bu artma karvakrol tarafindan
(p<0.05, Sekil 4.15) ve pozitif kontrol olarak galantamin tarafindan istatistiksel
olarak anlamli diizeyde Onlenerek oksidatif stres belirteci azaltilmistir (p< 0.05, Sekil

4.15).
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Sekil 4.15. In vivo deney grubu hayvanlarmin hipokampiis dokusu malondialdehid (MDA)
diizeyleri (#p<0.05 Kkontrol grubuyla, *p<0.05 ve **p<0.01 AD grubuyla
karsilastirildiginda)
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Ratlarin serumlarinda H,O, oksidatif belirte¢ konsantrasyonunu test etmek
icin gerceklestirilen H>O, testinin sonuglarina gore gruplar arasinda istatistiksel

olarak bir anlamlilik gozlenmemistir. (p>0.05, Sekil 4.16).

Sekil 4.16. In vivo deney grubu hayvanlarmin serum hidrojen peroksit (H,0,) diizeyleri. n.s:
p>0.05.

Ratlarin hipokampiis dokularinda H,O, oksidatif belirte¢ konsantrasyonunu
test etmek icin gerceklestirilen H,O; testinin sonuglarina gore AD olusturulan grupta
H,0, diizeyi kontrol grubuna gore artmistir (p<0.01, Sekil 4.17), H,O, diizeyindeki
bu artis karvakrol tarafindan (p<0.05, Sekil 4.17) ve pozitif kontrol olarak
galantamin tarafindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde onlenerek oksidatif stres

belirteci azaltilmistir (p< 0.05, Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. In vivo deney grubu hayvanlarinin hipokampiis dokusu hidrojen peroksit (H,0,)
diizeyleri (##p<0.01 kontrol grubuyla, *p<0.05 AD grubuyla karsilastirildiginda)
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4.2.3. Amiloid Beta Bulgulan

Ratlarin serum AP1-42 peptid seviyelerini test etmek i¢in gerceklestirilen
APB1-42 testinin sonuglarina gore gruplar arasinda istatistiksel olarak bir anlamlilik

gozlenmemistir (p> 0.05, Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. In vivo deney grubu hayvanlarinin serum Ap1-42 peptid seviyeleri. n.s.: p>0.05.
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Benzer sekilde ratlarin serum AP1-40 peptid seviyelerini test etmek igin
gerceklestirilen AB1-40 testinin sonuclarina gore de gruplar arasinda istatistiksel

olarak bir anlamlilik gozlenmemistir (p>0.05, Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. In vivo deney grubu hayvanlarinin serum Ap1-40 peptid seviyeleri. n.s.: p>0.05.
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4.2.4. Tau Proteini Bulgular

Ratlarin serumlarinda Tau protein seviyelerini test etmek i¢in gergeklestirilen
Tau testinin sonuclarina gore gruplar arasinda istatistiksel olarak bir anlamlilik

gozlenmemistir (p>0.05, Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. In vivo deney grubu hayvanlarmin serum Tau protein seviyeleri. n.s.: p>0.05.

63



Benzer sekilde ratlarin hipokampiis dokularinda Tau protein seviyelerini test
etmek i¢in gerceklestirilen Tau testinin sonucglarina gore gruplar arasinda istatistiksel

olarak bir anlamlilik gbzlenmemistir (p> 0.05, Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. In vivo deney grubu hayvanlarmin hipokampiis dokusu Tau protein diizeyleri. n.s.:
p>0.05.
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4.2.5. Pasif Sakinma Testi Bulgular:

In vivo AH modelinin basari ile olusturuldugu 6grenme testi (Pasif sakinma)
ile dogrulanmistir. Kisa siireli bellegin degerlendirilmesi amaciyla yapilan pasif
sakinma testine gore AD grubundaki hayvanlarin karanlik boliime ge¢me siiresi
kontrol grubuna gore anlamli derecede artmistir (p< 0.05, Sekil 4.22), diger taraftan
bu artislar karvakrol ve galantamin tarafindan ayr1 ayr1 azaltilmistir (p< 0.05, Sekil

4.22).
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Sekil 4.22. Pasif Sakinma testi sonuclar1 (#p<0.05 kontrol grubuyla, *p<0.05 AD grubuyla
karsilastirildiginda)
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4.2.6. Histopatolojik Bulgular

In vivo gruplardan elde edilen hipokampal kesitler hematoksilen-eozin ile
boyanarak histopatolojik degerlendirilmesi yapildi. Kontrol grubu ratlardan elde
edilen hipokampiislerin boyama sonrasinda farkli biiyiitmelerle elde edilen
goriintiilerinde piramidal, molekiiler, graniiler ve polimorfik tabakalarinin normal
goriimiinde oldugu gozlendi. Molekiiler tabakada bulunan noronal hiicrelerin sinirlari
belirgin ve zar biitiinliigii diizgiin ve normal goriiniimde oldugu goriildii (Sekil 4.23

A-D).

Alzheimer sigcan modeli olusturmak ic¢in amiloid beta peptidin hipokampiis
icine enjekte edildigini gosteren enjeksiyon alami Sekil 4.24°de verilmistir.
Enjeksiyon sirasinda igne ucunun hipokampiis i¢ine kadar ilerledigini ve amiloid
beta peptidin hipokampal alana enjekte edildigi bu sekilde farkli biiyiitmelerle

verilmistir.

Deney gruplarinda hipokampal molekiiler tabakada noronal hiicrelerin
histopatolojik bulgular1 Sekil 4.25’te verilmistir. Buna gore kontrol grubunda
sinirlart belirgin ve zar biitiinliigii diizgiin normal noronal hiicre sekli goriilmektedir
(Sekil 4.25-A). Alzheimer grubunda noronal hiicrelerde siddetli biiziilme, hiicre
sinirlart1  bozulmus, zar biitiinliigii kaybolmus ve noron sayisinda azalma
gozlenmektedir (Sekil 4.25-B). Galantamin grubunda kontrol grubundakine benzer
sekilde, sinirlar1 belirgin ve zar biitiinliigii diizgiin normal noronal hiicre goriiniimii
saptanmustir (Sekil 4.25-C). Karvakrol grubunda ise Alzheimer grubuna gore
noronal hiicrelerdeki biiziilmenin biiyiik oranda azaldigi, hiicre sinirlarinin daha
belirgin oldugu, zar biitiinliigliniin korundugu goriilmiis ve noron sayisinda énemli

Olciide azalmaya rastlanmamustir (Sekil 4.25-D).
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Sekil 4.23. Kontrol grubu hematoksilen-eozin boyamasi ile rat hipokampiisii. (A) normal
goriiniimde hipokampiis ve CA1, CA2 ve CA3 alanlar1 (X20 biiyiitme), (B) normal
goriiniimde hipokampiisiin piramidal, molekiiler, graniiler ve polimorfik
tabakalar1 (X20 biiyiitme), (C) normal molekiiler tabaka goriiniimii (X200
biiyiitme), (D) molekiiler tabakada normal néronal hiicre goriiniimii, (X400
biiyiitme). CA : cornu ammonis, DG: Dentat gyrus. Scale bar: 1000 pm.
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Sekil 4.24. Karvakrol grubunda intrahipokampal enjeksiyon alam (A) X20 biiyiitme, (B) X40
biiyiitme, (C) X100 biiyiitme, (D) X400 biiyiitme ile gosterilmistir. Her panelde ok

ucu enjeksiyon sirasinda hipokampiis icinde igne ucunun hasarladigi alani
gostermektedir. Hematoksilen-eozin boyamasi yapilmistir.
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Sekil 4.25. Deney gruplarinda hipokampal molekiiler tabakada noronal hiicre goriintiileri. (A)
kontrol grubu; (B) Alzheimer grubu; (C) galantamin grubu; (D) Karvakrol grubu
(X400). Kalin acik ok uclari noronlari, g->gliyal hiicreleri gostermektedir.
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5. TARTISMA

Alzheimer hastaligr (AH), gittikce artan hafiza kaybi ve biligsel islevlerde
azalma ile karakterize ilerleyici ve kronik norodejeneratif bir hastaliktir (85, 221).
Diinya ¢apinda, 46 milyon insanin AH'den muzdarip oldugu tahmin edilmektedir
(35). AH'nin etiyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte, hiicre disinda amiloid
birikmesi, hiicre icinde artmis Tau protein fosforilasyonu ve oksidatif stresin

Alzheimer patofizyolojisinde dnemli rol oynadig1 kabul edilmektedir (86).

Noron ve mitokondri membraninda bulunan amiloid prekiirsér proteinin
(APP) B-sekretaz ve vy-sekretaz proteolitik enzimleri tarafindan pargalanmasiyla
amiloid B (AP) peptitleri olusmaktadir. Amiloid plaklar ise bu peptitlerin hiicre dis1
alanda bir araya gelmesiyle olusmus yapilardir (9, 10). Sekretaz enzimlerinin APP’yi
farkli bolgelerden kesmesiyle farkli sayilarda aminoasit iceren A tiirlerinin meydana
gelmesine neden olmaktadir. Farkli uzunluklarda meydana gelen bu A tiirlerinden
en toksik olan1 42 aminoasit uzunlugunda olusan AP (Ap42)’dir (12). Tiibiiline bagh
sekilde bulunan ve mikrotiibiillerin stabilizasyonunda rol oynayan Tau proteinlerinin
kinaz enzimleri tarafindan fosforile edilmesiyle hiperfosforile Tau proteinleri
olusmaktadir. Toksik karakterdeki ¢oziinemeyen bu yapilar hiicre i¢inde birikerek
Alzheimer’1in ikinci noropatolojik bulgusu olan norofibriler yumaklarin olusumuna
yol agmaktadir (79, 80, 82). Hem AP peptidinin asir1 iiretimi ve birikimi sonucunda
meydana gelen amiloid plaklar hem de hiperfosforile Tau agregatlarinin olusturdugu
norofibriler yumaklar biligsel fonksiyonlarda islev bozukluguna, néronal toksisiteye

ve norodejenerasyona yol agmaktadirlar (11, 222, 223).

Reaktif oksijen tiirlerin (ROS) / reaktif nitrojen tiirlerinin (RNS) iiretimi ve
antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki dengenin bozulmasindan kaynaklanan
oksidatif stres, Alzheimerin patogenezinden sorumlu tutulan bir diger ana faktordiir
(224). Alzheimer’li hastalarin beyinlerinde meydana gelen redoks durumundaki

degisikliklerden dolay1 serbest radikallerin asir1 birikmesi, protein oksidasyon ve lipit
70



peroksidasyon seviyesinin artmast AH nin yaygin patolojik bir 6zelligi olarak ortaya
cikmaktadir. (7, 85, 107). Bununla birlikte, oksidatif stresin noronal hiicre
disfonksiyonuna, AP birikimine, hiicre oliimiine ve bilissel islev bozukluguna yol
actig1 yapilan calismalar sonucu tespit edilmistir. Bu durum oksidatif stresin AH nin
erken donemlerinde ortaya ¢iktifini gostermektedir. Ayrica AR nin beyindeki ROS
tiretimini artirarak mitokondriyal hasara neden oldugu da bilinmektedir (57, 224,
225). Bu nedenle antioksidan tedavi, AD'nin 6nlenmesi ve septomatik tedavisinde

yeni terapotik bir yaklasim olarak kabul edilmektedir (223).

Giintimiizde AH tedavisinde gelistirilen terapotik —stratejilerden  biri,
asetilkolinin (ACh) hidrolizinde rol oynayan temel enzim olan asetilkolinesteraz
(AChE) inhibitorlerinin kullanilmasidir (30). ACh, merkezi sinir sistemindeki sinyal
iletiminde ©nemli rol oynayan bir norotransmitterdir. Alzheimer’li hastalarin
beyinlerinde ACh seviyesi biiyiikk oOlgiide azalmaktadir. AChE'nin inhibisyonu
sonucunda biligsel fonksiyonlarda gelisme gozlemlendiginden dolay1 hastaligin
septomatik tedavisinde FDA onayl asetilkolin esteraz inhibitor 6zelligine sahip olan

Galantamin ila¢ olarak kullanilmaktadir.

Galantamin gibi bir fitokimyasal bilesik olan karvakrol, Origanum ve Thymus
(kekik) gibi Lamiaceae familyasina ait bitkilerin ucucu yaglarinda bulunan fenolik
bir monoterpen olup daha once yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalarda antioksidan

ve asetilkolin esteraz inhibitor aktivitelerine sahip oldugu bildirilmistir. (25, 26, 226).

Heniiz etkin bir tedavisi bulunmayan AH’nin ilerlemesinin durdurulmasi ve
semptomatik tedavisinde, hastaligin patofizyolojisinden sorumlu olan oksidatif stresi,
amiloid beta birikimini, kolinerjik kaybi ve Tau fosforilasyonunu azaltabilecek
ozellikteki yeni terapotik ajanlara gereksinim vardir. Bu gereksinim dogrultusunda,
sunulan tez calismasinda antioksidan ve antikolinesteraz etkinligi bilinen
karvakroliin in vitro ve in vivo deneysel AH modellerinde anti-Alzheimer etkisi

arastirtlmagtir.

Insan noroblastoma (SH-SYS5Y) hiicreleri, néronlarin bircok biyokimyasal ve

fonksiyonel  oOzelliklerine  sahip olmalarindan dolay1 AP  norotoksisite
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degerlendirmeleri i¢in yapilan in vitro calismalarda noronal/hiicresel Alzheimer

modeli olusturmak amaciyla kullanilan en genel hiicre hattidir (227).

Sunulan ¢alismada in vitro bulgularimiza gére AD olusturulan grupta azalan
hiicre canliliginin karvakrol tarafindan Onlenerek canlilik oranmmin arttigr ve
boylelikle karvakroliin noroprotektif etki gosterdigi tespit edilmistir. /n vivo
deneylerdeki pasif sakinma testinde AH modeli hayvanlarin karanlik bélmeye girme
siirelerinin uzamasi ve bunun karvakrol tarafindan kisaltilmasi ve ayrica hipokampal
histolojik kesitlerde karvakrolin AH grubunda bozulan ndronal morfolojiyi
tyilestirici etkisinin goriildiigii bulgularimiz karvakroliin in vitro noroprotektif
etkilerini dogrulamistir. Bu bulgularimizla uyumlu olarak ©nceki c¢aligmalarda
karvakroliin in vitro da noronlar iizerine sitoprotektif ve noroprotektif etkileri oldugu

bildirilmistir (228, 229).

Bununla birlikte in vitro bulgularimiza gore AH grupta diizeyleri artan
oksidatif stres belirteclerinden H;O, ve MDA nin karvakroliin her {i¢ konsantrasyonu
tarafindan da azaltilmasi karvakroliin noronal AH modelinde antioksidan etkiler
gosterdigini ortaya cikarmustir. Ayrica yine in vitro AH grupta antioksidan enzim
CAT’ 1 diizeyinin kontrole gore artmasit ve karvakrol uygulamasi ile birlikte
azalmasi, AH’de serbest radikallerin artisina paralel olarak, bu radikallerin toksik
etkilerini ortadan kaldirmak amaciyla enzimatik antioksidan aktivasyonda da bir

artisin oldugunun gostergesidir.

AH patofizyolojisinde oksidatif stres 6nemli bir rol oynamaktadir. Daha once
yapilan deneysel calismalarda AH modelinde oksidatif stres belirteclerinden MDA,
ROS, 4-HNE ve TBARS seviyelerinin arttig1 bildirilmistir (230). Ji ve arkadaslari
(231) tarafindan gerceklestirilen bir calismada, SH-SYSY hiicrelerinin AP ile
muamelesi sonrasinda hiicre i¢i ROS miktarinin ve MDA seviyesinin arttigi ve SOD
ile GSH-Px antioksidan enzim diizeyinin azaldigi bildirilmistir. Yine SH-SYS5Y
hiicrelerinde AP1-42 kaynakli sitotoksisitenin arastirildigi bir caligmada, AP ile
olusturulan Alzheimer grubundaki ROS miktarinin kontrol grubuna gére on kat artis
gosterdigi tespit edilmistir (232). Zhang ve arkadaslar1 (233) tarafindan yapilan bagka

bir caligmada, AP1-42’nin intrahipokampal enjeksiyonuyla sicanlarda olusturulmus
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olan AH modelinde sican beyinlerinden elde edilen dokularda AB’nin SOD
aktivitesini azalttifi ve MDA seviyesini ise artirdig1 belirlenmistir. Kantar Gok ve
arkadaslar1 (234) tarafindan gerceklestirilen c¢alismada ise, AP1-42 uygulanan
hayvanlarda oksidatif stres belirtecleri olan 4-HNE ve TBARS seviyelerinin kontrol
grubuna gore anlamli bir sekilde arttig1 tespit edilmistir. Bagka bir calismada A ile
indiikklenmis AH sican modelinde antioksidan-oksidan parametrelerin etkinligi
arastiritlmis olup sican kortikal ve hipokampal dokularda CAT, GPx, SOD ve GSH
antioksidan enzim aktivitelerinin azaldigt ve MDA oksidan diizeyinin arttigi
bulunmustur (235). Ayrica, yiiksek MDA diizeyi, Alzheimer’da amiloidozlu bir¢cok
hayvan modellerinde gozlemlendigi bildirilmistir (236).

Calismamizda, karvakroliin in vitro noronal modelde, hiicresel diizeyde
oksidatif stres belirteclerini azaltmasi ve hiicre canliligini artirmasi karvakroliin
muhtemelen noronal oksidatif hasari Onleyerek noroprotektif etkiler gosterdigini
onermektedir. Bu bulgularimiz karvakroliin antioksidan etkilerini bildiren daha
onceki caligmalarla da uyumludur. Bu calismalarin birinde Medhat ve arkadaslari
(237) AICl; ile indiiklenen in vivo AH modelinde karvakroliin antioksidan roliinii
arastirmayl amaclamis ve sonugta sicanlardan elde edilen beyin dokularinda
karvakroliin antioksidan enzim SOD ile GSH aktivitesini arttirdigin1 ve oksidatif
stres gostergesi TBARS ve gelismis oksidasyon protein iiriinii (AOPP) iiretimini
inhibe ettigini bulmuglardir. Bununla birlikte azalmis olan asetilkolin seviyesini
artirarak asetilkolinesteraz inhibitor etki gosterdigi de tespit edilmistir (237). Yine
karvakroliin antioksidan ve asetilkolinesteraz inhibitor etkisinin aragtirildigi bagka bir
calismada ise, DPPH serbest radikal, siiperoksit anyon radikal ve hidrojen peroksit
temizleme aktiviteleri, demirli iyon selatlama, ABTS radikal katyon deklorizasyon
ve ferrik tiyosiyanat testlerle antioksidan kapasitesi ve Ellman’s metot ile
kolinesteraz inhibisyon 0zelligi degerlendirilmis olup gii¢lii bir antioksidan
aktiviteye ve AChE inhibitor etkiye sahip oldugu bildirilmistir (238). Kaufmann (28)
ve ayrica Orhan ve arkadaslar1 (29) tarafindan in vitro ¢alismalarda da karvakroliin
asetilkolinesteraz inhibitor aktivitesine sahip oldugu gosterilmistir. Karvakroliin
noroprotektif ve antioksidan etkilerinin arastirildig1 in vivo ve in vitro calismalarda,
etanol indiiklii hipokampal néronal hasari azaltarak hiicre canliligini artirdigr ve

MDA oksidan seviyesini azaltip SOD, GSH, GSH-Px ve CAT enzim aktivitelerini
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artirdigr belirlenmistir. Karvakroliin, etanoliin neden oldugu noron hasari iizerindeki
protektif etkisinin yani sira oksidatif strese karsida koruyucu rol oynadigi
bildirilmistir (239). SH-SYS5Y insan noroblastom hiicrelerinde H,O, kaynakl
sitotoksisiteye kars1 karvakroliin noroprotektif ve antioksidan etkisinin arastirildigi
bir baska calismada, karvakroliin, SH-SYSY hiicrelerinde antioksidan kapasiteyi
artirarak ve mitokondriyal hasar1 azaltarak protektif etki gosterdigi bildirilmistir

(228).

AH patofizyolojisine dair kabul edilen teorilerden taupati’ye gore, her ne
kadar noronal intraselliiler tau proteinlerinin asir1 fosforilasyonu sonucu olusan tau
proteinlerinin patolojik agregasyonunun hastaligin ana nedeni oldugu yoniinde genel
bir kabul olsa da daha 6nce yapilan ¢ok sayida calisma tau protein agregatlarindan
ziyade agrege olmamis normal tau proteinlerinin asir1 ekspresyonunun AH’deki
norodejenerasyona ve bilissel yetilerdeki azalmaya yol actigini bildirmistir (240-
242). Bu calismalardan birinde bes AH’ nin, oliimden hemen sonra, alinan
hipokampiis dokularinda tau mRNA diizeylerinin kontrollere gore daha yiiksek
oldugu bulunmustur (240). Bolos ve arkadaslarinin (241) yapmis oldugu bir
calismada, Tau proteininin monomerlerden ve dimerlerden olusan rekombinant insan
Tau izoformunu igeren retroviriisler araciligiyla farelere enjekte edilerek ¢oziilebilir
Tau’nun AH’deki roliinii arastirmay1 hedeflemis ve sonugta ¢oziiniir Tau’nun fare
hipokampal noronlarinda morfolojileri degistirdigi, plastisiteyi bozdugu ve bunun
sonucunda davranigsal fonksiyonlarda bozulmaya yol agtig1 bildirilmistir. Cowan ve
Mudher (242) ise, Drosophila tauopati modeli kullanarak yiiksek oranda fosforile
edilmis ¢oziiniir Tau'nun Alzheimerdaki toksisitesini aragtirmiglardir. Calismanin
sonuglarina gore ¢oziiniir hiperfosforile Tau’nun, sito-iskelet sisteminin stabilizasyon
bozukluguna, sinaptik fonksiyon ve aksonal transport disfonksiyonuna yol agarak

davranigsal fonksiyonlarda bozulmaya neden oldugunu bildirilmistir.

Sunulan ¢alismada in vitro noronal siiperfiizatlarda ve in vivo deneylerde
plazma ve hipokampal dokuda tau protein diizeyleri AH modellerinde ve karvakrol
uygulanan gruplarda de8ismedi. Bunun muhtemel bir nedeni amiloid beta ile

indiiklenen AH modelinde tau ekspresyonunun etkilenmiyor olmasi olabilir. Ciinkii
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insan hastaliklarin1 taklit eden deneysel bir model tek basina hastaliga ait tiim

patofizyolojik 6zellikleri taklit edememektedir.

Bulgularimiza gore, elde edilen hem serum hemde hipokampiis doku
orneklerinde gruplar arasinda SOD ve CAT enzim aktiviteleri ile Tau protein
seviyelerinde belirgin degisiklige yol acmamustir. AP1-40 ve AP1-42  peptid
seviyelerini degerlendirmek amaciyla serum orneklerinde gerceklestirilen AB1-40 ve
AP1-42 analiz sonuglarina gore gruplar arasinda istatiksel acidan bir farklilik
bulunmamistir. Oksidatif hasar analizi i¢in yapilan ¢aligmada ise, serum drneklerinin
kontrol gruplan icin tespit edilen MDA ve H,O, seviyelerinin, amiloid beta ve
karvakroliin uygulandigt deney gruplarindan elde edilen degerler arasinda
istatistiksel ag¢idan ©nemli bir farklilik bulunmamistir. Hipokampiis dokularinda
gerceklestirilen oksidatif hasar analiz sonuglarinda ise, Alzheimer’li grupta artan
MDA ve H,0, seviyelerinin karvakrol tarafindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde

onlendigi bulunmustur.

AP ile indiiklenmis oksidatif stres ve bunlarla iligkili antioksidan savunma
mekanizmas1 Alzheimer’in etiyolojisi ve patogenezinde temel mekanizmalar olarak
kabul edilmektedir (233). Antioksidan ve oksidan sistem arasindaki dengenin
bozulmasi sonucunda serbest radikaller ortaya c¢ikmaktadir. Antioksidan savunma
mekanizmasinda yer alan endojen kaynakli enzimlerden SOD, GSH-Px, CAT olusan
bu radikalleri elimine ederek hiicreyi oksidatif strese karst korumaktadir (236).
Hiicre membranlar1 poliansature yag asitleri (PUFAs) bakimindan zengin olmasi
nedeniyle serbest radikaller ile kolaylikla etkilesime girebilmektedirler. Bu da
lipitleri oksidatif strese kars1 daha savunmasiz hale getirmektedir. Bu yag asitlerinin
radikaller tarafindan oksidasyonu lipid peroksidasyonu olarak adlandirilmaktadir ve
bir dizi reaksiyon sonucunda agiga ¢ikan MDA ve 4-hidroksinonenal (4-HNE) gibi
tiriinler olduk¢a hasar verici olup bu hasar membrami geri doniisiimsiiz olarak
etkilemektedir. MDA, lipid peroksidasyon tespitinde kullanilan ©nemli bir
biyobelirtectir (243). Daha once yapilan calismalarda, AH modeli olusturulmus
transgenik  hayvanlarin  korteks ve hipokampiislerinde protein ve lipit
peroksidasyonunda artisin gozlenmesi bulgularimizla paralellik gostermektedir

(230).
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Bergenia ciliata bitkisinden elde edilen bir bilesik olan Bergenin’in AH
hayvan modelinde noroprotektif etkisinin arastirildigi bir calismada, antioksidan,
anti-enflamatuar ve kolinesteraz inhibitor aktivitesine sahip bu bilesigin bilissel
fonksiyonlar1 iyilestirdigi, sicanlarin beyin homojenatlarinda AB1-42 ve p-Tau
protein seviyelerini Onemli Olciide azalttigi bildirilmistir (244). Benzer sekilde
calismamizda AChE inhibitorii etkisine ve antioksidan etkiye sahip olan karvakrol de
bu calisma ile uyumlu olarak AP1-42 ile indiiklenen in vitro ve in vivo AH
modellerinde antioksidan ve noroprotektif etkiler gostermistir. Ayrica ¢alismamizda
karvakroliin davranis testinde O0grenmeyi giiclendirici etkileri de hiicre, doku ve

sistemik seviyelerdeki anti-Alzheimer etkisini dogrulamaktadir.

Daha once in vivo caligmalarda AP peptitlerinin hayvanlarda AH bulgularina
benzer sekilde 6grenme ve bellek fonksiyonlarinda kayiplara yol actigr gosterilmistir
(245). Diger taraftan, antioksidanlar AP kaynakli norotoksisiteyi ve hiicre dliimiinii
azaltabilmekte ve boylelikle hafiza ve bilissel islevlerdeki Alzheimer’dan kaynakli

bozulmayi azaltabilmektedir (246).

Sunulan c¢alismada karvakroliin in vitro ve in vivo AH modellerindeki
sergiledigi terapotik etkiler, literatiirdeki benzer antioksidan ve anti-AChE 6zelligine
sahip bitki ekstraktlarinin veya etken maddelerin AP ile indiiklenen norotoksisite,
ogrenme ve biligsel islevlerdeki bozulma iizerine iyilestirici etkilerini bildiren

calismalarla uyumludur (169, 235, 247, 248).

Bulgularimiz in vivo AH modelinde karvakroliin, oksidatif stresi azalttigi,
ogrenme/bellegi artirdigi ve norodejenerasyona karsi koruyucu etkiler gosterdigini

ortaya cikarmistir.

Sonug olarak, bu arastirma ile in vitro ve in vivo AH modellerinde Ap ile
indiiklenen noron kaybi, oksidatis stres ve dgrenmedeki bozulmaya kars1 karvakroliin
koruyucu etkileri ilk kez ortaya ¢ikarilmistir. Alzheimer hastaliginda kolinerjik néron
kaybinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan azalmis asetilkolin diizeyi ve diisiik
kolinerjik reseptor aktivasyonunun dgrenme fonksiyonlarindaki bozulmaya ve hafiza
kaybina yol actigi bilinmektedir. Sunulan bu tez calismasinda asetilkolin esteraz

inhibitor aktivitesine sahip karvakroliin in vivo deneysel Alzheimer hastalig
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modelinde intrahipokampal amiloid-B enjeksiyonu ile indiiklenen oOgrenmedeki
bozulmanin karvakrol uygulamasi ile azaldig1 pasif sakinma testi ile gosterilmistir.
Ayrica bu davramigsal parametreler hipokampiisiin histopatolojik goriintiileri ve
beyin dokusundaki oksidatif stres belirtegleri ile dogrulanmistir. Sunulan ¢alismada
in vivo bulgularimizla uyumlu olarak in vitro deneylerden elde ettigimiz bulgular da
hiicre diizeyinde karvakroliin noronlardaki artmis olan oksidatif stresi azaltarak ve
hiicre canliligim artirarak noroprotektif etkiye sahip oldugunu dogrulamaktadir.
Boylece calismamizda iki farkli deneysel Alzheimer modelinde karvakroliin artmig
olan oksidatif stresi ve ndron kaybimi azaltarak ve ayrica ogrenmedeki bozulmay:
tyilestirerek protektif etki gOstermesi, karvakroliin ileride Alzheimer hastaliginin
tedavisinde kullanilma potansiyeline sahip oldugunu ve yeni farmakolojik ilac

arastirmalarina yonelik ¢alismalara 6nemli katkilar saglayabilecegini onermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Retinoik asit uygulamasi ile farklilastirilan SH-SYSY hiicrelerine A
uygulanarak olusturulan in vitro AH modelinde karvakrol hiicre canliligini
artirarak noroprotektif etki gostermektedir.

In vitro’da karvakrol AP uygulamasi ile diizeyleri artan oksidatif stres
belirteclerinden MDA ve H,O, artiglarimi azaltarak oksidatif strese bagl
noron hasarini azaltmaktadir.

Karvakrol in vivo AH modelinde AB’nin yol ac¢tigr hipokampal MDA ve
H,O, seviyelerindeki artiglar1 azaltarak ve hipokampal noronal hasari
onleyerek sistemik diizeyde oksidatif strese ve noronal hasara karst koruyucu
etkiler gostermektedir.

In vitro ve in vivo modellerdeki etkilerinin sonucu olarak karvakrol, pasif
sakinma testinde AP uygulamasi ile bozulan 6grenmeyi diizeltici yonde etki
gostermektedir.

Sunulan ¢alisma karvakroliin AH’daki etkilerine dair literatiirdeki ilk ¢aligma
oldugundan dolay1 ileride AH ile ilgili yapilacak muhtemel c¢alismalara
onciiliik edebilir ve bu konuda calisan diinya genelindeki arastirmacilara iyi
bir literatiir destegi saglayabilir.

Sunulan c¢alismaya ek olarak karvakroliin ileride farkli deneysel AH
modellerinde de calisilmas1 ile AH’daki terapotik etkileri daha fazla
dogrulanabilir.

lleride yapilacak daha fazla deneysel ve klinik calisma karvakroliin AH’da
tedavi edici farmakolojik bir kimyasal olarak kullanilip kullanilamayacagi

konusunda iyi bir fikir verebilir.
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