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ÖZET 

KARVAKROLÜN İN VİTRO VE İN VİVO DENEYSEL MODELLERDE 
ALZHEİMER HASTALIĞI ÜZERİNE OLASI KORUYUCU 

ETKİLERİNİN ARAŞTIRILMASI  
 
 

Alzheimer hastalığı (AH), kortikal ve hipokampal nöron ve sinaps 

kayıplarıyla ortaya çıkan bilişsel fonksiyonlarda bozulma ile karakterize 

nörodejeneratif bir hastalıktır. Hastalığın patogenezinden çoğunlukla nöronal 

ekstrasellüler alanda amiloid beta peptidi birikiminin yol açtığı oksidatif stres ve 

hipokampal kolinerjik kayıp sorumlu tutulmaktadır. Sunulan tez çalışmasında 

antioksidan ve asetilkolin esteraz inhibitör etkisi bilinen karvakrolün, in vitro nöron 

ve in vivo sıçan AH modellerinde hücre, doku ve sistemik düzeyde etkileri 

araştırılmıştır. 
Deneysel Alzheimer modelleri amiloid beta’nın in vitro gruplarda nöron 

besiyerine eklenmesi, in vivo gruplarda ise bilateral intrahipokampal enjeksiyonu 

ile oluşturuldu. Deneylerde hücre canlılığı, oksidan (malondialdehid ve hidrojen 

peroksit) ve antioksidan (süperoksit dismutaz ve katalaz) parametreler, Aβ1-40, 

Aβ1-42 ve Tau peptid düzeyleri ELISA yöntemi ile ölçüldü. Ayrıca in vivo gruba 

pasif sakınma testi uygulandı ve hipokampüs histopatolojik olarak değerlendirildi. 

Veriler tek yönlü varyans analizi ile karşılaştırıldı. 

Karvakrol in vitro deneylerde amiloid beta ile indüklenen oksidatif stres 

parametrelerini azaltırken antioksidan parametreleri ve nöronal sağ kalımı artırdı. İn 

vivo deneylerde karvakrol, oksidatif stres parametrelerini ve hipokampal nöronal 

hasarı azalttı ve pasif sakınma testinde karanlık bölmeye geçme süresini kısalttı 

ancak ne amiloid beta uygulaması ne de karvakrol plazma Aβ1-40, Aβ1-42 ve Tau 

peptidleri ile hipokampal Tau peptid düzeylerini değiştirmedi. 

Bulgularımız karvakrolün in vitro ve in vivo AH modellerinde Aβ ile 

indüklenen oksidatif hasar, hipokampal nöronal dejenerasyon ve bunlara bağlı 
öğrenmedeki bozulma üzerine iyileştirici etkileri olduğunu göstermiştir. Böylece 

karvakrol AH tedavisinde bir seçenek olmaya aday olabilir. 

 

Anahtar Kelimeler: Alzheimer hastalığı, Karvakrol, Amiloid beta, Oksidatif stres, 
Nöroprotektif 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 (Aβ) 

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 Aβ to neuronal 

medium in-vitro groups and through bilateral intrahippocampal injection of Aβ to 

rats in-vivo groups. Cell viability, oxidant (malondialdehyde and hydrogen 

peroxide) and antioxidant (superoxide dismutase and catalase) parameters, Aβ1-40, 

Aβ1-42 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 Aβ-induced oxidative stress parameters and increased 

antioxidant parameters and neuronal survival in vitro experiments. In in vivo

experiments, carvacrol reduced Aβ-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 Aβ nor carvacrol 

changed plasma Aβ1-40, Aβ1-42 and Tau peptide, and hippocampal Tau peptide 

levels. 

Our findings demonstrated that carvacrol exhibits the ameliorating effects 

on Aβ-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. GİRİŞ 

Alzheimer hastalığı (AH), merkezi sinir sisteminde kortikal ve hipokampal 

nöron ve sinaps kayıplarıyla ortaya çıkan, davranış bozukluğu, hafıza kaybı, öğrenme 

ve konuşma işlevlerinde ilerleyici bozulma ile karakterize olan nörodejeneratif bir 

hastalıktır (1). AH’da nörodejenerasyon ileri boyutta olup beyin ağırlığının yaklaşık 

%20’si kadar nöron kaybı olmaktadır (2). 

Yapılan araştırmalar, dünya genelindeki tüm demans vakalarının %60-80’ini 

Alzheimer hastalarının oluşturduğunu bildirilmiştir (3). Ayrıca, hastanın kendisini 

etkilemesi dışında AH’ nin hasta yakınlarının yaşamını da olumsuz etkilemesi ve 

hastalığın ülke ekonomisine vermiş olduğu zarar da dikkate alındığında AH için 

etkili bir tedavi yöntemi ve önleyici terapi uygulamalarının geliştirilmesi büyük bir 

önem taşımaktadır.  

AH’ nin patofizyolojisinden her ne kadar genetik mutasyonlar, sinaps 

kayıpları, yaşlanma ve demir, bakır ve çinko gibi biyometallerin birikimi gibi 

faktörlerin sorumlu olabileceğine dair çalışma sonuçları olsa da (3, 4) kabul edilen en 

yaygın görüş oksidatif stres ile birlikte beynin ekstrasellüler alanında amiloid 

plakların ve nöronlar içinde ise Nörofibriler Yumakların oluşumunu temel alan 

klasik teoridir (5-7).  

AH’yi tetikleyen bu faktörlerin yanısıra hipokampüs gibi öğrenme ve hafıza 

ile ilgili spesifik beyin bölgelerindeki asetilkolin (ACh) eksikliği ve kolinerjik 

nöronların kaybının da AH'nin gelişimine ve ilerlemesine önemli derecede katkıda 

bulunduğu bildirilmiştir (1, 8). 

Alzheimer’a yol açan ana etken olarak gösterilen amiloid plaklar, nöron ve 

mitokondri membranında bulunan amiloid prekürsör proteinin (APP) β-sekretaz ve γ-

sekretaz enzimleri ile parçalanması sonucu oluşan amiloid-β (Aβ) isimli peptitlerin 

hücre dışı alanda bir araya gelmesiyle oluşmuş yapılardır (9, 10).  
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Sekretaz enzimlerinin APP’yi farklı bölgelerden kesmesi sonucunda farklı 

sayılarda aminoasit içeren Aβ türleri meydana gelmektedir. Bu farklı Aβ türlerinden 

en toksik olanı daha kolay agrege olabilen 42 aminoasit uzunluğundaki Aβ (Aβ1-

42)’dır. Diğer taraftan bu Aβ’nin monomerik, oligomerik ve protofibril gibi farklı 

formları nöronlarda, AH gelişiminde önemli rol oynayan oksidatif strese neden 

olmaktadırlar (5, 11, 12).  

Aβ, reaktif oksijen/nitrojen ürünlerinde artışa yol açması ile birlikte, 

mitokondriyal işlev kaybına, ATP üretiminde azalmaya, hücre içi kalsiyum 

homeostazisinde bozulmaya, nöron kaybına ve sinaps, dendrit ve akson 

dejenerasyonuna yol açarak nörotoksik etkiler göstermektedir (13, 14).  

Aβ, sağlıklı kişilerde beyinde ve beyin omurilik sıvısında çözünebilir ve 

agrege olmuş halde membrana bağlı şekilde bulunabilirken özellikle beynin 

hipokampus ve serebral korteks bölümlerinde rastlanmaktadır. Aynı zamanda in vitro 

koşullarda Aβ hücre kültürü besi ortamına da salınmaktadır. APP’ den sekretazlar 

tarafından farklı sayılarda aminoasit içeren Aβ üretilir. Toplam Aβ miktarı bireyden 

bireye değişebilmektedir. Bundan dolayı, beyin omurilik sıvısı (BOS)’ndaki Aβ42 

düzeyi ve hiperfosforile Tau seviyesi, plazmada ise Aβ42/Aβ40 oranı Alzheimer için 

bir belirteç olarak kullanılmaktadır (15). Fizyolojik şartlarda Aβ42/Aβ40 oranı 0.05-

0.1 arasındadır (15, 16).  

Normal bir birey ile karşılaştırıldığında Alzheimer hastalarının beyninde Aβ’ 

nın artan üretimi beyin dokusunda histolojik olarak gösterilebilen amiloid plakların 

oluşumuna yol açmaktadır (17-19).  

Yapılan çalışmalar Alzheimer hastalarının Beyin Omurilik Sıvısı (BOS)’ında 

Aβ40 düzeyinin sabit kaldığını, Aβ42 düzeyinin azaldığını, ancak beyin dokusunda 

ise Aβ42 düzeyinin arttığını bildirmiştir (16, 19). Bununla birlikte Alzheimer 

hastalarının BOS’unda hiperfosforile Tau seviyesinin ve plazmasında ise Aβ42/Aβ40 

oranının yüksek olduğu gösterilmiştir (12; 18-19). 

Alzheimer’ın diğer patolojik bulgusu olan Nörofibriler Yumaklar ise hücre 

iskelet yapısının korunmasında önemli rol oynayan Tau proteinlerinin 
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hiperfosforilasyonu ile oluşan toksik karakterdeki çözünemeyen filamentlerden 

meydana gelmektedir. Bu yapılar AH’de nörotransmitter iletimini ve hücre yapısını 

değiştirerek nöron ölümüne ve kognitif bozulmaya yol açmaktadır (5, 20).  

Alzheimer hastalığının bilinen histopatolojik bulgularının henüz daha ortaya 

çıkmadığı hastalığın erken dönemlerinde oksidatif stresin, hastalığın ilerleyici 

seyrine ve diğer bulguların ortaya çıkmasına yol açtığı yapılan çeşitli araştırmalarla 

gösterilmiştir. Yapılan çalışmalar, oksidatif stresin Alzheimer hastalarının 

beyinlerinde serbest radikal oluşumunu uyarmasıyla beraber lipid peroksidasyonu, 

protein ve DNA oksidasyonunun artmasına, Nörofibriler Yumaklarda ve amiloid 

plaklarda ileri glikozilasyon son ürünlerine, peroksinitrit, hemoksijenaz-I ve 

süperoksit dismutaz-I oluşumuna yol açtığını bildirmiştir (6, 21). Transgenik hayvan 

modelleri ile yapılan çalışmalar oksidatif stresin, Aβ'nın hem üretimine hemde 

birikimine yol açtığını göstermiştir (22). Ayrıca yaşlanmayla birlikte beyinde yüksek 

oranlarda bakır, çinko ve demir gibi metallerin birikmesinin oksidatif hasara yol 

açacağı, bunun da beraberinde Aβ agregasyonuna ve nörofibriler yumak oluşumuna 

neden olabileceği bildirilmiştir (23).  

AH’de kolinerjik nöronlardaki azalmanın ve kortikal alanlardaki plak 

yoğunluğunun demans değerlendirme ölçeği sonuçları ile parelellik göstermesinden 

dolayı hastalığın tedavisinde kolinerjik ajanlar kullanılmaktadır. Ayrıca AH’de 

kolinerjik eksiklik sonucu anormal amiloid yapısının oluştuğu (24) ve kolinerjik 

yıkımın önlenmesi ile hastalığın büyük oranda kontrol altına alınabileceği kabul 

edilmektedir. Bu sebeple hastalığa yatkın bireylerde profilaktik, hastalığın ortaya 

çıktığı bireylerde semptomatik tedavide veya hastalığın ilerlemesinin 

durdurulmasında kolinerjik kaybın önlenmesine yönelik farmakolijk ajanların 

geliştirilmesi büyük önem taşımaktadır.  

Karvakrol, kekik olarak bilinen Origanum ve Thymus gibi bitkilerin uçucu 

yağlarında bulunan fenolik bir monoterpendir (25). Yapılan in vitro ve in vivo 

çalışmalarda karvakrolün antioksidan ve anti-inflamatuar etkilerinin yanı sıra (26, 

27) asetilkolin esteraz inhibitörü aktivitesine sahip olduğu da bildirilmiştir (28-30).  
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Bu bilgiler doğrultusunda AH’nin patogenizi ve seyri göz önüne alındığında, 

asetilkolin esteraz inhibisyon aktivitesi kanıtlanmış olan karvakrolün, kolinerjik 

nöronlardan salınan ACh’ nin yıkımından sorumlu olan asetilkolin esteraz enzimini 

inhibe ederek kolinerjik kaybı azaltabileceği ve bunun sonucu olarak anormal 

amiloid oluşumunu önleyerek hastalığın yıkıcı etkilerinin oluşumunun önüne 

geçebilecek bir terapötik potansiyele sahip olabileceği hipotezimizin temelini 

oluşturmaktadır.  

Bu hipotez doğrultusunda, sunulan çalışmada, in vitro ortamda nöroblastoma 

hücrelerine retinoik asit ve devamında amiloid beta uygulanarak oluşturulan 

Alzheimer nöron modeli ve amiloid betanın bilateral intrahipokampal enjeksiyonu ile 

oluşturulan in vivo Alzheimer sıçan modeli kullanılarak karvakrolün, Alzheimer 

hastalığı üzerine olası tedavi edici etkilerinin hücre, doku ve sistemik düzeyde 

araştırılması amaçlanmıştır. 

 

 

 

 

 



 
 

5 

2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Demans 

Demans; erişkin merkezi sinir sisteminin (MSS) hasarı sonucu gelişen, birden 

fazla kognitif alanların bozulmasına bağlı olarak ortaya çıkan ve hafıza zayıflığı, dil 

bozuklukları, psikolojik ve psikiyatrik değişiklikler ile bireyin günlük yaşam 

aktivitelerini eskisi gibi yeterli düzeyde yerine getirememesine neden olan kalıcı ve 

ilerleyici bir klinik sendromdur (31, 32). 

Demansın en sık görülen formu Alzheimer Hastalığı olup dünya genelindeki 

tüm demans vakalarının % 60-80’ini oluşturur (3). 

2018 yılında yayınlanan Dünya Alzheimer raporuna göre; dünya genelinde 

demans hastası 50 milyon kişi bulunmaktadır. Bu sayının 2030 yılına gelindiğinde 82 

milyona ve 2050 yılına gelindiğinde ise 152 milyona ulaşacağı tahmin edilmektedir 

(33). Demans hastalarının sayısındaki bu artış, önemli sosyal ve ekonomik sorunlara 

da yol açmaktadır (34). 2018 yılında dünya genelinde demans için yapılan 

harcamaların toplam maliyeti 1 trilyon dolara ulaşmıştır ve bu rakamın 2030 yılına 

kadar 2 trilyon dolara yükseleceği tahmin edilmektedir (33, 35). 

2.2. Alzheimer Hastalığı 

Alzheimer hastalığı (AH), ilk olarak 1907 yılında psikiyatrist ve 

nöroanatomist olan Alois Alzheimer tarafından 51 yaşındaki bir hastanın beyninde 

yaptığı otopsi sonucunda hastalığın demans semptomları ile nöropatolojik bulgular 

arasındaki klinikopatolojik korelasyonu tanımlayan bir vaka raporu olarak 

sunulmuştur (36). AH; merkezi sinir sisteminde kortikal ve hipokampal nöron ve 

sinaps kayıplarıyla ortaya çıkan, davranış bozukluğu, hafıza kaybı, öğrenme ve 

konuşma işlevlerinde ilerleyici bozulma ile karakterize olan nörodejeneratif bir 

hastalıktır (1). AH’da nörodejenerasyon ileri boyutta olup beyin ağırlığının yaklaşık 

%20’si kadar nöron kaybı olmaktadır (2, 37).  
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Alzheimer hastalığının kesin tanısının hasta hayattayken konulabilmesinin 

mümkün olmayışından dolayı sadece hastanın muhtemel Alzheimer vakasına sahip 

olduğu şeklinde değerlendirilmesi yapılabilmekte iken kesin tanı ancak hastanın 

ölümünden sonra gerçekleştirilecek olan otopsi ve histopatolojik incelemeler 

sonucunda konulabilmektedir. Muhtemel Alzheimer tanısının konulabilmesi için 

klinik değerlendirilme ile belirlenebilmesi amacıyla Ulusal Nörolojik ve İletişimsel 

Hastalıkları Enstitüsü ve İnme-Alzheimer Hastalığı ve İlişkili Hastalıklar Derneği 

(NINCDS-ADRDA) tarafından önerilen tanı kriterleri kullanılmaktadır. Bu kriterler 

gözlem, mental ve nöropsikolojik testlerle demansın olduğuna dair bulguların olması, 

hastalığın 40-90 yaşlar arasında başlaması ve ilerleyici nitelikte olması, bilişsel 

yeteneklerde zayıflığın tespiti ve hastanın herhangi bir beyin rahatsızlığına sahip 

olmamasıdır (18, 38). Ayrıca teşhise yönelik diğer yöntemler arasında bilgisayarlı 

tomografi (BT), manyetik rezonans (MR), Pozitron emisyon tomografisi (PET), tek 

foton emisyon hesaplamalı tomografi (SPECT) ve fonksiyonel manyetik rezonans 

görüntüleme (fMRG) yer almaktadır (18, 39). 

Klinik açıdan AH değerlendirildiğinde, hastalığın başlangıç evrelerinde 

bellek bozukluğu görülür. Bu ilk bilişsel bozukluk kısa süreli hafıza ile ilgili olup 

uzun süreli hafıza bozukluğu daha geç evrelerde meydana gelir. İlerleyen evrelerde 

ise yeni bilgilerin öğrenilmesinde güçlük (amnezi), konuşma sırasında sözcük seçimi 

ve objelerin isimlendirilmesi gibi lisan kabiliyetinde zorluklar, soyut düşünme ve 

problem çözme yeteneğinin azalması, uyku düzensizliği, zaman ve mekan algısında 

bozulmalar, konsantrasyon ve davranış bozuklukları ile motor becerilerinde zayıflık 

(apraksi) gözlenir. Hastalığın geç evrelerinde ise bellek kaybı ileri düzeyde olup 

anksiyete, majör depresyon ve halüsinasyonların görülmesi, büyük oranda konuşma 

yeteneklerinin azalması veya kaybı ve hareket yeteneğinin azalmasıyla beraber 

günlük yaşam aktivitelerinin yerine getirilmesinde bir başkasının yardımına 

gereksinim duyma durumu söz konusudur. Hastalığın başlangıç evresinden geç 

evresine geçiş süresi ortalama on yıl sürmektedir (8, 24, 38). 

AH'nın klinik semptomları yaşlılarda yaygın olarak teşhis edilmesine rağmen, 

AH’nın nöro/patofizyolojisi ile ilgili süreçlerin ve mekanizmaların hastalığın klinik 
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semptomları ortaya çıkmadan birkaç on yıl önce başladığını gösteren önemli kanıtlar 

bulunmaktadır (40). 

2.3. Alzheimer Hastalığının Nöropatolojisi 

AH’nin henüz kesin etiyopatogenezi ortaya çıkarılamamasına rağmen 

hastaların beyinlerinde yapılan makroskopik incelemelerde beyinde atrofi, ventrikül 

ve sulkuslarda genişleme, giruslarda daralma bulgularının gözlendiği bildirilmiştir 

(41).  

Alzheimer’ın patogenezinde başlıca rol oynayan faktörler olarak; amiloid β 

(Aβ) adı verilen proteinlerin birikerek hücrelerarası boşlukta oluşturdukları amiloid 

plaklar, Tau proteinlerinin hiperfosforilasyonu sonucu hücre içi alanda oluşan 

Nörofibriler Yumaklar ve oksidatif stres kabul edilmektedir (2, 5-7). Bununla birlikte 

genetik mutasyonlar (42), sinaps kaybı (13), glutamat eksitoksisitesi (43), nöronal 

hücre ölümü (20), yaşlanma (3), biyometallerin (Cu, Fe, Zn) birikimi (4), 

inflamasyon (44), mitokondriyal fonksiyon bozukluğu da (45) Alzheimer 

patogenezinde rol oynadığı kabul edilen diğer etmenler arasında yer almaktadır. 

Ayrıca öğrenme ve hafıza ile ilgili spesifik beyin bölgelerindeki asetilkolin eksikliği 

(ACh) ve kolinerjik nöronların kaybı (8) ile davranışla ilişkili serotonerjik ve 

dopaminerjik enzimatik sistemler ve reseptörlerdeki değişiklikler de AH'nin 

gelişimine ve ilerlemesine doğrudan katkı sağlamaktadır (1). 

2.3.1. Amiloid Plaklar 

Hatalı katlanmış proteinlerin sitoplazmada veya hücre dışı alanda meydana 

getirdikleri agrege yapıların, nörodejeneratif hastalıkların patogenezinde rol oynadığı 

bilinmektedir. Alzheimer hastalığında ise bu agrega yapıların oluşmasına yol açan 

protein Aβ olup (5, 45)  Alzheimer’in temel nöropatolojik bulgusu olan amiloid 

plakların da ana birleşenidir (46). 

Aβ; molekül büyüklüğü 4 kDa boyutunda, 39-43 aminoasitten oluşan agrege 

özelliğe sahip bir proteindir (47, 48). Aβ’nin monomerik, oligomerik, protofibril, 

fibril ve agregat olmak üzere farklı formları bulunmaktadır (12, 49). 
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Aβ peptidi; mitokondri, golgi aygıtı ve endoplazmik retikulum 

organellerinde, endozomal ve lizozomal gibi proteolitik enzimlerin bulunduğu 

endositik veziküllerin zarlarında ve plazma membranlarında bulunan Amiloid 

Prekürsör Proteinin (APP) proteolitik enzimler tarafından parçalanmasıyla oluşmakta 

ve sinapslardan ekstrasellüler alana taşınmaktadır (50). 

Aβ’nın oluşmasına yol açan APP, 21. Kromozom  (21q21.3) üzerinde 

bulunan gen tarafından kodlanan, merkezi ve periferik sinir sisteminde nöron 

membranlarında ifadelenen, 695-770 aminoasit uzunluğunda tip 1 integral 

transmembran glikoproteindir (51, 52). mRNA'nın alternatif kesimi sonucunda 

APP’nin ekzon uçlarının farklı şekillerde birleşmesiyle çeşitli uzunluklarda 

izoformların oluşmasına neden olur. Beyindeki ekpresyonlarından dolayı AH ile 

ilişkili başlıca izoformlar ise aminoasit uzunluğuna göre 695, 751 ve 770 amino 

asitten oluşan APP695, APP751 ve APP770'dir (53). APP695 çoğunlukla nöronlarda 

ifade edilirken diğer iki izoform glia ve astrositlerde daha fazla bulunmaktadır (54). 

Ayrıca embriyogenez sırasında APP695 izoformunun embriyonik beyin 

olgunlaşmasında rol oynayan başlıca form olduğu tespit edilmiştir (55). APP'nin 

fizyolojik fonksiyonları tam olarak bilinmemekle birlikte, metal iyon taşınımında ve 

metal homeostazın düzenlenmesinde, nöronal sağkalımında, beyin ve hafıza 

gelişiminde, hücresel adezyona karşı korumada ve sinaptik plastisitenin 

düzenlenmesinde rol oynadığı düşünülmektedir (52, 55-59).  

APP’i, proteolizinde rol alan enzim türüne göre “amiloidojenik yolak” ve 

“amiloidojenik olmayan yolak” olarak adlandırılan iki yol ile metabolize 

edilmektedir (Şekil 2.1) (19, 48, 57, 60). Bu süreçler nöronal aktivite tarafından 

regüle edilmekle birlikte α-sekretaz, β-sekretaz ve γ-sekretaz enzimler tarafından 

APP’nin proteolizi gerçekleştirilmektedir (61). Her iki yol da hem sağlıklı bireylerde 

hem de Alzheimer’lı hastalarda aktiftir, ancak Alzheimer patolojisinde amiloidojenik 

yolak aktivitesi daha fazladır (52). Normal bireylerde APP’nin proteolizinin büyük 

bir kısmı amiloidojenik olmayan yolakta ilerlerken; yaşlanma, genetik ve çevresel 

faktörlerin meydana getirdiği değişimler, APP üretimini ve/veya işleyişinin 

değişmesine yol açarak APP’nin ilerleyeceği yolağı etkileyebilmektedir (5, 18). 
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Şekil 2.1. APP proteolizisi ile Amiloidojenik yolak ve Amiloidojenik olmayan yolakların 

gösterimi (62). 

Amiloidojenik olmayan yolakta APP’nin proteolizinde rol oynayan sekretaz 

enzimleri α ve γ-sekretazlardır. α-sekretazın APP’yi transmembran bölgesinde yer 

alan 687. aminoasitten kesmesiyle ekstrasellüler alana salınan çözülebilir APPα 

(sAPPα) adı verilen bir protein ile membrana bağlı olarak 83 aminoasitten oluşan C-

teminal fragmanı-α (CTF-α, C83) oluşmaktadır (Şekil 2.1). Membrana bağlı olan 

CTF-α’nın γ-sekretaz ile kesilmesi sonucunda ise hücre dışına salınan 3 kDa’luk p3 

fragmanı ile membrana bağlı şekilde APP intrasellüler bölgesi (AICD) adı verilen 

parçalar oluşmaktadır. Oluşan bu parçaların amiloidojenik özelliği bulunmamakla 

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

sAPPα’nın çeşitli nöroprotektif özelliklere sahip olmakla beraber (59) kan 

pıhtılaşması, K+ kanallarının aktivasyonu, sinirsel uyarılabilirliğin düzenlenmesi, 

oksidatif ve metabolik strese karşı nöral direncin artırılması, sinaptik plastisite, 

öğrenme ve hafızanın geliştirilmesinde önemli role sahip olduğu düşünülmektedir 

(54). CTF-α’nın nörodejenerasyon ile ilişkili olabileceği (63), AICD’nin ise Ca+2 

sinyalizasyonunun ve transkripsiyonun düzenlenmesinde fizyolojik role sahip olduğu 

düşünülmektedir (59). 
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Amiloidojenik yolakta ise APP’nin proteolizinden β-sekretaz ve γ-sekretaz 

enzimleri sorumludur. İlk kesilme  β-sekretaz tarafından APP’nin N-terminal ucunda 

bulunan 671. aminoasitten olur. Bu kesim sonucunda hücrelerarası boşluğa salınan 

çözünebilir APPβ (sAPPβ) adı verilen bir protein ile 99 aminoasitlik C terminal 

fragman-β (CTF-β, C99) oluşmaktadır (Şekil 2.1). Membrana bağlı şekilde bulunan 

CTF-β’nın γ-sekretaz tarafından kesilmesiyle de AICD parçası ve 39-43 aminoasit 

uzunluğunda Aβ proteini meydana gelmektedir. Amiloidojenik yolakta oluşan Aβ 

proteinin farklı uzunluklarda olması γ-sekretazın APP'yi farklı pozisyonlardan 

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

sAPPβ, aksonal distrofi ve nöronal hücre ölümüne yol açan anterograd 

aksonal taşınmayı bozmasının yanı sıra kaspaz 6'ya bağlanarak apoptozun ekstrinsik 

yolağının başlatılmasına da yol açmaktadır (19). CTF-β’nın asetilkolinesteraz 

aktivitesinde, AICD parçasının ise transkripsiyonun düzenlenmesinde etkili olduğu 

düşünülmektedir (63). Aβ pepditlerinin; sinaptik fonksiyon bozukluğuna, 

mitokondriyal işlev kaybına, ATP üretimindeki azalmaya, reaktif oksijen/nitrojen 

ürünlerindeki artışa, hücre içi kalsiyum homeostazisindeki bozulmaya, dendrit ve 

akson dejenerasyonuna, lizozom, endoplazmik retikulum ve golgi gibi hücresel 

organellerin fonksiyonel bozulmalarına, kaspaz aracılı apoptoza, astrogliosis ve 

nöroinflamasyonun indüksiyonuna, oksidatif stres oluşumuna ve nöranal hücre 

ölümüne yol açarak nörotoksik etki göstermektedir (14, 64-66).  

γ-sekretazın APP’yi farklı aminoasit pozisyonlarından kesebilmesinden 

dolayı  %5-10 oranında 42 amino asitten meydana gelen Aβ1-42 (Aβ42) ve %80-90 

oranında C-terminal tarafından iki aminoasit eksik olan 40 aminoasitlik Aβ1-40 

(Aβ40) peptidleri oluşmaktadır. Farklı uzunluklarda meydana gelen bu Aβ 

türlerinden en nörotoksik etkiye sahip olan, hidrofobik ve redoks aktivitesi 

bakımından daha güçlü ve daha kolay agrege olabilen Aβ42’dir (12, 67). Bu 

özelliklerinden dolayı Aβ42'nin daha amiloidojenik olduğu ileri sürülmektedir (52). 

Ayrıca, biyolojik sıvılarda daha az bulunmasına rağmen, Aβ42 peptidi amiloid 

plakların merkezini oluşturmaktadır (68). 
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APP’nin metabolizma ürünlerinden biri olan Aβ, sağlıklı bireylerde mikroglia 

tarafından fagosite edilebilmelerinin yanı sıra (69), Apolipoprotein E (APOE), 

neprilisin, insülin degrade edici enzim (IDE), endotelin dönüştürücü enzim (ECE-1), 

aminopeptidaz, Jelatinaz A, katepsin B, anjiyotensin dönüştürücü enzim (ACE), α2-

makroglobulin (α2-MG), ve matriks metalloproteinaz (MMP) gibi proteinlere de 

bağlanarak degreda olabilmektedir (59, 70-73). Fakat fizyolojik olarak hücre içi veya 

hücre dışı çeşitli mekanizmalarla uzaklaştırılmasının yetersiz kalması durumunda ya 

da Aβ oluşumuna neden olan yolağın aktivasyonunda artışın olması sebebiyle 

beyinde Aβ’nın miktarı artmaktadır. Sağlıklı bir beyinde, Aβ’nın beyin omurilik 

sıvısındaki yarılanma ömrü yaklaşık 15 dakika iken (74); Aβ oluşumu ve klirensi 

arasındaki dengenin bozulmasından dolayı Aβ peptidleri hücreler arasında birikerek 

amiloid plakların merkezini oluşturmaktadır (68). 

Amiloid plaklar, içermiş oldukları Aβ peptidin yapısına ve toksisite 

potansiyeline göre beyinde 3 farklı özellikte plak oluşturabilmektedir. Bunlar diffüz, 

kompakt ve nöritik (senil) plaklardır (52). Diffüz plaklar; genellikle 20 µm'den 

küçük, amorf ve küresel yapılı,  Aβ birikiminden oluşmuş öncül amiloid plaklardır 

(75). Toksik etkisi bulunmayıp nöronal hasara yol açmayan bu plaklar hem sağlıklı 

bireylerde hem de Alzheimer hastalarında meydana gelebilmektedir. Diffüz plaklar 

inflamasyon, oksidatif stres gibi faktörlerin etkisi ile kompakt plak adı verilen toksik 

karakterli plaklara dönüşebilmektedirler. Bu plaklar nöron dejenerasyonuna yol 

açmaktadır. Nöritik plaklar ise çapı 50–200 µm arasında değişen, Aβ peptidi ile 

birlikte fonksiyonunu yitirmiş astrosit ve mikrogliaların, Nörofibriler Yumakların ve 

distrofik nöritlerin birarada bulunduğu plaklardır. Alzheimer hastalarında kompakt 

ve nöritik plaklar yoğun bir şekilde bulunmaktadır (38, 52, 76).  

Alzheimer hastalığında amiloid plaklar; hipokampüste, amigdala, insular, 

entorinal ve singulat kortekslerde, subkortikal çekirdeklerde, beyin sapı yapılarında 

ve serebellumun moleküler tabakasında birikmektedir. Aβ birikimiyle nörotoksik 

etki gösteren bu plaklar, sinaptik fonksiyon bozukluğuna ve beyin dokusunda 

nöronal hücre ölümüne yol açmaktadır (77). Aβ peptidinin aşırı üretimi ve birikimi 

sonucunda meydana gelen nörotoksisitenin Alzheimer hastalığının başlangıcındaki 

kilit süreç olduğu düşünülmektedir.  Yaygın olarak kabul edilen bu görüş “Amiloid 
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Kaskad Hipotezi’’ olarak adlandırılmaktadır. Bu hipoteze göre, Aβ’nın Tau 

proteinlerinin hiperfosforilasyonuna ve oksidatif strese sebep olduğu ileri 

sürülmektedir (5, 52, 59). 

2.3.2. Nörofibriler Yumaklar 

Tau proteinlerinin hiperfosforilasyonu sonucu oluşan Nörofibriler Yumaklar 

(NFY) Alzheimer’ın nöropatolojisinde gözlenen ikinci patolojik bulgudur (78). 

NFY’lerin temel bileşeni olan Tau proteini, 17. Kromozomda (17q21.31) 

kodlanmakta ve mikrotübül asosiye proteinler (MAP) ailesinde yer almaktadır. (79- 

80).  

Yetişkin insan beyninin merkezi sinir sisteminde Tau proteininin altı 

izoformu bulunmaktadır. Tau proteinini kodlayan Mikrotubul ilişkili Tau geni 

(MAPT) 16 eksondan oluşur (81). Transkripsiyon esnasında 2, 3 ve 10. ekzonlarının 

mRNA’nın alternatif eklenmesiyle sıfır (0N), bir (1N) veya iki (2N) N-terminal ucu 

ve üç (3R-tau) veya dört (4R -tau) C-terminal mikrotübül bağlama tekrarı içeren 

izoformlar meydana gelmektedir (80). Tau'nun en uzun olan izoformu, 441 amino 

asitten oluşan ve dört mikrotübül bağlama tekrarına sahip (2N4R, tau441) 

izoformdur (78). 

Nöronal aksonlarda bol miktarda bulunan (82) Tau proteini, mikrotübüllerin 

stabilizasyonunda ve aksonal transportta önemli rol oynamaktadır (83). Fizyolojik 

koşullarda Tau proteini, postsinaptik reseptör aktivitesinin modüle edilmesinde rol 

oynayan dendritlerde de az miktarda bulunmaktadır. Bununla birlikte Tau’nun 

çekirdekte de bulunduğu ve oksidatif strese karşı DNA'nın bütünlüğünü korumakta 

rol aldığı düşünülmektedir. Ayrıca Tau oligodendrositlerde ve astrositlerde de düşük 

seviyelerde ifade edilmektedir. Fakat AH’da nöronal Tau patolojisi baskındır (80). 

Tau proteinlerinin C-terminal bölgesi, tübülin heterodimerlerine bağlanarak 

mikrotübülleri stabilize etmektedir (80). Kinazların ve fosfatazların aktivite 

düzeylerinin değişmesi Tau’nun hiperfosforilasyonuna yol açmaktadır. Glikojen 

sentaz kinaz-3β (GSK-3β), Ca+2/ kalmodulin bağımlı kinaz (CaMK), siklin-bağımlı 

protein kinaz-5 (CDK5) ve mitojenle aktive edilen protein kinazları (MAPK) gibi 
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kinazların aktivitelerinin artışıyla hiperfosforile olan Tau proteinlerinin 

mikrotübüllere bağlanma afinitesi azalmaktadır. Bunun sonucunda mikrotübül 

stabilizasyonu bozulmakta ve bağlanmamış fosforile Tau proteinleri birikerek NFY 

olarak adlandırılan çözünemeyen yapıların meydana gelmesine neden olmaktadırlar 

(Şekil 2.2) (78, 84-88). Oluşan bu NFY’ler, mikrotübül stabilizasyonu, aksonal 

transportu ve hücre iskelet bütünlüğünü bozarak nöronal hücre apoptozisine neden 

olurlar. Ayrıca Tau agregatları, hiperfosforile olmamış Tau proteinlerinin 

mikrotübüle bağlanma aktivitesini azaltarak ve NFY’lerin merkezinde toksik Tau 

toplanmasını teşvik ederek nöronal toksisiteye ve nörodejenerasyona yol 

açmaktadırlar (85, 89).  

 

Şekil 2.2. Nörofibriler Yumak oluşumu (90). 

Tau proteini, sinyal peptidleri içermemesine rağmen, fizyolojik koşullarda 

monomerik veya fosforile edilmemiş formda üretilmektedir (91). Nöronal Tau 

salınımının mekanizması ve işlevi tam olarak anlaşılamamış olmasına rağmen bir 

araya toplanmış olan Tau agregatları, presinaptik zardan (92), ekzositoz ile (93), 

eksozomdan (94), sinaptik veziküllerden (95) veya plazma membranı boyunca 

translokasyondan (137) doğrudan sızıntı yoluyla hücrelerden salınabilmektedir. 

Tau’nun hiperfosforilasyonu ise bu sekresyonu kolaylaştırmaktadır  (96). Yapılan 
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son araştırmalarda, artan nöronal aktivitenin in vitro Tau salımını uyardığı ve in vivo 

Tau yayılımını ise arttırdığı tespit edilmiştir (97). Serbest bırakılan Tau agregatları 

postsinaptik nöronlar tarafından alınmaktadır (80).  

NFY’leri içeren nöronlar, sitoplazmalarından Tau agregatlarından kurtulmak 

için çeşitli hücre metabolizmalarını aktive ederler (89). Endozomal-lizozomal ve 

otofaji yolakları Tau agregatlarının klirensinde rol oynamaktadır (98). Ayrıca, in vivo 

ve in vitro çalışmalar da mikroglia'nın hem çözünür hem de çözünemeyen Tau’yu 

aldığı gözlemlenmiştir (99).  

2.3.3. Oksidatif Stres 

Oksidatif stres, AH'nın patogenezinden sorumlu bir diğer ana faktördür. 

Alzheimer’ın etiyolojisinde yer alan oksidatif stres, Alzheimerlı hastaların 

beyinlerinde meydana getirdiği redoks durumundaki değişikliklerden 

kaynaklanmaktadır (7). 

Aerobik organizmalarda gerçekleşen ksenobiyotik metabolizma, 

mitokondriyal elektron transportu, fagositik aktivasyon, çeşitli sentez ve degredasyon 

reaksiyonlarında kullanılan moleküler oksijenin  %98’i oksidazlar yoluyla suya 

dönüştürülürken %1-2 oranında ise reaktif oksijen metabolitleri (ROM) meydana 

gelmektedir. Oluşan bu reaktif oksijen metabolitleri çeşitli mekanizmalar ile 

biyomoleküllere hasar verebilmektedir. Hücreler bu hasarı hücre içi savunma 

mekanizması olan antioksidan sistemlerini aktif hale getirerek dengede tutmaya 

çalışmaktadırlar. Fakat prooksidan ile antioksidan arasındaki dengenin prooksidanlar 

lehine kayması sonucunda oksidatif stres ortaya çıkmaktadır. Yani ROM üretiminin 

artması ile beraber hücrenin antioksidan kapasitesinin de azalması oksidatif stresin 

oluşumuna neden olmaktadır. Kısacası oksidatif stres; hücrelerin lipid 

peroksidasyonuna neden olan reaktif oksijen / nitrojen türlerinin (ROS/RNS) 

oluşumu ile hücrelerin antioksidan savunma sistemleri yoluyla bu molekülleri 

nötralize etme yeteneği arasındaki dengesizlik olarak tanımlanmaktadır (100-103). 

Serbest radikaller, atomik veya moleküler orbitallerde bir veya daha fazla 

eşlenmemiş elektron içeren atom veya moleküller olarak tanımlanmaktadır (103). 



 
 

15 

Eşleşmeyen elektron(lar), genellikle serbest radikallere oldukça fazla reaktif özelliği 

kazandırarak diğer moleküllerle hızla reaksiyona girmelerini sağlamaktadır (104). 

Radikallerle reaksiyona giren moleküller elektronu azaldığından reaktif hale 

gelmektedirler. Bu etkileşim bir radikal ile diğer moleküllerin arasına bir antioksidan 

sistem devreye girinceye kadar zincirleme reaksiyon şeklinde devam etmektedir 

(105). 

Serbest radikaller olan reaktif oksijen ve nitrojen türleri savunma 

mekanizmalarının kapasitelerini aşacak seviyede meydana geldikleri zaman pek çok 

hücresel yapıyı olumsuz yönde etkileyerek hücre hasarlarına yol açmaktadırlar. 

Organizmada meydana gelen bu hasarlar lipidler, proteinler, karbohidratlar, nükleik 

asitler, enzimler gibi biyomoleküllerin hemen hemen tamamını etkilemekte (106) ve 

meydana gelen bu hasarlar sonucu hücre ölümü gerçekleşmektedir (103). Ayrıca, 

serbest radikallerin nörodejenerasyonda da önemli bir rol oynadığı yapılan 

araştırmalar sonucu ortaya çıkarılmıştır (84). 

İnsan beyni, vücut ağırlığının sadece % 2'sini oluşturmasına rağmen, solunum 

sistemi tarafından sağlanan oksijenin yaklaşık % 20'sini tüketmektedir (107). Enerji 

üretiminin yüksek düzeyde olması daha çok ROS ürünlerinin açığa çıkmasına neden 

olmaktadır. Ayrıca beyin kolaylıkla okside olabilen dokosaheksaenoik asit ve 

araşidonik asit gibi çoklu doymamış yağ asitleri (PUFA'lar) bakımından da 

zengindir. Beynin temel işlevsel birimi olan nöron, yüksek oksijen tüketimine ve 

metabolik hıza sahip olması ve antioksidan enzim kapasitesinin düşük düzeyde 

bulunması nedeniyle serbest radikal hasarlarına karşı daha savunmasızdır (84, 107). 

Serbest radikal üretimi arttıkça beyindeki PUFA içeriğinin kademeli olarak azaldığı 

gözlemlenmiştir (108). Hücre içi serbest radikallerin birikmesinden ayrı olarak, 

süperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) gibi antioksidan enzimlerin 

aktivitelerindeki veya ekspresyonlarındaki değişiklikler, Alzheimer hastalarının hem 

merkezi sinir sisteminde hem de periferik dokularında tespit edilmiştir. Bu nedenle, 

oksidatif stres AH'de önemli bir nöropatolojik bulgu olarak ortaya çıkmaktadır (107). 

Oksidatif stresin AH'da nasıl ve nereden kaynaklandığına yönelik etki 

mekanizması henüz tam olarak aydınlatılamamıştır. Fakat yapılan araştırmalarda, 
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mitokondriyal disfonksiyon (109), metal birikimi (47, 110), hiperfosforile edilmiş 

Tau (111), inflamasyon (112) ve Aβ birikiminin (109) oksidatif stresin 

indüklenmesinin altında yatan temel mekanizmalar olduğu tespit edilmiştir. Ayrıca, 

SOD, glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve CAT gibi antioksidan sistem bileşenlerinin 

eksikliği veya inaktivasyonu sonucunda serbest radikallerin temizlenmesinin 

azalması da oksidatif stresin oluşumunu tetiklemektedir. Öte yandan, oksidatif 

stresin, Aβ birikimi ve Tau hiperfosforilasyonu oluşumuna yol açarak AH 

etiyopatogenezinde rol aldığını gösteren bulgularda mevcuttur (84). Yani AH’daki 

kanıtlar hasarın çift yönlü olduğunu ya oksidatif stresin Alzheimerın ortaya 

çıkmasına yol açmasıyla ya da amiloidojenik yolağın oksidatif stresi tetiklemesiyle 

oluştuğu yönündedir (57). 

Oksidatif stres, Alzheimer hastalarının beyinlerinde serbest radikal 

oluşumunu uyarması sonucunda endojen kaynaklı antioksidan kapasitenin 

azalmasına, mitokondriyal fonksiyon bozukluğuna, Aβ protein birikimine, Ca+2 

homeostazının bozulmasına, proteazom fonksiyonlarının değişmesine ve membran 

hasarına neden olmaktadır (113). 

2.4. Alzheimer Hastalığı Tedavisinde Kullanılan Terapötik Yaklaşımlar 

Alzheimer’ın patogenezinde yer alan çoklu mekanizmalar nedeniyle 

hastalığın tedavisi için etkili bir yöntemin geliştirilmesinde önemli derecede 

zorluklar ortaya çıkmaktadır (114). Alzheimer’li hastaların öğrenme ve hafıza ile 

ilgili spesifik beyin bölgelerindeki asetilkolin eksikliği ve kolinerjik nöronların kaybı 

AH'nin ilerlemesine ve gelişimine doğrudan katkı sağladığı bilinmektedir (8). AH’de 

en belirgin olarak gözlemlenen nörotransmitter eksikliğinin asetilkolin olması 

nedeniyle hastalığın tedavisinde kolinerjik ajanlar kullanılmaktadır. Bu amaçla 

Amerikan Gıda ve İlaç Cemiyeti (FDA) onaylı asetilkolin esteraz (AChE) 

inhibitörleri (donepezil, rivastigmin ve galantamin) AH’nin tedavisinde 

kullanılmaktadır (67). Ayrıca, Alzheimer hastalarının ekstrasellüler alanda miktarı 

artan ve nöronal disfonksiyona yol açan glutaminin etkisini bloke etmek amacıyla 

FDA onaylı N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptör blokeri olan memantin de 

Alzheimer’ın tedavisinde altenatif olarak kullanılmaktadır (80, 114, 115). 
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2.5. Karvakrol  

Kolinerjik sistemdeki ana nörotransmitter, hafıza ve öğrenmede önemli bir rol 

oynayan asetilkolindir (ACh). Kolinerjik sistem, AH'ye yol açan fonksiyonel 

süreçlerde güçlü bir şekilde yer almakta ve bazal ön beyin kolinerjik kaybı 

Alzheimer da en iyi bilinen bir patolojik durum olarak ortaya çıkmaktadır. Hafıza 

bozukluğu ve demans, AH'nin temel semptomları olduğundan, merkezi sinir 

sistemindeki kolinerjik fonksiyon kaybının, yaşlanma ve AH ile ilişkili bilişsel 

fonksiyonlardaki düşüşe önemli ölçüde katkıda bulunduğunu ifade eden “kolinerjik 

hipotezin” ortaya çıkmasına neden olmuştur. Kolinerjik hipotez, bugüne kadar AH'na 

yönelik tedavi stratejileri ve ilaç geliştirme yaklaşımlarının çoğunluğunun temelini 

oluşturmuştur. Ach, kolin asetil transferaz enzimi aracılığı ile sentezlenir ve 

farmakolojik etkisi, kolinesteraz ile sonlandırılır. Omurgalılar iki kolinesteraz 

izoformuna sahiptir: temel olarak nöronlar ve aksonlar ile ilişkili asetilkolinesteraz 

(AChE) ve beyin içindeki glial hücreler tarafından salgılanan butirilkolinesteraz 

(BChE). Kolinesteraz inhibitörleri ACh'nin parçalanmasını önler ve ACh 

konsantrasyonunu ve etki süresini arttırarak hastalara septomatik olarak bir rahatlama 

sağlamaktadır. Günümüzde Alzheimer’in tedavisinde kolinesteraz inhibitörleri olan 

donepezil, rivastigmin ve galantamin ilaçları kullanılmaktadır. FDA onaylı bu ilaçlar, 

Alzheimer’la ilişkili davranışsal ve bilişsel fonksiyonlarda iyileşme sağlamaktadır 

fakat hastalığın seyrini değiştirmemektedir. Ek olarak, klinik denemeler ve invaziv 

olmayan fonksiyonel görüntüleme araştırmalarından elde edilen sonuçlar, 

kolinesteraz inhibitörlerinin APP’nin işlemden geçirilmesini değiştirebileceği ve bu 

nedenle bir dereceye kadar nöroprotektif etki sağlayabildiğini göstermiştir (67, 114, 

116, 117). 

NMDA antagonistleri: 

Glutamaterjik nöronlar, sinaptik plastisite, nöronal büyüme ve farklılaşma, 

biliş, öğrenme ve hafızanın düzenlenmesinde rol oynamaktadırlar. Ana eksitatör 

nörotransmitter olan glutamatın, sinaptik aralığa anormal şekilde uzun süreli salınımı 

eksitotoksisite ve hücre ölümüne neden olmaktadır. Alzheimer’ın nöronal 

patolojisinde ortaya çıkan bu durum; hücre dışı glutamat birikimine, NMDA 
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reseptörü aktivasyonunun artmasına ve NMDA reseptörü aracılığıyla kalsiyum iyonu 

akışında bir artışa yol açarak öğrenme ve hafıza dâhil olmak üzere çoklu kalsiyum 

bağımlı işlevlerin düzensizliğine neden olmaktadır. FDA onaylı dört ilaçtan biri olan 

NMDA reseptör antagonisti memantin ise, NMDA reseptörlerini bloke edip glutamat 

kaynaklı nörotoksisiteyi engelleyerek etkisini göstermektedir (114, 116, 118, 119). 

Amilod-β hedefli tedavi stratejileri: 

Yapılan çalışmalar, Aβ peptit oluşumunun azaltılması amacıyla APP 

sentezinden sorumlu enzimatik yolakların modüle edilmesine odaklanmıştır. Başka 

bir deyişle, α-sekretaz enziminin aktivasyonuna ve β-sekretaz ve/veya γ-sekretaz 

enzimlerinin inhibisyonuna yönelik ajanlar geliştirilmeye çalışılmıştır (54).  

α-sekretaz enziminin aktivasyonu, APP'nin amiloidojenik olmayan yolak 

tarafından işlenmesine yol açmakta ve böylelikle amiloidojenik yolak için ortamdaki 

mevcut APP miktarının azalmasına neden olmaktadır. Dolayısıyla, nöroprotektif ve 

sinaptogenezde rol alan çözülebilir Aβ peptiti oluşmaktadır. Bu amaç doğrultusunda 

geliştirilen Etazolat; APP işlemesini amiloidojenik olmayan yola yönlendiren bir α-

sekretaz stimülatörüdür. Etazolat, α-sekretazın nörotrofik etkisini uyarır; ayrıca 

semptomları hafifleten ve hastalık ilerlemesini değiştiren Aβ tarafından indüklenen 

nöronal ölümü de inhibe eder. Yapılan faz II klinik çalışmalarında, hafif ve orta 

dereceli AH'li 159 hastada Etazolat'ın genel olarak güvenir olduğu ve iyi derecede 

tolere edildiği gözlenmiştir (54, 115, 120). 

β-sekretaz enzimi APP'nin işlenmesi için amiloidojenik yolağın 

başlatılmasından sorumludur. β-sekretazın inhibisyonu, AH için ideal bir tedavi 

stratejisi olarak görülmektedir. Çünkü başlangıçta amiloidojenik yolak iptal edilerek 

amiloid beta oluşumu önlenmiş olacaktır.  β-sekretaz enziminin inhibisyonuna 

yönelik yapılan çalışmalarda bir takım zorluklarda ortaya çıkmaktadır.  β-sekretazı 

inhibe eden ilaçların miyelinazasyona katılan büyüme faktörü neuregulin 1'i de 

engellemesi, aspartik proteaz sınıfına ait olduğu için inhibitörünün büyük olmasından 

dolayı kan-beyin bariyerini kolayca geçememesi ve ayrıca APP'ye oranla β-

sekretazın daha fazla substrat içermesi β-sekretaz inhibisyonunun geliştirilmesinde 
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karşılaşılan zorluklardır. Faz I klinik çalışmaya giren tek β-sekretaz inhibitörü CTS-

21166'dır (115, 121, 122). 

γ-sekretaz enzimi, amiloidojenik yolakta APP’nin son bölümlenmesinden ve 

böylece Aβ40 ve Aβ42 peptitlerinin üretilmesinden sorumludur. γ-sekretaz inhibitörü 

olarak geliştirilen Semagacestat, Faz III klinik denemelerinde plasebo grubuna 

kıyasla bilişsel fonksiyonlarda işlev bozukluğuna yol açması sebebiyle 

durdurulmuştur (54). Ayrıca APP'ye ek olarak diğer proteinler için de özellikle 

hücresel büyüme, farklılaşma, iletişim ve gelişiminde rol oynayan Notch proteini, 

substrat olan bu enzimin spesifik olmayan inhibisyonu nedeniyle γ-sekretaz 

inhibitörlerinin geliştirilmesini engelleyen en büyük faktördür (123, 124). Notch 

sinyalinin bozulması, mide, lenfatik, cilt ve bağışıklık sisteminde toksik 

reaksiyonların ortaya çıkmasına yol açmaktadır. Notch sinyal yolağının bozulması 

nedeniyle gözlemlenen bu olumsuz etkiler göz önüne alındığında, yeni terapötik 

strateji olarak γ-sekretazın Notch koruyucu modülatörlerin geliştirilmesinin daha 

etkili olabileceği düşünülmektedir (84). 

Aβ agregasyonunun önlenmesi, AH tedavisi için alternatif bir diğer terapötik 

stratejidir. Bu stratejinin gerekçesi, Aβ'nin çözünmeyen fibriller ile agregasyonunu 

bloke etmek ve böylece beyinden Aβ'nin klirensini arttırmaktır. Nörotoksik ve 

sinaptotoksik reaksiyonlara yol açan Aβ agregasyonlarının, Aβ-Aβ etkileşimlerini 

engelleyip birikmesini önleyen daha küçük yapılı moleküllerin geliştirilmesi 

hedeflenmiştir (125). Bu amaçla agregasyon ajanı olarak araştırılan inositol’ün 

izomerik formu olan Scyllo-inositol, çözünebilir Aβ peptitlerinin bir araya gelip 

birikmesini önlemektedir. Faz II‘de başarılı sonuçlar veren bu bileşiğin klinik 

çalışmaları devam etmektedir (54). Aβ agregasyonu, bakır, demir ve çinko gibi metal 

iyonlarının varlığında artış göstermesi nedeniyle AH tedavisinde Aβ'nin 

fibrilizasyonunu azaltma potansiyeline sahip metal iyon tutucu ajanlar çalışılmıştır. 

AH'de denenmiş metal tutucu özelliklere sahip bir bileşik olan clioquinol, antifungal 

ve antiprotozoal bir ilaçtır. Beyindeki metaller ile Aβ peptidi arasındaki etkileşimi 

inhibe etmesi amacıyla araştırılan bu ilaç Faz II/ III klinik çalışmalarda başarılı 

sonuçlar vermemiştir (115, 126). Aβ agregasyon inhibitörlerine yönelik bir diğer 

çalışma ise, Faz II klinik denemesine ulaşmış olan tramiprosate 



 
 

20 

(glukosaminoglikan)’dır.  Aβ peptidine bağlanarak Aβ'yi fibril olmayan bir formda 

tutar ve böylece amiloid oluşumunu ve birikmesini önler. Ayrıca, 

glukozaminoglikanların, amiloid fibrillerinin oluşumuna ve Aβ plak oluşturmalarına 

katkıda bulunarak agregasyonu teşvik eden glukozaminoglikanların arasındaki 

etkileşimi de inhibe eder. Faz II klinik denemelerinde başarılı olmasına rağmen Faz 

III klinik denemesinde başarılı sonuçlar elde edilememiştir (127, 128). 

Amiloid plakların parçalanmasından sorumlu enzimlerin aktivasyonunun 

arttırılması AH tedavisi için alternatif olarak düşünülen bir diğer terapötik 

yaklaşımdır. Amiloid agregatları ve plakları, neprilisin, insülin degrade edici enzim 

(IDE), plazmin, endotelin dönüştürücü enzim, anjiyotensin dönüştürücü enzim 

(ACE) ve metaloproteinaz gibi farklı proteazlarla parçalanır. Bu enzimlerin seviyesi 

AH'de düşmekte ve bu durum amiloid plak oluşumuna ve birikmesine katkı 

sağlamaktadır. Her ne kadar bu, hastalık modifiye edici ilaçların geliştirilmesinde ilgi 

çekici bir stratejisi olarak gözükse de, şu anda hiçbir proteaz aktivatörü spesik 

olmaması nedeniyle çalışılamamıştır (129, 130). 

AH tedavisi için anti-Aβ immünoterapötik ajanların geliştirilmesi alternatif 

bir diğer yaklaşımdır. İmmünoterapi, senil plakların oluşumunu ve degredasyonunun 

önlenmesi veya Aβ'nin nöronal hücrelerden klirensinin arttırılmasını amaçlayan bir 

strateji olup Alzheimer da amiloid miktarını azaltmada en çok araştırılan aktif 

immünizasyon (Aβ aşısı) ve pasif immünizasyon (Aβ antikorları) yöntemlerini 

içermektedir (131). Bağışıklık kazandırma tekniklerinden biri olan aktif 

immünizasyon yani aşılama, T ve B hücrelerini uyarmaya ve mikroglia’ların 

fagositik kapasitesini aktive ederek bir immün tepkisi oluşturmaya dayanır (54). 

Ayrıca yapılan son araştırmalarda Aβ aşılarının, Tauopati ile ilgili NFY'lerde bir 

azalmaya yol açabileceğini göstermiştir (132). Hastalarda 42 amino asitli amiloid 

peptidinden oluşan ilk Aβ aşısı AN1792 test edildiğinde, T hücrelerinin aracılık ettiği 

bir anti-AN1792 otoimmüne yol açarak meningoensefalit gibi nöroinflamatuar yan 

etki ortaya çıkarmasından dolayı faz II klinik çalışmaları durdurulmuştur (133). 

Farmakolojik bir firma tarafından tasarlanan Aβ aşısı olan CAD 106 ile tedavi edilen 

hastaların % 75'inde herhangi bir enflamatuar etkiye yol açmadan toksik oligomerler 

ve fibriller dâhil olmak üzere Aβ'nın farklı agregasyonlarına bağlandığı ve bu 
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toksisiteyi nötürleştirebildiği gözlemlenen faz II klinik çalışmalar tamamlanmıştır 

(134). 

Çalışılan başka bir immünoterapi yöntemi olan pasif immünizasyon ise Aβ'yı 

hedef alan monoklonal veya poliklonal antikorların pasif olarak intravenöz yolla 

uygulanmasını içerir. Bu stratejide amaç T hücrelerinin aracılık ettiği bir 

proinflamatuar reaksiyona yol açmadan bir anti-A immün tepkisi uyandırmaktır. 

Transgenik hayvanlarda yapılan çalışmalar da, pasif immünizasyonun nöronlardaki 

sadece amiloid miktarını değil, aynı zamanda nöronal amiloid plakların elimine 

edilmesinden önce bile bilişsel fonksiyonlardaki zayıflığı azalttığı gözlemlenmiştir. 

Bu bulgular, AH'da meydana gelen patofizyolojik yolak üzerinde temel bir rol 

oynadığına inanılan çözünür amiloid oligomerlerinin nötralizasyonuna 

dayandırılmaktadır (135, 136). Bu kapsamda geliştirilen monoklonal antikorlardan 

Bapineuzumab, Aβ  proteininin N terminaline (Aβ 1-5); Solanezumab ise Aβ 

proteininin (Aβ 12-28) orta bölümüne bağlanabilmesi için tasarlanmış antikorlardır. 

Bapineuzumab ve Solanezumab, hafif-orta şiddetli Alzheimer hastalarında yapılan 

faz II/III klinik denemelerinde başarılı sonuçlar vermemiştir (137, 138).  

Alzheimer hastalarında bilişsel işlevlerdeki azalmayı doza bağlı bir şekilde 

yavaşlatmak için geliştirilen çeşitli antikorlardan bir diğeri olan fare monoklonal 

antikorunun insanlara uyarlanmış IgGl versiyonu olan BAN2401, büyük çözülebilir 

Aβ protofibrillerine seçici olarak bağlanır. Yapılan faz II klinik denemelerinde 

başarılı sonuçlar elde edilmiştir (139, 140). Gantenerumab, Aβ fibriller üzerinde 

eksprese edilen konformasyonel bir epitopa bağlanması için yüksek bir afiniteye 

sahip olacak şekilde tasarlanmış bir insan IgGl antikorudur. Bu antikorun terapötik 

temeli, mikroglialar tarafından alınımını ve fagositoz aktivasyonunu içeren bir işlem 

yoluyla amiloid plakların parçalanmasıyla etki göstermesidir. Hafif AH ve AH'nın 

prodromal evrelerinde olan hastalarda Gantenerumab’ın etkinliğinin değerlendirildiği 

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

Tau hedefli tedavi stratejileri: 

Nöronal hüceler tarafından eksprese edilen Tau proteini özellikle de aksonal 

morfoloji, büyüme ve polariteyi düzenleyerek mikrotübülleri stabilize etmektedir. 
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Çeşitli fosforilasyon bölgelerine sahip olan Taunun fosforile edilmesiyle 

mikrotübüllere afinitesi azalır. Hiperfosforile edilmiş Tau heliks yapıdaki filamentler 

şeklinde birikerek Alzheimerin nöropatolojisinde yer alan NFT’leri oluşturur. Bu 

nedenle, Alzheimer de Tau patolojisini inhibe etmeyi amaçlayan yeni terapötik 

yaklaşımlar geliştirilmesi hedeflenmiştir (80, 119). 

Tau fosforilasyonu, Tauopatinin en önemli patojenik evrelerinden biri olması 

nedeniyle Tau hiperfosforilasyonunda rol alan kinaz ve fosfataz enzimlerinin 

inhibisyonuna yönelik ajanlar geliştirilmesi amaçlanmıştır. Bu kapsamda Tau 

fosforilasyonunda rol oynayan birincil enzimlerden biri olan glikojen sentaz kinaz 3 

(GSK3) üzerine odaklanılmıştır (80, 118). Lityum ve valproat, GSK3 üzerinde inhibe 

edici etkilere sahip olduğu ve transgenik farelerde Tau patolojisini azalttığı 

bildirilmiştir (144, 145). Bununla birlikte Alzheimer hastalığı ve progresif 

supranükleer palsinin tedavisi için araştırılan Tideglusib, faz II klinik çalışmalarında 

bulunan tek GSK-3b inhibitörüdür. Tau fosforilasyonunu azalttığı, insan nöroblastom 

hücre ve murin primer nöron hücre hatlarında apoptozu önlediği bildirilmiştir. 

Bununla birlikte, AH'li 306 hastadaki kısa süreli (26 haftalık) bir faz II deneyinde ise 

beyin hacmindeki kaybı geciktirdiği ve bilişsel bir iyileşme eğilimi gösterdiği rapor 

edilmiştir (146).  

Mikrotübülleri stabilize etmekte rol oynayan Tau proteini, patolojik 

koşullarda mikrotübüllerden koparak mikrotübüllerin bozulmasına yol açmaktadır. 

Böylece mikrotübülün stabilizasyonu, Tau kaynaklı nörotoksisiteyi telafi etmek için 

potansiyel bir terapötik yaklaşım olarak kabul edilmektedir (87). Bu amaç 

doğrultusunda, mikrotübül stabilize edici etkilere sahip çeşitli bileşikler 

geliştirilmektedir. Mikrotübül stabilizatörü paklitakselin, AH'nin tau-transgenik 

farelerde hızlı aksonal taşınımı, mikrotübül yoğunluğunu ve motor fonksiyonunu 

geliştirmesine rağmen toksik yan etkilere sahip olması nedeniyle klinik çalışmaları 

gerçekleştirilememiştir (147). Epotilon D, kan-beyin bariyeri klirensi ile bilinen 

başka bir mikrotübül stabilize edici bileşik olup mikrotübül patolojisinde belirgin bir 

iyileşme gösterdiği bildirilmiştir (148). NAP (NAPVSIPQ) ve D-SAL 

(SALLRSIPA), mikrotübül stabilizasyon etkilerine sahip iki nöropeptittir (149). 

NAP, nöronal ve glial tübülin ile etkileşime girer ve böylece Tau fosforilasyonu 
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üzerinde inhibitör etki göstererek mikrotübül dinamiğini düzenler. Peptidin burun içi 

uygulanması da denenmiş olup ön çalışmalar AH hayvan modellerinde olumlu 

sonuçlar göstermiştir. Ayrıca BMS-241027, hafif AH'li hastalarda halen faz I 

denemelerinde bulunan küçük moleküllü bir mikrotübül stabilizatörüdür (114).  

Tau-Tau etkileşimlerini ve NFY birikiminin önlenmesine yönelik araştırılan 

bileşikler, Tau hedefli terapötik yaklaşımlardan biridir. Astemizol, lansoprazol gibi 

bazı ilaçlar, Tau proteinine bağlanmada güçlü bir afinite göstermesi dolayısıyla Tau-

Tau etkileşimini dolaylı olarak azaltır (114). Metiltiyoninyum klorür (metilen mavisi, 

MT), birinci nesil Tau agregasyon inhibitörüdür. Tau etkileşimlerini önlediği, Aβ 

agregasyonunu ve AChE aktivitesini inhibe ettiği, oksidatif stresi azalttığı ve Tau 

transgenik farelerde biliş bozukluğunu önlediği bildirilmiştir. Fakat Faz II klinik 

çalışmalarda ortaya çıkan yan etkiler nedeniyle MT'nin klinik araştırmaları 

sonlandırılmıştır (119, 150). İkinci nesil bir Tau agregasyon inhibitörü olan löko-

metilthioninyum (LMTM,  TRx0237), Faz III çalışmalarında, hafif ila orta şiddetli 

AH hastalarda bilişsel ve fonksiyonel becerilerde başarılı sonuçlar elde edilememiştir 

(151). 

Aktif ve pasif immünoterapi ile hiperfosforile Tau klirensinin arttırılması 

başka bir terapötik yaklaşımdır.  AADvac1, NFY’ın oluşumunun ilerlemesini inhibe 

eden ve patolojik Tauyu hedef alarak AH'nin ilerlemesini yavaşlatan veya durduran 

ilk aktif peptid aşıdır. İnsanlarda denenen ilk aktif Tau immünoterapi adayı olan 

AADvac-1,  Faz II klinik deney aşamasında olup patolojik Tau'ya karşı yüksek 

afiniteye sahip antikorları indükleyerek Tau oligomerlerinin ve hiperfosforile Tau 

seviyesi ile NFY miktarını azalttığı bildirilmiştir (152). İncelenmekte olan bir başka 

aktif Tau-hedefli immünoterapi aşısı ACI-35'tir. Fosforlanmış Tau’yu taklit etmek 

için sentetik fosforlanmış bir peptit taşıyan lipozom bazlı bir aşı olup Faz I klinik 

deney aşamasındadır (118). 

Tau antikoru 43D ile pasif immünizasyonun, hem Tau hem de Aβ 

patolojilerini azalttığını ve 3xTg-AD farelerinde bilişsel fonksiyonları geliştirdiği ve 

AH ile ilgili Tauopatiler için potansiyel bir tedavi olduğu bildirilmiştir (132). 

Yapılan bir başka pasif immünizasyon çalışmasında ise oligomerik Tau peptidlerine 
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karşı spesifik bir monoklonal antikor kullanarak P301L transgenik farelerde 

oligomerik Tau miktarını azaltırken motor fonksiyonlarda iyileşme göstererek 

Tau’dan kaynaklı patogeneze karşı etkili bir şekilde koruma sağladığı bildirilmiştir 

(153). Pasif immünizasyon tekniği ile hiperfosforile Tau moleküllerine, Tau 

fragmanlarına Tau oligomerlerine ve Tau agregatlarına karşı üretilen monoklonal 

antikorların terapötik etkilerinin araştırıldığı klinik çalışmalar devam etmektedir (80).  

Antioksidanlar 

Oksidatif stresin AH'nin patogenezinde rol alarak nöronal hücre 

disfonksiyonuna, Aβ birikimine ve hücre ölümüne yol açtığı bilinmektedir. 

Alzheimer’li hastaların beyinlerinde protein oksidasyon ve lipit peroksidasyon 

ürünlerindeki artış, antioksidan enzim aktiviteleri ve ekspresyonlarındaki azalmanın 

gözlemlenmesi antioksidanların AH tedavisinde kullanılmasının yararlı olabileceği 

ileri sürülmüştür (154). Bu amaç doğrultusunda, nörotrofik ve nöroprotektif etkiye 

sahip antioksidan bileşiklerin/bitki ekstratlarının geliştirilmesi AH'nın önlenmesi ve 

tedavisinde yeni terapötik bir yaklaşım olarak kabul edilmektedir (155). 

Çay, soğan ve kakao (soğan elmalar, meyveler, yer fıstığı, soya fasulyesi, 

patates, brokoli, üzüm) dahil birçok bitkide bulunan flavonoid bir molekül 

(polifenolik bir flavonoid molekülü) olan Quercetin, AChE'yi inhibe ederek 

nöroprotektif aktiviteye sahip olduğu tespit edilmiştir (156, 157). İn vitro 

çalışmalarda Aβ40,  Aβ42 ve Aβ35 sitotoksisitesine karşı güçlü bir koruma sağladığı 

belirtilirken; hayvan çalışmalarında ise Quercetin’in, oksidatif stresi modüle ederek 

Aβ42 ile indüklenen toksisiteye karşı koruma sağladığı, hafıza ve kolinerjik 

fonksiyon bozukluğunun önlenmesinin yanı sıra bilişsel yeteneklerini geliştirdiği 

ifade edilmiştir (158, 159). 

Kurkumin, zerdeçal (Curcuma longa) bitkisinin rizomundan elde edilen ve 

antioksidan aktiviteye sahip polifenolik bir bileşendir (160). Antienflamatuar, 

antikarsinojenik ve antimikrobiyal özellikleri bilinen kurkuminin ayrıca AChE 

inhibitör aktivitesine sahip olduğu yapılan çeşitli çalışmalarla tespit edilmiştir (117, 

161). Kurkumin, in vitro koşullarda Alzheimer’ın β-amiloid fibrillerine karşı anti-

amiloidojenik etki gösterdiği ve bilişsel fonksiyonlarda iyileşme sağladığı rapor 
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edilmiştir (162). Bu etkiyi, GSK-3 aracılı Tau fosforilasyonunu β-sekretaz ve γ-

sekretaz aktivitesini inhibe ederek Aβ kaynaklı mitokondriyal fonksiyon 

bozukluğunu, oksidatif stresi ve Aβ40 ile Aβ42 oluşumunu inhibe etmesi şeklinde 

nöroprotektif etki göstererek gerçekleştirmektedir (163, 164). Altı ay boyunca 

kurkumin tedavisi uygulanan hafif-orta şiddetli Alzheimer hastaları üzerinde yapılan 

bir Faz II klinik çalışmasında bilişsel işlevde ve plazma veya beyin omurilik 

sıvısında Aβ, total Tau ve fosforile edilmiş Tau seviyelerinde herhangi bir değişiklik 

gözlenmemiştir (116, 165). 

Antioksidan, antienflamatuar, fitoöstrojenik, kardiyoprotektif ve 

antikarsinojenik gibi çeşitli biyolojik aktivitelere (166-168) sahip olan Resveratrol, 

bazı bitkilerde, özellikle de üzüm kabuğunda ve tohumlarında bulunan bir 

polifenoldur (169). Resveratrolün Aβ42 fibril oluşumunu, birikimini ve 

sitotoksisiteyi inhibe ettiği ve oligomerlerin oluşumuna yol açan önceden oluşmuş 

fibrilleri de depolimerize ettiği bildirilmiştir (170, 171). Resveratrolün moleküler 

mekanizmasına yönelik çalışmalarda iki bağlanma bölgesinin bulunması ve amiloid 

polipeptidlerine bağlanarak yapılarında belirgin konformasyonel değişikliklere yol 

açmasıyla birlikte fibril oluşumunu önleyerek inhibitör etki gerçekleştirdiği ileri 

sürülmüştür (172). Ek olarak, resveratrol'ün hipokampüsteki nörodejenerasyonu 

azalttığı ve fare modellerinde bilişsel işlevlerdeki azalmayı önlediği de bildirilmiştir 

(169). Ayrıca Resveratrol, α-sekretaz enziminin up-regülasyonunu sağlamakla 

birlikte ve APP’nin amiloidojenik olmayan yolakta işlenmesini de teşvik etmektedir 

(158). Resveratrol şu anda Faz II klinik aşamasındadır (173). Amiloid 

nöropatolojisinde, Aβ ligomerizasyonunda ve beyin kaynaklı nörotrofik faktör 

ekspresyonundaki rolü nedeniyle resveratrolün nöroprotektif potansiyele sahip 

olması (174-176) ve standart kolinerjik inhibitörlere (galantamin) göre daha etkili 

kolinerjik inhibisyona sahip olmasından (177) dolayı AH tedavisi için yeni bir 

terapötik ajan olarak kullanımı önerilmektedir. 

Antioksidan ve AChE inhibitörü olan epigallocatechin gallate (EGCG), yeşil 

çayda (Camellia sinensis) bulunan temel biyofenol bir bileşiktir (178). EGCG, β-

amiloid ile indüklenen nörotoksisitenin azaltılması, Protein Kinaz-C sinyal yolağının 

modülasyonu, kolinerjik iletimin kolaylaştırılması, nörit büyümesini ve bilişsel 
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fonksiyonları artırarak nöroprotektif etki sağlamaktadır (117). EGCG anti-

aggregasyon etkisini, katlanmamış veya yanlış katlanmış Aβ peptitlere kovalent 

olmayan bağlarla bağlanarak Aβ'nın fibrilleşmesini ve agregasyonunu inhibe 

etmesiyle göstermektedir (179). EGCG’nin tek veya memantin ile birlikte kullanımı 

eksitoksisite hasarlarına karşı önemli ölçüde koruma sağladığı yapılan hayvan 

çalışmalarında da tespit edilmiştir (116). Ayrıca hem mutant PS2 AH hem de Aβ ile 

indüklenmiş modeller kullanılarak yapılan başka bir çalışmada ise, EGCG ile tedavi 

sonrasında, hafızayı ve α-sekretaz aktivitesini arttırdığı, Aβ peptit miktarını, β ve γ-

sekretaz enzim aktivitelerini ise azalttığı bulunmuştur (180). 

Rosmarinik asit, Salvia officinalis (Adaçayı), Rosmarinus officinalis 

(biberiye) ve Melissa officinalis (Limon melisa otu) gibi birçok bitkide bulunan 

polifenolik bir bileşiktir (181). Aβ42 tarafından indüklenen ROS oluşumu, lipit 

peroksidasyonu, DNA fragmantasyonu, kaspaz-3 aktivasyonu ve Tau protein 

hiperfosforilasyonun neden olduğu nörotoksisiteyi önlediği, hem fibril oluşumu hem 

de oligomer birikimini inhibe ettiği yapılan çalışmalarla tespit edilmiştir (182). 

Antioksidan ve AChE inhibitör aktivitesine (183, 184) sahip olan Rosmarinik asitin, 

stres ve yaşlanma ile indüklenen çözünmeyen fosforile Tau proteininin oluşumunu 

da azalttığı bildirilmiştir (185). Reaktif nitrojen türlerinin yol açtığı Aβ35 

nörotoksisitesine karşı nöroprotektif etki gösterdiği (186) ve bunun yanısıra hayvan 

modellerinde hastalığın ilerlemesini geciktirdiği (187) ve kognitif fonksiyonları 

iyileştirdiği de belirlenmiştir (188). Melatonin, şu anda faz II çalışmasında bulunan 

bir diğer güçlü antioksidandır (119). Beyinde endojen olarak üretilen bir hormon 

olan Melatonin, yaşlanmada ve Alzheimer'li hastalarda miktarı azalmaktadır. Klinik 

çalışmalardan elde edilen veriler melatonin takviyesinin uykuyu iyileştirdiğini ve 

Alzheimer hastalarında bilişsel fonksiyonlardaki bozulmanın ilerlemesini 

yavaşlattığını göstermektedir (114). Melatoninin, nöronal hücreleri, antioksidan ve 

anti-amiloid özellikleri yoluyla Aβ aracılı toksisiteden etkili bir şekilde koruduğu ve 

Aβ oluşumunu önlemekle beraber amiloid fibrillerin oluşumunu da engellediği 

bildirilmiştir (189). Ayrıca, melatoninin, Tau hiperfosforilasyonunu etkili bir şekilde 

azalttığı ve kolinerjik sistemin korunmasında önemli rol oynadığı da bildirilmiştir 

(190, 191). Kesin mekanizma hala tam olarak anlaşılmamasına rağmen, melatoninin 
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protein kinazların ve protein fosfatazların aktiviteleri üzerine doğrudan bir 

düzenleyici etki göstererek gerçekleştirdiği düşünülmektedir (114, 189). 

Rutin, birçok bitkide (karabuğday tohumu gibi), meyvelerde (narenciye gibi) 

ve sebzelerde bulunan ve antikanserojen, sitoprotektif, antitrombosit, vazoprotektif 

ve kardiyoprotektif aktiviteler dâhil olmak üzere birçok farmakolojik özelliğe sahip 

önemli bir flavonoiddir (192). Aβ42 fibril oluşumunu ve β-sekretaz aktivitesini 

inhibe ettiği, Aβ agregasyonunu ve sitotoksisiteyi önlediği (193) ve bunun yanısıra 

reaktif oksijen türlerinin, nitrik oksit, glutatyon disülfit ve malondialdehit oluşumunu 

azalttığı, süperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz aktivitelerini arttırırak 

mitokondriyal hasarı önlediği bulunmuştur (194). Ayrıca mikroglia'da TNF-α ve IL-

1β oluşumunu azaltarak proinflamatuar sitokinlerin üretimini modüle ettiği 

belirlenmiştir (192). 

Havuç, biber, kereviz, zeytinyağı, nane, kekik ve biberiye gibi çeşitli 

bitkilerde (195) bulunan bir flavonid biyofenol olan Luteolinin, Aβ42 oluşumunu 

önlediği ve Aβ35'in indüklediği nöronal ölümü inhibe ederek toksisiteye karşı 

koruduğu bildirilmiştir (196). 

Antioksidan ve AChE inhibitör aktiviteleri bilinen yaban mersininin (197) 

nöroprotektif etkisinin araştırıldığı çalışmalarda, Aβ'nin mikroglial klirensini önemli 

ölçüde arttırdığı, Aβ42 agregasyonunu inhibe ettiği ve mikroglial aktivasyonu 

bastırdığı bulunmuştur. Bu etkiyi p44/42 mitojenle aktive olan protein kinaz 

modülünün baskılanmasından kaynaklandığı düşünülmektedir (116, 191). Hafif-orta 

şiddetli AH hastalarında yaban mersininin nörobilişsel işlev üzerindeki etkisinin 

arştırıldığı klinik bir çalışmada ise antidepresan potansiyele sahip olduğu, öğrenme 

ve hafıza üzerinde önemli derecede iyileşme sağladığı, nöroplastisiteyi geliştirdiği, β-

amiloid'in klirensini artırdığı ve inflamasyonu azalttığı bildirilmiştir (198). 

AH'nın önlenmesi ve tedavisinde yeni stratejik bir yaklaşım olarak 

antioksidan özellikli nanopartiküllerin kullanılması da önerilmektedir. Bu amaçla 

yapılan çalışmada, trifenilfosfonyum Ceria nanopartiküllerin (TPP-ceria NP) 

mitokondriyal oksidatif strese karşı nöroprotektif etkisi araştırılmıştır. Beş 

nanometreden daha küçük boyutta olan Ceria (CeO2) nanopartikülleri, SOD ve CAT 
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gibi katalitik özelliklere sahiptir. O2 ve H2O2'yi etkili bir şekilde ortadan kaldırarak 

hücreleri oksidatif strese karşı koruyabilmektedir. Bu özelliği, CeO2'nin oksijen 

atomlarını geri dönüştürülebilir bir şekilde bağlayabilmesi ve ayrıca 

nanopartiküllerin yüzeyinde bulunan Ce4+ ve Ce3+ arasında hızlı bir şekilde 

dönüşebilmesinden kaynaklanmaktadır. Bununla birlikte, kardiyoprotektif, 

antikanserojen, yara iyileşmesi, kronik inflamasyon ve oküler bozukluklar gibi çeşitli 

hastalıkların tedavisi için de kullanılmaktadır. Trifenilfosfonyum (TPP), negatif 

mitokondri membran potansiyelinden yararlanarak mitokondriyi hedef alabilen 

lipofilik bir katyondur. Son zamanlarda, AH tedavisi için yeni bir yaklaşım olarak 

elektrostatik adsorpsiyon yoluyla mitokondriye lokalize olabilen küçük ve pozitif 

yüklü trifenilfosfonyum (TPP) ile modifiye edilmiş CeO2 nanopartikülerinin tasarımı 

ve sentezi gerçekleştirilmiştir. Elde edilen nanokompozitinin in vivo ve in vitro AH 

modellerinde nöronal ölümü inhibe ettiği ve ROS'u elimine ederek oksidatif stresi 

azalttığı bulunmuştur (199). Ayrıca, TPP-ceria NP’lerinin reaktif nöroglia ve 

mitokondriyal hasarı azalttığı da bildirilmiştir. Sonuç olarak, AH için yeni bir 

stratejik tedavi yöntemi olarak TPP-ceria NP'lerinin AH'de mitokondriyal oksidatif 

strese bağlı hasarın tedavisinde potansiyel bir terapötik ajan olarak kullanılabileceği 

önerilmektedir (200). 

Karvakrol 

Karvakrol, Thymus (kekik), Origanum, Satureja ve Corydothymus da dâhil 

olmak üzere Lamiaceae familyasının uçucu yağlarında bulunan fenolik bir 

monoterpendir (25). Yapılan in vitro ve in vivo çalışmalarda karvakrolün, 

antibakteriyel (201), antifungal (202), antiviral (203), antikanser (204), antioksidan 

(26), anti-inflamatuar (27), anti-obezite (205), antidepresan (206), antitümor (204) 

aktivitelerine sahip olduğu bildirilmiştir. Ayrıca, karvakrolün metabolik enzimleri 

modüle ederek hasar görmüş organları yenileyebildiği de bildirilmiştir (207). 

Bununla birlikte, karvakrolün asetilkolin esteraz inhibitör aktivitesine sahip olduğu 

ortaya çıkarılmıştır (28-30). Karvakrol ile AChE'nin AChE'nin etkileşimi büyük 

olasılıkla proteinlere bağlanan fenolik hidroksil grubuna dayandırılmaktadır, burada 

konformasyonel bir değişime neden olarak işlev kaybına yol açtığı kabul 

edilmektedir (28). Ayrıca, düşük moleküler ağırlığına ve lipofilik yapıya sahip 
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olmasından dolayı karvakrolün, kan-beyin bariyerini kolayca ve hızlı bir şekilde 

geçtiği bilinmektedir (208). 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Tez kapsamında kullanılan kimyasal malzemelerin ve kitlerin listesi Çizelge 3.1 ‘de 

verilmiştir. 

Çizelge 3.1. Araştırmada Kullanılan Kimyasal ve Kitlerin Listesi. 

Kimyasallar ve Kitler Alındığı Firma 
Amyloid beta peptid insan (Aβ1-42) Cayman Chemical Company® 
Amyloid beta peptid rat (Aβ1-42) Sigma-Aldrich® 
Amyloid Beta 1-40 Rat Elisa Kit Bioassay Technology Laboratory® 
Amyloid Beta 1-42 Rat Elisa Kit Bioassay Technology Laboratory® 
Catalase (CAT) Assay Kit  Bioassay Technology Laboratory® 
DMEM-F12 Medium Sigma-Aldrich® 
DMSO (Dimethyl Sulfoxide) Panreac Applichem® 
FBS (Fetal Bovine Serum) Sigma-Aldrich® 
Hydrogen Peroxide (H2O2) Assay Kit Cayman Chemical Company® 
LDH Assay Kit Cayman Chemical Company® 
Malondialdehyde (MDA) Assay Kit  Bioassay Technology Laboratory® 
MTT Cell Proliferation Assay Kit  Cayman Chemical Company® 
N-2 Supplement Gibco® 
PBS (Phosphate-Buffered Saline) PAN Biotech® 
Penicillin-Streptomycin Solution Sigma-Aldrich® 
Retinoic Acid   Sigma-Aldrich® 
Superoxide Dismutase (SOD) Assay Kit  Bioassay Technology Laboratory® 
Tau Protein Rat Elisa Kit Bioassay Technology Laboratory® 
Trypan Blue Solution Bio-rad Laboratories® 
Trypsin/EDTA Solution   Sigma-Aldrich® 
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3.2. Kullanılan Laboratuar Gereçleri ve Cihazlar 

Tez çalışmasında kullanılan malzeme ve cihazların listesi Çizelge 3.2’de 

verilmiştir. 

Çizelge 3.2. Araştırmada Kullanılan Malzeme ve Cihazların Listesi. 

Malzeme ve Cihaz Adı Modeli 
Buzdolabı Samsung 
Cryo vial Isolab 
Derin dondurucu (-80°C) Nüve, DF 490 
Distile su cihazı Kros 
Elektronik hassas terazi Ohaus 
ELISA okuyucu Biotek Epoch 
ELISA plak yıkayıcısı  ELx50 Biotek  
Eppendorf tüp (1,5 ml)  Pirovet SSIbio 
Etüv Nüve, EC160 
Falkon tüpler (15 ml, 50 ml) Isolab 
Hücre kültürü flaskları (25-75 cm2) TPP 
Hücrekültürü plakları (48-96 kuyucuklu) TPP 
İnvert mikroskop Olympus 
Karbondioksitli doku kültür etüvü Nuaire, Nu4750E 
Laminer flow bench (Class II) Bilser 
Mikropipetler (1000, 200, 100, 10, 2 µl)  Finpipette Labsystems 
Otomotik pipet Thermo scientific 
Santrifüj  Nüve, NF 400R 
Sıvı azot tankı Statebourne biorack 3000 
Steril pastör pipeti LP Italiana SPA 
Su banyosu Electro-mag M96KD 
Vorteks Velp scientifica 

 

3.3. İn vitro Çalışmalar 

 

3.3.1. Hücre kültürü 

ATCC® hücre kültürü koleksiyonundan temin edilen insan nöroblastom 

hücre hattı olan SH-SY5Y hücreleri (ATCC®, CRL-2266™) tez çalışması 

kapsamındaki in vitro araştırmalarda kullanılmıştır. SH-SY5Y insan nöroblastoma 

hücreleri için kültür ortamı olarak Dulbecco’s modified Eagle medium-high glucose 

(DMEM): F12 besiyeri içine %10 inaktive edilmiş fötal bovin serumu (FBS), %1 

Antibiyotik-Antimitotik Solüsyon (penicillin-streptomycin) ve %1 N-2 Supplement 

eklenerek besiyeri ortamı oluşturulmuştur. Bu besiyerini içeren 25 ve 75 cm2’lik 

kültür flasklarına ekimi yapılan hücreler 37°C ve %5 CO2 içeren koşullarda inkübe 

edilmiştir. Hücre yoğunluğunun %70-80 ulaşmasının ardından hücreler pasajlanma 
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işlemiyle çoğaltılmıştır. Pasajlanma işleminde flasklarda bulunan besiyeri ortamdan 

uzaklaştırılarak fosfat tamponlu salin (PBS) çözeltisi ile yıkanmıştır. Tripsin/EDTA 

solüsyonu eklenen flasklar 2 dk boyunca inkübatörde bekletilmiştir. Flask tabanından 

tamamen ayrılan hücrelere yeni besiyeri eklenerek 3000 rpm’de 4 dk santrifüj 

edilmiştir. Santrifüj işlemi sonunda süpernatant uzaklaştırılarak taze besiyeriyle 

yeniden süspanse edilmiştir. Besiyeri ortamı iki günde bir olacak şekilde 

yenilenmiştir (209). 

3.3.2. SH-SY5Y hücrelerinin farklılaştırılması 

SH-SY5Y hücrelerinin farklılaştırma işlemi Bittencourt Pasquali ve 

arkadaşları (210) tarafından önerilen yöntem esas alınarak gerçekleştirilmiştir. Buna 

göre hücrelerin 75cm2'lik flasklara 1,5x104 hücre/cm2 olacak şekilde ekimi 

yapılmıştır. Hücrelerin ekilmesinden 24 saat sonra %1 FBS, 10 µM retinoik asit 

(RA) ve DMEM high glucose:F12 içeren farklılaşma besiyeri eklenmiştir. Her 3 

günde bir kültür ortamı değiştirilerek farklılaştırma işlemi 5 gün boyunca devam 

etmiştir. 

Daha önce Lee ve arkadaşlarının tarif ettiği gibi (211), SH-SY5Y 

nöroblastom hücrelerinin farklılaştırılmış hücrelere dönüşmüş olmaları, 5 günlük 

retinoik asit uygulamasından sonra mikroskop altında hücrelerin nörit uzantılarının 

ve çevresindeki nöronlarla sinaptik bağlantılarının oluşmuş olmasıyla doğrulanmıştır. 

Amiloid  betanın (Aβ1-42) kullanmadan önce peptitin agrege olabilmesi için 

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

3.3.3. Amiloid beta peptidi (Aβ1-42) ile Oluşturulan in vitro AH Modeli 

ve Deney Grupları 

Farklılaşmış SH-SY5Y hücrelerine amiloid beta uygulaması için;  kültür 

flasklarına ekilen SH-SY5Y hücreleri RA varlığında farklılaştırılmıştır. 

Farklılaştırma süresinin sonunda flasklarda bulunan kültür ortamı 1, 5, 10, 25, 50, 

100 ve 125 µM konsantrasyonlarda Aβ1-42 içeren taze farklılaştırma besiyeri 

eklenmiş ve 48 saat boyunca β-amiloid peptid ile inkübe edilmiştir. Hücreler 96 
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kuyucuklu plakanın her bir kuyucuğunda 1x104  hücre olacak şekilde plakaya 

yerleştirildi (249) ve aşağıda anlatıldığı gibi gruplara göre ilgili işlemler 

gerçekleştirildi. 

İn vitro deney grupları şu şekilde oluşturulmuştur: 

1. Kontrol Vehicle grubu: Farklılaşmış olan SH-SY5Y hücrelerinin besiyeri 

ortamına 50 µl serum fizyolojik  eklenmiş ve 48 saat boyunca inkübe edilmiştir. Bu 

süre bitiminde hücrelerin besiyeri ortamına son konsantrasyonu % 0.1 olacak şekilde 

DMSO eklenmiş ve hücreler inkübatörde 24 saat daha inkübe edilmiştir. 

2. Alzheimer grubu (AD): Bu gruptaki farklılaşmış olan SH-SY5Y 

hücrelerinin besiyeri ortamına ön çalışmalarda IC50 (50 µM) değeri bulunan 50 µM 

konsantrasyonda amiloid beta  eklenmiş ve 48 saat boyunca inkübe edilmiştir. Bu 

süre bitiminde hücrelerin besiyeri ortamına son konsantrasyonu % 0.1 olacak şekilde 

DMSO eklenmiş ve hücreler inkübatörde 24 saat daha inkübe edilmiştir. 

3. Karvakrol-100 (CVC-100): Bu gruptaki farklılaşmış olan SH-SY5Y 

hücrelerinin kültür ortamına 50  µM Aβ1-42 uygulamasından 48 saat sonra, son 

konsantrasyonu 100 µM olacak şekilde karvakrol eklenerek 24 saat daha inkübe 

edilmiştir.  

4. Karvakrol-200 (CVC-200): Bu gruptaki farklılaşmış olan SH-SY5Y 

hücrelerinin kültür ortamına 50  µM Aβ1-42 uygulamasından 48 saat sonra son 

konsantrasyonu 200 µM olacak şekilde karvakrol eklenerek 24 saat daha inkübe 

edilmiştir. 

5. Karvakrol-300 (CVC-300): Bu gruptaki farklılaşmış olan SH-SY5Y 

hücrelerinin kültür ortamına 50  µM Aβ1-42 uygulamasından 48 saat sonra son 

konsantrasyonu 300 µM olacak şekilde karvakrol eklenerek 24 saat daha inkübe 

edilmiştir. 

6. Galantamine (GLT): Alzheimer hastalığının semptomatik tedavisinde 

kullanılan ve FDA tarafından onaylanan bir asetilkolin esteraz inhibitörü olan 

Galantamine, karvakrolün etkinliğinin karşılaştırılması amacıyla pozitif kontrol 



 
 

34 

olarak kullanılmıştır. Bu amaçla bu gruptaki farklılaşmış olan SH-SY5Y hücrelerinin 

kültür ortamına son konsantrasyonu 50 µM olacak şekilde Aβ1-42 uygulamasından 

48 saat sonra son konsantrasyonu 1 µM olacak şekilde Galantamine eklenerek 24 

saat daha inkübe edilmiştir. 

İnkübasyon sonunda süpernatantlar toplanarak Hücre Canlılık Testleri (MTT 

ve LDH), Tau proteini seviyesinin ölçümü, Oksidan-antioksidan parametrelerinin 

ölçümü (oksidan parametrelerden; MDA ve H2O2, antioksidan parametrelerden ise 

SOD ve CAT) ELISA kit ile ve üretici firmanın talimatlarına göre 

gerçekleştirilmiştir. Yapılan ELISA protokolü bu bölümün sonunda genel olarak 

özetlenerek verilmiştir. Oluşturulan in vitro deney gruplarının şematik gösterimi 

Şekil 3.1.’de verilmiştir. 

 
Şekil 3.1. İn vitro deney gruplarının şematik gösterimi. 

3.4. İn vivo Çalışmalar 

 

3.4.1. Deney hayvanları  

Tez calışmasında kullanılan ratlar Bolu Abant İzzet Baysal Üniversitesi, 

Deney Hayvanları Uygulama ve Araştırma Merkezinden temin edilmiştir. 
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Deneylerde 200-300 gram ağırlığında ve 2-3 aylık toplam 28 adet erkek Wistar sıçan 

kullanılmıştır. Tüm hayvanlar deney süresince standart ışık 12 saatlik aydınlık/12 

saatlik karanlık döngüsünde, 20–25 °C arasında, yeterli miktarda yem ve su verilerek 

plastik kafeslerde deney sonuna kadar bekletilmiştir. Çalışmanın tüm uygulamaları 

Bolu Abant İzzet Baysal Üniversitesi Hayvan Araştırmaları Yerel Etik Kurulu 

(BAİBÜ-HADYEK) tarafından verilen 19.04.2018 tarihli ve Kararlar-25 sayılı yazısı 

ve 2018/18 nolu karar ile onaylanmıştır. Ayrıca çalışma finansal olarak Bolu Abant 

İzzet Baysal Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Birimi (BAP) tarafından 

desteklenmiştir (Proje no: 2018.08.02.1364). 

3.4.2. Amiloid beta peptidi (Aβ1-42) ile Oluşturulan in vivo AH Modeli 

ve Deney Grupları  

Aβ1-42’nin sıçanlara bilateral intrahipokampal enjeksiyonu ile Alzheimer 

Hastalığı modelinin oluşturulması daha önce tarif edildiği gibi gerçekleştirilmiştir 

(17). Daha önce tarif edildiği gibi enjeksiyonlardan önce, Aβ1-42 AH’deki gibi 

toksik özellik kazanması için serum fizyolojikte çözülerek inkübatörde 37°C’ de 7 

gün inkübe edildi (17). Hayvanlar 90 mg/kg ketamin+10 mg/kg ksilazin ile anestezi 

edildikten sonra kafa derisi üzerindeki kıllar traşlanarak batikon ile dezenfekte 

edilmiş olup stereotaksi aparatına yerleştirilmiştir. Daha sonra kafa hattının ortasında 

bistüri ile insizyon yapılmıştır. Bregmanın yerini tesbit etmek için, deri altı dokuları 

bistüri ile hafifçe kazınarak ve biriken kan ve doku sıvıları alınıp bregmanın görünür 

hale gelmesi sağlanmıştır. Stereotaktik koordinatlar (Bregma’nın 2.4 mm sol/sağ 

laterali ve 3,6 mm posteriorü, 2.8 mm ventrali) göz önüne alınarak 0.8 mm’lik 

matkap ucu ile kranyum delindikten sonra, daha önce serum fizyolojik içinde 

çözülerek hazırlanmış olan, 4 µg Aβ1-42 çözeltisi (1 µL/taraf) bilateral 

intrahipokampal enjeksiyonu, 0,2 µL/dk hızla 1 µL Hamilton mikroenjektörü ile 

yapılmıştır. Enjekte edilen Aβ1-42 çözeltisinin geri çıkmasını önlemek için enjektör 

10 dk boyunca belirlenen bölgede bırakılmıştır. Enjeksiyon tamamlandıktan sonra 

hayvan stereotaksik aparattan çıkarılıp kesi bölgesi süturla kapatılmış ve enfeksiyonu 

önlemek için batikon sürülmüştür. İn vivo deney grupları aşağıda belirtildiği şekilde 

oluşturulmuştur: 
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1. Kontrol grubu (n=7): Bu gruptaki sıçanlara, Sham kontrol grubu 

oluşturmak için bilateral olarak intrahipokampal yolla 1 µl serum fizyolojik 

enjeksiyonu yapılmıştır. Daha sonra 6 gün boyunca sabah ve akşam olmak üzere 

günde 2 kez vehicle kontrol uygulama olarak intraperitoneal yolla serum fizyolojik 

içinde çözünmüş %0.1’lik DMSO uygulanmıştır**.  

2. Alzheimer grubu (n=7): Bu gruptaki sıçanlara in vivo Alzheimer hastalık 

modeli oluşturmak için daha önce serum fizyolojik içinde çözülerek hazırlanmış olan 

1 µl hacminde ve 4 µg dozunda Aβ1–42’ nin bilateral intrahipokampal enjeksiyonu 

yapılmıştır.  Daha sonra 6 gün boyunca sabah ve akşam olmak üzere günde 2 kez 

vehicle kontrol uygulama olarak intraperitoneal yolla serum fizyolojik içinde çözülen 

% 0.1’lik DMSO uygulanmıştır**.  

3. Alzheimer+Karvakrol grubu (n=7): Bu gruptaki sıçanlarda öncelikle 

Alzheimer grubundaki gibi Alzheimer hastalık modeli oluşturulmuş olup daha sonra 

6 gün boyunca sabah ve akşam olmak üzere günde 2 kez intraperitoneal yolla 1 

mg/kg karvakrol (212) uygulanmıştır. 

4. Alzheimer+Galantamine grubu (n=7): Bu gruptaki sıçanlarda öncelikle 

Alzheimer grubundaki gibi Alzheimer hastalık modeli oluşturulmuş olup daha sonra 

6 gün boyunca sabah ve akşam olmak üzere günde 2 kez intraperitoneal yolla 3 

mg/kg Galantamine (213) uygulanmıştır. Galantamine Alzheimer hastalığının 

semptomatik tedavisinde kullanılan FDA onaylı bir ilaçtır (asetilkolin esteraz 

inhibitörü) ve karvakrolün etkinliğini karşılaştırmak amacıyla pozitif kontrol olarak 

kullanılmıştır. 

** Sırasıyla üçüncü ve dördüncü gruba intraperitoneal yolla uygulanan 

Karvakrol ve Galantamin %0.1’lik DMSO’ da çözüldüğü için gruplar arasında doğru 

bir karşılaştırma yapabilmek amacıyla Kontrol ve Alzheimer gruplarına vehicle 

kontrol uygulama olarak Karvakrol ve Galantamin’in ortak çözücüsü olan serum 

fizyolojik içinde çözülmüş %0.1’lik DMSO intraperitoneal olarak uygulanmıştır.  

Oluşturulan in vivo deney gruplarının şematik gösterimi Şekil 3.2.’de verilmiştir. 
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Şekil 3.2. İn vivo deney gruplarının şematik gösterimi. 

Tüm ratlara 6 günlük enjeksiyon uygulamalarından 24 saat sonra Pasif 

Sakınma Testi uygulanmıştır. Pasif sakınma testi uygulaması sonrasında tüm 

gruplardaki sıçanlardan ketamin anestezisi altında sağ ventrikülden yaklaşık 5 ml kan 

alınmış ve sıçanlar PBS ile intrakardiyak perfüze edilmiştir. Hayvanın beyni 

çıkarılarak bir hemisferdeki hipokampüs bölgesi oksidan-antioksidan ve Tau seviyesi 

ölçümleri için hemen -80ºC’ye konulmuş olup diğer hemisferdeki hipokampüs 

bölgesi ise histolojik inceleme için %10’luk formaldehit içerisinde saklanmıştır. 

Alınan kan örnekleri 4000 rpm’de 10 dakika santrifüj edilmiş ve serum örnekleri -

80ºC’de saklanmıştır. Homojenize edilen hipokampüsler ve serum örneklerine Tau 

proteini seviyesinin ölçümü, Oksidan-antioksidan parametrelerinin ölçümü oksidan 

parametrelerden; MDA ve H2O2, antioksidan parametrelerden ise SOD ve CAT) 

ELISA kit ile üretici firmanın talimatlarına göre gerçekleştirilmiştir. Ayrıca serum 

örneklerinde Aβ1-40 ve Aβ1-42 peptid seviyelerinin ölçümü de ELISA metodu ile 

analiz edilmiştir. 

Hipokampüs dokularının homojenizasyonu aşağıdaki protokole göre 

gerçekleştirilmiştir: 

Ratlardan elde edilen hipokampüs doku örnekleri hassas terazide tartıldıktan 

sonra  cam bir tüpün içerisine konuldu. Üzerlerine çalışma çözeltisi (140 mM’lık 

KCI çözeltisinden 1 gr doku için 9 ml çalışma çözeltisi) eklenerek homojenizatör 
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(ISOLAB, Wertheim, Germany) yardımıyla 3 dakika boyunca homojenize edildi. 

Homojenizasyon işlemi buz bir kalıbın üzerinde gerçekleştirildi. Homojenat 3000 

rpm’de 5 dakika santrifüjlendi. Santrifüj işleminden sonra elde edilen hipokampüs 

süpernatantları ependorf tüplere konularak analiz zamanına kadar -20ºC’de saklandı. 

 
Şekil 3.1. İn vivo AH modeli oluşturma ve deney sonunda hipokampüsün çıkarılma aşamaları. 

3.4.3. Pasif Sakınma Testi  

Pasif sakınma, uzun ve kısa süreli belleği değerlendirmek amacıyla yaygın 

olarak kullanılan  korku güdümlü bir testtir (214). Test düzeneği, giyotin bir kapı ile 

ayrılmış aydınlık ve karanlık 2 bölmeden oluşmaktadır. Düzeneğin zemininde ise 

sıçanların ayaklarına elektroşok verilebilecek şekilde iletken ızgara yüzey 

bulunmaktadır. Deneyin ilk gününde sıçanlar aydınlık bölmeye bırakılmış ve ortama 

alışması için de 10 dk süre verilmiştir. Bu sürenin ardından otomatik olarak açılan 

giyotinli kapı sıçanların karanlık bölmeye geçmesiyle kapanmıştır. Karanlık bölmeye 

geçen sıçanlara 3 sn süreyle 0,5 mA  elektroşok uygulanmıştır. Deneyin ikinci günü 



 
 

39 

ise sıçanlar aydınlık bölüme bırakılmış ve karanlık bölüme geçme süreleri 

kaydedilmiştir. Aydınlık bölüme bırakılan hayvanın 300 sn içerisinde karanlık 

bölüme geçmediği durumda ise deney sonlandırılmıştır (215). Sıçanların karanlık 

bölümden aydınlık bölüme geçme süreleri pasif sakınma cihazı (Commat®, APAV-

214 ELS, Türkiye) tarafından otomatik olarak kaydedilmiştir. 

3.4.4. Histokimyasal Boyama  

İn vivo gruplardan elde edilen hipokampüs dokuları paraformaldehitten 

çıkarılıp ksilol ve alkol solüsyon serilerinden geçirilerek parafine gömüldü. Parafin 

bloklardan 4-5 µm kalınlığında kesitler alındıktan sonra deparafinizasyon ve 

dehidrasyon işlemlerinden geçirilen kesitlere histolojik hematoksilen-eozin boyama 

yapılarak hipokampüs dokusu ve hipokampal nöronlar morfolojik olarak ışık 

mikroskobu altında değerlendirildi. 

3.5. Biyokimyasal Analizler  

 

3.5.1. Hücre Canlılığı Testleri 

 

3.5.1.1. MTT Testi 

MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)2,5-diphenyl tetrasodium bromide) canlı 

hücreler tarafından koyu mavi-mor renkli formazanlara [(2E,4Z)-4,5-

Dimethylthiazol-2yl)3,5- diphenylformazan] dönüştürülen sarı renkli bir substrat 

olup bu reaksiyon canlı hücrelerde bulunan aktif mitokondriler tarafından 

gerçekleştirilir ve hücre canlılığını ölçmek amacı ile kullanılır. Hücre canlılığı ve 

bileşiklerin sitotoksik etkilerini incelemek amacıyla üreticinin talimatlarına (Cayman 

Chemical Company®, Ann Arbor, MI, ABD) göre 3- (4,5-Dimetiltiazol-2-il) -2,5-

difeniltetrazolyum bromür (MTT) çözeltisi kullanıldı. Kısaca, 96’lık platelere ekilen 

farklılaşmış SH-SY5Y hücrelerinin üzerine 10 µl MTT reaktifi eklendi ve 3 saat 

37oC’de inkübe edildi. Süre bitiminde her bir kuyucuğa 100 µl kristal çözücü 

solüsyon eklenerek 4 saat 37oC CO2’li inkübatörde bekletildi. İnkübasyon sonunda 

her bir örneğin absorbansı 570 nm’de okutularak % canlılık değerleri hesaplandı. 
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3.5.1.2. LDH Testi  

Laktat Dehidrogenaz (LDH) hemen hemen her hücrede bulunan sitozolik bir 

enzimdir. Hücre membran bütünlüğü bozulduğu durumlarda ise ekstrasellüler ortama 

salınır. LDH sitotoksisite testi (Cayman Chemical Company®, Ann Arbor, MI, 

USA) üreticinin protokolüne göre gerçekleştirildi. Kısaca, 96’lık platelere 200 µl 

olacak şekilde ekimi yapılan farklılaşmış SH-SY5Y hücreleri 1 saat oda sıcaklığında 

inkübasyona bırakıldıktan sonra 400 rpm’de 5 dakika boyunca santrifüj edildi. 

Santrifüj işleminden sonra 100 µl süpernatant alınarak yeni kuyucuklara aktarımı 

gerçekleştirildi. Her bir kuyucuğa 100 µl LDH reaksiyon solüsyonu eklenerek 30 

dakika 37oC’de inkübe edildi. İnkübasyon sonunda her bir örneğin absorbansı 490 

nm’de ELISA okuyucuda (Epoch BioTek Instruments, Inc. Highland Park, 

Winooski, VT, USA) okutularak % sitotoksisite değerleri hesaplandı. 

3.5.2. Antioksidan Parametreler  

3.5.2.1. Süperoksit dismutaz (SOD) 

Hücrenin enzimatik antioksidan savunmasında önemli role sahip olan 

Süperoksit dismutaz (SOD), süperoksit radikallerini nötralize ederek hücreyi 

oksidatif hasara karşı koruyan enzimatik bir antioksidandır. SOD, süperoksit (O2
-) 

radikalini moleküler oksijene (O2) ve hidrojen peroksite (H202) katalizleyerek 

ortamdan süperoksitin uzaklaştırılmasını sağlamaktadır. Oksijen metabolizmasının 

yan ürünü olarak oluşan süperoksit ortamdan uzaklaştırılmadığı takdirde apoptoza 

yol açarak hücre ölümüne neden olmaktadır. H202 ise CAT gibi diğer antioksidan 

enzimler tarafından parçalanmaktadır. Bu nedenle, SOD, oksijene maruz kalan 

hemen hemen tüm canlı hücrelerde önemli bir antioksidan savunma mekanizmasının 

ilk savunma hattını oluşturmaktadır (216). Süperoksit dismutaz aktivitesinin tespiti 

için kullanılan kit (Bioassay Technology Laboratory®, Shanghai, China) üreticinin 

protokolüne göre gerçekleştirildi. 
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3.5.2.2. Katalaz (CAT) 

Katalaz (CAT), hücre içi organellerde özellikle peroksizom ve 

mitokondrilerde bulunan enzimatik bir antioksidandır. SOD tarafından süperoksit 

radikalinin detoksifikasyonu sonucunda ortaya H2O2'nin suya ve moleküler oksijene 

dönüştürülmesinden sorumludur. H2O2, bir radikal olmaması ve biyolojik 

moleküllerle reaksiyona girmemesine rağmen, Fenton reaksiyonuyla en reaktif 

oksijen türlerinden biri hidroksil radikalinin oluşumunda ve morfoloji, çoğalma, 

apoptoz, sinyalizasyon gibi birçok biyolojik sistemde ikinci bir haberci olarak rol 

almasından dolayı hücreden uzaklaştırılması oldukça önemlidir. Böylelikle CAT, 

H2O2 neden olabileceği oksidatif strese karşı hücrenin antioksidan savunma 

mekanizmasında önemli bir rol oynamaktadır (217). CAT aktivitesinin belirlenmesi 

amacıyla kullanılan kit (Bioassay Technology Laboratory®, Shanghai, China) 

üreticinin protokolüne göre yapıldı. 

3.5.3. Oksidan Parametreler  

3.5.3.1. Malondialdehid (MDA) 

Serbest radikallerin yol açtığı lipid peroksidasyonu sonucu oluşan 

Malondialdehid (MDA), oksidatif hasarın tespitinde kullanılmaktadır (218). İn vitro 

ve in vivo Alzheimer hastalığı modellerindeki MDA seviyeleri, üreticinin önerdiği 

protokole göre Bioassay Technology Laboratory®’den (Shanghai, China) 

Malondialdehid ELISA Kiti (Kolorimetrik) ile ölçüldü. 

3.5.3.2. Hidrojen peroksit (H2O2) 

Oksidatif stresin önemli bir belirteci olan hidrojen peroksit (H2O2), süperoksit 

radikalinin SOD tarafından veya mitokondriyal solunum sırasında univalent O2 

indirgemesi ile oluşmaktadır. Oksitleyici özelliğe ve hücre zarlarında serbestçe 

geçebilmesinin yanı sıra, ROS'un, özellikle de güçlü oksidanlar olan hidroksil radikal 

(OH) ve hipokloröz asidin (HOCl) öncüsüdür. CAT ve GSH-Px tarafından H2O2'nin 

ortamdan uzaklaştırılmasını sağlamaktadır (219). Hidrojen peroksit seviyesinin 

tespiti için kullanılan kit (Cayman Chemical Company®, Ann Arbor, MI, USA) 
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üreticinin protokolüne göre gerçekleştirildi. Kısaca, 96’lık platelerin her bir 

kuyucuğuna 100 µl ekilen farklılaşmış SH-SY5Y hücreleri 37oC’de 24 saat boyunca 

inkübe edildikten sonra üzerlerine 10 µl enzim reaksiyon solüsyonu eklendi. Her bir 

örneğin absorbansı 530 nm dalga boyunda ölçüldü. 

3.5.4. Amiloid beta peptidlerinin ölçümü  

Aβ1-40 ve Aβ1-42 peptitleri, γ-sekretaz enziminin APP’yi farklı bölgelerden 

kesmesi sonucunda oluşmaktadır. Hem Aβ1-40 hem de Aβ1-42 AH beyin dokusunda 

bulunan hücre dışı plakların ana bileşenleridir (220). İn vivo gruplardaki plazma 

Aβ1-40 ve Aβ1-42 peptit seviyeleri, üreticinin önerdiği protokole göre Aβ1-40 ve 

Aβ1-42 ELISA Kitleri (Bioassay Technology Laboratory®, Shanghai, China) 

kullanılarak ölçüldü. 

3.5.5. Tau protein tespiti  

Alzheimerin biyobelirteçlerinden biri olan Tau proteininin hiperfosforile 

olması durumunda AH beyinlerinde mikrotübüllerin stabilizasyonu bozulmakta ve 

Alzheimer’ın nöropatolojisinde gözlenen NFY’ların ana bileşenini oluşturmaktadır. 

(78). İn vitro deneylerde nöronal süperfüsatlarda in vivo deneylerde ise hipokampüs 

ve plazmada Tau protein düzeyleri Tau ELISA Kiti (Bioassay Technology 

Laboratory®, Shanghai, China) kullanılarak ölçüldü. 

Bioassay Technology Laboratory® ait ELISA protokolleri genel olarak 

aşağıdaki şekilde gerçekleştirildi: 

-96’lık platelerin her bir kuyucuğuna 40 µl konulan örneklerin üzerine herbir 

testin kendine ait olan Biotin solüsyonundan 10 µl (SOD, CAT, MDA, Tau, Aβ1-40 

ve Aβ1-42) eklendi.  

-Tüm kuyucuklara 50 µl Streptavidin-HRP solüsyonu eklenip plate üzeri foil 

ile kapatıldı. Plate 1 saat boyunca 37ºC’de inkübe edildi.   

-İnkübasyon sonrasında ELISA plak yıkayıcısında 5×350 ml olacak şekilde 

yıkama işlemi gerçekleştirildi.  
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-Bu işlem sonrasında tüm kuyucuklara Substrat-A ve Substrat-B eklenip 

37ºC’de 10 dakika boyunca inkübasyona bırakıldı.  

-Süre bitiminde 50 µl Stop solüsyonu eklenerek her bir örneğin absorbansı 

450 nm dalga boyunda ELISA okuyucuda (Epoch BioTek Instruments, Inc. Highland 

Park, Winooski, VT, USA) ölçüldü. 

3.6. İstatistiksel Analizler 

Çalışmalar sonucunda elde edilen veriler ortalama ± ortalamanın standart 

hatası olarak ifade edildi. Verilerin istatistiksel analizinde SPSS® 17.0 (Chicago, IL, 

USA) programı kullanıldı. Verilerin normal dağılıma uygunluğu Kolmogorov-

Smirnov testi ile analiz edildi. Veriler tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ve 

devamında post-hoc LSD testi ile karşılaştırıldı. p<0.05 düzeyi istatistiksel olarak 

anlamlı kabul edildi.  
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4. BULGULAR 

 

4.1.  İn Vitro Nöronal AH Modelinde Karvakrol Maruziyeti 

Sonrasında Elde Edilen Bulgular  

 

4.1.1. Retinoik asit uygulanan SH-SY5Y hücrelerinin normal nöron 

hücrelerine dönüştürülmesi 

T75 flasklara ekilen SH-SY5Y hücrelerinin nöronal benzeri hücrelere 

farklılaşması amacıyla RA kullanılmıştır. Farklılaşma süresince hücrelerin 

morfolojik özellikleri  inverted mikroskop altında incelenmiştir. Buna göre SH-

SY5Y hücrelerinde belirgin morfolojik değişiklikler gözlemlenmiş olup dendrit ve 

aksonların uzadığı belirlenmiştir. Nöritler aracılığıyla hücreler arasında fiziksel 

iletişim ve temasın arttığı gözlemlenmiştir (Şekil 4.1). 

 
Şekil 4.1. Farklılaşmamış (A) ve farklılaşmış (B) SH-SY5Y hücre kültürlerinin morfolojik 

görüntüleri 
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4.1.2. Farklı Konsantrasyonlardaki Amiloid Beta Uygulamasına Karşı 

MTT Analiz Sonuçları 

Farklılaşmış olan SH-SY5Y hücrelerinin amiloid beta peptidine karşı IC50 

değerlerini belirleyebilmek amacıyla çeşitli konsantrasyonlarda Aβ1-42 (1, 5, 10,  

25, 50, 100 ve 125 µM) ile 48 saat süresince inkübe edildi. İnkübasyon sonucunda 

hücrelerin % canlılık oranları MTT analizi ile belirlendi. Sonuç olarak 48 saat 

süresince 50 µM konsantrasyondaki amiloid beta’nın toplam hücre popülasyonlarının 

%50,9'ini öldürdüğü tespit edildi (Şekil 4.2). 

 
Şekil 4.2.  SH-SY5Y hücrelerinde 48 saat süresince farklı konsantrasyonlarda uygulanan 

Amiloid-β maruziyetinin hücre canlılığı üzerine etkisi. 
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4.1.3. Hücre Canlılığı Analiz Sonuçları  

Hücre canlılığını test  etmek için yapılan MTT testinin sonuçlarına göre AD 

oluşturulan hücre hattı grubunda hücre canlılığı kontrol grubuna göre azalmıştır (p< 

0.001, Şekil 4.3). Hücre canlılığındaki bu azalma karvakrolün her üç dozu (100, 200, 

300 µM) ve pozitif kontrol olarak galantamin tarafından istatistiksel olarak anlamlı 

düzeyde önlenerek hücre canlılık oranı artmıştır (p< 0.001, Şekil 4.3). 

 
Şekil 4.3.  İn vitro koşullarda oluşturulan AH modelinde SH-SY5Y hücrelerinde gözlenen hücre 

canlılığı. (### p<0.001 kontrol grubuyla, ***p<0.001  AD grubuyla 
karşılaştırıldığında) 

Laktat dehidrogenaz enzim konsantrasyonunu test etmek için yapılan LDH 

testinin sonuçlarına göre AD oluşturulan hücre hattı grubunda hücre kültürü ortamına 

salınan LDH enzim konsatrasyonu kontrole göre anlamlı derecede artmış olup bunun 

anlamı AD grubundaki hücre canlılığının kontrole göre azalmasıdır.  Çünkü hücre 

membran bütünlüğü bozulan hücrelerden sitoplazmik içerikteki LDH enzimi 

ekstrasellüler ortama salınır (p<0.001, Şekil 4.4). Hücre canlılığındaki bu azalma 
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karvakrolün her üç dozu (100, 200, 300 µM) ve pozitif kontrol olarak galantamin 

tarafından istatistiksel olarak anlamlı düzeyde önlenerek hücre canlılık oranı artmıştır 

(p< 0.001, Şekil 4.4). 

 
Şekil 4.4. İn vitro koşullarda oluşturulan AH modelinde SH-SY5Y hücrelerinde gözlenen LDH 

Aktivitesi (###p<0.001 kontrol grubuyla, ***p<0.001 AD grubuyla 
karşılaştırıldığında) 
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4.1.4. Antioksidan Analiz Sonuçları  

SOD antioksidan enzim aktivitesini test etmek için gerçekleştirilen SOD 

testinin sonuçlarına göre gruplar arasında istatistiksel olarak bir anlamlılık 

gözlenmemiştir. (p> 0.05, Şekil 4.5).  

 

 
Şekil 4.5. In vitro koşullarda oluşturulan AH modelinde SH-SY5Y hücrelerinde süperoksit 

dismutaz (SOD)  aktivitesi değerleri. n.s: p>0.05 
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CAT antioksidan ezim aktivitesini test etmek için gerçekleştirilen CAT 

testinin sonuçlarına göre AD oluşturulan hücre hattı grubunda CAT aktivitesi kontrol 

grubuna göre artmıştır(p< 0.05, Şekil 4.6).  CAT aktivitesindeki bu artma 

karvakrolün her üç dozu (100, 200, 300 µM) tarafından istatistiksel olarak anlamlı 

düzeyde azaltılmıştır (p< 0.05, Şekil 4.6). 

 
Şekil 4.6. In vitro koşullarda oluşturulan AH modelinde SH-SY5Y hücrelerinde katalaz (CAT) 

aktiviteleri (#p<0.05 kontrol grubuyla, *p<0.05 AD grubuyla karşılaştırıldığında) 



 
 

50 

4.1.5. Oksidan Parametre Sonuçları 

MDA oksidatif marker konsantrasyonunu test etmek için yapılan MDA 

testinin sonuçlarına göre AD oluşturulan hücre hattı grubunda MDA aktivitesi 

kontrol grubuna göre anlamlı artmıştır (p<0.01, Şekil 4.7), MDA aktivitesindeki bu 

artma karvakrolün her üç dozu tarafından (100, 200 ve 300 µM p< 0.001, Grafik 4.7) 

ve pozitif kontrol grubundaki galantamin tarafından istatistiksel olarak anlamlı 

düzeyde önlenerek oksidatif stres belirteci azaltılmıştır (p< 0.001, Şekil 4.7). 

 
Şekil 4.7. In vitro koşullarda oluşturulan AH modelinde SH-SY5Y hücrelerinde malondialdehid 

(MDA) aktivitesi değerleri (##p<0.01 kontrol grubuyla, **p<0.01 ve ***p<0.001 AD 
grubuyla karşılaştırıldığında) 
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H2O2 oksidatif belirteç konsantrasyonunu test etmek için gerçekleştirilen 

H2O2 testinin sonuçlarına göre AD oluşturulan hücre hattı grubunda H2O2 düzeyi 

kontrol grubuna göre artmıştır (p<0.001, Şekil 4.8). H2O2 düzeyindeki bu artma 

karvakrolün her üç dozunda (100, 200, 300 µM) ve pozitif kontrol grubunda 

istatistiksel olarak anlamlı düzeyde önlenerek oksidatif stres markerı olan H2O2  

azaltılmıştır (p< 0.001, Şekil 4.8). 

 
Şekil 4.8. In vitro koşullarda oluşturulan AH modelinde SH-SY5Y hücrelerinde hidrojen 

peroksit (H2O2) değerleri. (###p<0.001 kontrol grubuyla, **p<0.01 ve ***p<0.001 
AD grubuyla karşılaştırıldığında) 
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4.1.6. Tau Proteini Bulguları 

İn vitro deneylerde Tau miktarını test etmek için gerçekleştirilen Tau testinin 

sonuçlarına göre gruplar arasında istatistiksel olarak bir anlamlılık gözlenmemiştir 

(p> 0.05, Şekil 4.9).  

 
Şekil 4.9. İn vitro koşullarda oluşturulan AH modelinde SH-SY5Y hücrelerinde gözlenen Tau 

proteini seviyesi. n.s: p>0.05. 

4.2. İn Vivo Koşullarda Oluşturulan AH Modelinde Karvakrolün 

Etkinliği  

İn vivo çalışmalardan elde edilen serum ve hipokampüs dokuları 

homojenatında SOD, CAT, MDA, H2O2 ve Tau protein seviyesinin ölçümü 

yapılmıştır. Bununla birlikte serum örneklerinde Aβ1-40 ve Aβ1-42 peptid 

seviyelerinin ölçümü de gerçekleştirildi. Ayrıca, hayvanların bilişsel durumlarını 

değerlendirmek için pasif sakınma testi yapıldı. Histolojik boyama ve değerlendirme 

amacıyla in vivo gruplardan elde edilen hipokampüs dokularına Hematoksilen-eozin 

boyaması gerçekleştirildi. 
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4.2.1. Antioksidan Analiz Sonuçları  

Ratların serumlarında SOD antioksidan enzim aktivitesini test etmek için 

gerçekleştirilen SOD testinin sonuçlarına göre gruplar arasında istatistiksel olarak bir 

anlamlılık gözlenmemiştir (p> 0.05, Şekil 4.10).  

 
Şekil 4.10. In vivo deney grubu hayvanlarının serum Süperoksit Dismutaz (SOD)  aktivitesi 

değerleri. n.s: p>0.05. 
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Ayrıca ratların hipokampüslerinde de SOD antioksidan enzim aktivitesini test 

etmek için gerçekleştirilen SOD testinin sonuçlarına göre gruplar arasında 

istatistiksel olarak bir anlamlılık gözlenmemiştir (p> 0.05, Şekil 4.11).  

 
Şekil 4.11.  In vivo deney grubu hayvanlarının hipokampüs dokusu Süperoksit Dismutaz (SOD)  

aktivitesi değerleri. n.s: p>0.05. 
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Ratların serumlarında CAT antioksidan enzim aktivitesini test etmek için 

gerçekleştirilen CAT testinin sonuçlarına göre AD oluşturulan grupta CAT aktivitesi 

kontrol grubuna göre artmıştır (p<0.05, Şekil 2.12.) ve diğer gruplar arasında 

istatistiksel olarak bir anlamlılık gözlenmemiştir (p< 0.05, Şekil 4.12).  

 
Şekil 4.12. In vivo deney grubu hayvanlarının serum Katalaz (CAT) aktiviteleri (#p<0.05 

kontrol grubuyla karşılaştırıldığında) 
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Ratların hipokampüs dokularında CAT antioksidan enzim aktivitesini test 

etmek için gerçekleştirilen CAT testinin sonuçlarına göre gruplar arasında 

istatistiksel olarak bir anlamlılık gözlenmemiştir (p> 0.05, Şekil 4.13).  

 
Şekil 4.13. In vivo deney grubu hayvanlarının hipokampüs dokusu Katalaz (CAT) düzeyleri. n.s: 

p>0.05. 
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4.2.2. Oksidan Parametre Sonuçları 

Ratların serumlarında MDA oksidatif marker konsantrasyonunu test etmek 

için gerçekleştirilen MDA testinin sonuçlarına göre gruplar arasında istatistiksel 

olarak bir anlamlılık gözlenmemiştir (p> 0.05, Şekil 4.14).  

 
Şekil 4.14. In vivo deney grubu hayvanlarının serum Malondialdehid (MDA) düzeyleri. n.s: 

p>0.05. 
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Diğer taraftan ratların hipokampüs dokularında ise serumun aksine MDA 

oksidatif marker konsantrasyonunu test etmek için gerçekleştirilen MDA testinin 

sonuçlarına göre AD oluşturulan grupta MDA düzeyi kontrol grubuna göre anlamlı 

artmıştır (p<0.01, Şekil 4.15), MDA aktivitesindeki bu artma karvakrol tarafından 

(p<0.05, Şekil 4.15) ve pozitif kontrol olarak galantamin tarafından istatistiksel 

olarak anlamlı düzeyde önlenerek oksidatif stres belirteci azaltılmıştır (p< 0.05, Şekil 

4.15). 

 
Şekil 4.15. In vivo deney grubu hayvanlarının hipokampüs dokusu malondialdehid (MDA) 

düzeyleri (#p<0.05 kontrol grubuyla, *p<0.05 ve **p<0.01 AD grubuyla 
karşılaştırıldığında) 
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Ratların serumlarında H2O2 oksidatif belirteç konsantrasyonunu test etmek 

için gerçekleştirilen H2O2 testinin sonuçlarına göre gruplar arasında istatistiksel 

olarak bir anlamlılık gözlenmemiştir. (p>0.05, Şekil 4.16).  

 
Şekil 4.16. In vivo deney grubu hayvanlarının serum hidrojen peroksit (H2O2) düzeyleri. n.s: 

p>0.05. 

Ratların hipokampüs dokularında H2O2 oksidatif belirteç konsantrasyonunu 

test etmek için gerçekleştirilen H2O2 testinin sonuçlarına göre AD oluşturulan grupta 

H2O2 düzeyi kontrol grubuna göre artmıştır (p<0.01, Şekil 4.17), H2O2 düzeyindeki 

bu artış karvakrol tarafından (p<0.05, Şekil 4.17) ve pozitif kontrol olarak 

galantamin tarafından istatistiksel olarak anlamlı düzeyde önlenerek oksidatif stres 

belirteci azaltılmıştır (p< 0.05, Şekil 4.17). 
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Şekil 4.17.  In vivo deney grubu hayvanlarının hipokampüs dokusu hidrojen peroksit (H2O2) 

düzeyleri (##p<0.01 kontrol grubuyla, *p<0.05 AD grubuyla karşılaştırıldığında) 
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4.2.3. Amiloid Beta Bulguları 

Ratların serum Aβ1-42 peptid seviyelerini test etmek için gerçekleştirilen 

Aβ1-42  testinin sonuçlarına göre gruplar arasında istatistiksel olarak bir anlamlılık 

gözlenmemiştir (p> 0.05, Şekil 4.18).  

 
Şekil 4.18. In vivo deney grubu hayvanlarının serum Aβ1-42 peptid seviyeleri. n.s.: p>0.05. 
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Benzer şekilde ratların serum Aβ1-40 peptid seviyelerini test etmek için 

gerçekleştirilen Aβ1-40  testinin sonuçlarına göre de gruplar arasında istatistiksel 

olarak bir anlamlılık gözlenmemiştir (p>0.05, Şekil 4.19).  

 
Şekil 4.19. In vivo deney grubu hayvanlarının serum Aβ1-40 peptid seviyeleri. n.s.: p>0.05. 
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4.2.4. Tau Proteini Bulguları 

Ratların serumlarında Tau protein seviyelerini test etmek için gerçekleştirilen 

Tau testinin sonuçlarına göre gruplar arasında istatistiksel olarak bir anlamlılık 

gözlenmemiştir (p>0.05, Şekil 4.20).  

 
Şekil 4.20. In vivo deney grubu hayvanlarının serum Tau protein seviyeleri. n.s.: p>0.05. 
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Benzer şekilde ratların hipokampüs dokularında Tau protein seviyelerini test 

etmek için gerçekleştirilen Tau testinin sonuçlarına göre gruplar arasında istatistiksel 

olarak bir anlamlılık gözlenmemiştir (p> 0.05, Şekil 4.21).  

 
Şekil 4.21. In vivo deney grubu hayvanlarının hipokampüs dokusu  Tau protein düzeyleri. n.s.: 

p>0.05. 
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4.2.5. Pasif Sakınma Testi Bulguları 

İn vivo AH modelinin başarı ile oluşturulduğu öğrenme testi (Pasif sakınma)  

ile doğrulanmıştır. Kısa süreli belleğin değerlendirilmesi amacıyla yapılan pasif 

sakınma testine göre AD grubundaki hayvanların karanlık bölüme geçme süresi 

kontrol grubuna göre anlamlı derecede artmıştır (p< 0.05, Şekil 4.22), diğer taraftan 

bu artışlar karvakrol ve galantamin tarafından ayrı ayrı azaltılmıştır (p< 0.05, Şekil 

4.22). 

 
Şekil 4.22. Pasif Sakınma testi sonuçları (#p<0.05 kontrol grubuyla, *p<0.05 AD grubuyla 

karşılaştırıldığında) 
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4.2.6. Histopatolojik Bulgular 

İn vivo gruplardan elde edilen hipokampal kesitler hematoksilen-eozin ile 

boyanarak histopatolojik değerlendirilmesi yapıldı. Kontrol grubu ratlardan elde 

edilen hipokampüslerin boyama sonrasında farklı büyütmelerle elde edilen 

görüntülerinde piramidal, moleküler, granüler ve polimorfik tabakalarının normal 

görümünde olduğu gözlendi. Moleküler tabakada bulunan nöronal hücrelerin sınırları 

belirgin ve zar bütünlüğü düzgün ve normal görünümde olduğu görüldü (Şekil 4.23 

A-D).  

Alzheimer sıçan modeli oluşturmak için amiloid beta peptidin hipokampüs 

içine enjekte edildiğini gösteren enjeksiyon alanı Şekil 4.24’de verilmiştir. 

Enjeksiyon sırasında iğne ucunun hipokampüs içine kadar ilerlediğini ve amiloid 

beta peptidin hipokampal alana enjekte edildiği bu şekilde farklı büyütmelerle 

verilmiştir. 

Deney gruplarında hipokampal moleküler tabakada nöronal hücrelerin 

histopatolojik bulguları Şekil 4.25’te verilmiştir. Buna göre kontrol grubunda 

sınırları belirgin ve zar bütünlüğü düzgün normal nöronal hücre şekli görülmektedir 

(Şekil 4.25-A). Alzheimer grubunda nöronal hücrelerde şiddetli büzülme, hücre 

sınırları bozulmuş, zar bütünlüğü kaybolmuş ve nöron sayısında azalma 

gözlenmektedir (Şekil 4.25-B). Galantamin grubunda kontrol grubundakine benzer 

şekilde, sınırları belirgin ve zar bütünlüğü düzgün normal nöronal hücre görünümü 

saptanmıştır (Şekil 4.25-C). Karvakrol grubunda  ise Alzheimer grubuna göre 

nöronal hücrelerdeki büzülmenin büyük oranda azaldığı, hücre sınırlarının daha 

belirgin olduğu, zar bütünlüğünün korunduğu görülmüş ve nöron sayısında önemli 

ölçüde azalmaya rastlanmamıştır (Şekil 4.25-D). 
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Şekil 4.23. Kontrol grubu hematoksilen-eozin boyaması ile rat hipokampüsü. (A) normal 

görünümde hipokampüs ve CA1, CA2 ve CA3 alanları (X20 büyütme), (B) normal 
görünümde hipokampüsün piramidal, moleküler, granüler ve polimorfik 
tabakaları (X20 büyütme), (C) normal moleküler tabaka görünümü (X200 
büyütme), (D) moleküler tabakada  normal nöronal hücre görünümü, (X400 
büyütme). CA : cornu ammonis, DG: Dentat gyrus. Scale bar: 1000 µm. 
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Şekil 4.24. Karvakrol grubunda intrahipokampal enjeksiyon alanı (A) X20 büyütme,  (B) X40 
büyütme, (C) X100 büyütme, (D) X400 büyütme ile gösterilmiştir. Her panelde ok 
ucu enjeksiyon sırasında hipokampüs içinde iğne ucunun hasarladığı alanı 
göstermektedir. Hematoksilen-eozin boyaması yapılmıştır. 
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Şekil 4.25. Deney gruplarında hipokampal moleküler tabakada nöronal hücre görüntüleri.  (A) 

kontrol grubu; (B) Alzheimer grubu; (C) galantamin grubu; (D) Karvakrol grubu 
(X400). Kalın açık ok uçları nöronları, g->gliyal hücreleri göstermektedir. 
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5. TARTIŞMA 

 

Alzheimer hastalığı (AH), gittikçe artan hafıza kaybı ve bilişsel işlevlerde 

azalma ile karakterize ilerleyici ve kronik nörodejeneratif bir hastalıktır (85, 221). 

Dünya çapında, 46 milyon insanın AH'den muzdarip olduğu tahmin edilmektedir 

(35). AH'nin etiyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte, hücre dışında amiloid β 

birikmesi, hücre içinde artmış Tau protein fosforilasyonu ve oksidatif stresin 

Alzheimer patofizyolojisinde önemli rol oynadığı kabul edilmektedir (86).  

Nöron ve mitokondri membranında bulunan amiloid prekürsör proteinin 

(APP) β-sekretaz ve γ-sekretaz proteolitik enzimleri tarafından parçalanmasıyla 

amiloid β (Aβ) peptitleri oluşmaktadır. Amiloid plaklar ise bu peptitlerin hücre dışı 

alanda bir araya gelmesiyle oluşmuş yapılardır (9, 10). Sekretaz enzimlerinin APP’yi 

farklı bölgelerden kesmesiyle farklı sayılarda aminoasit içeren Aβ türlerinin meydana 

gelmesine neden olmaktadır. Farklı uzunluklarda meydana gelen bu Aβ türlerinden 

en toksik olanı 42 aminoasit uzunluğunda oluşan Aβ (Aβ42)’dir (12). Tübüline bağlı 

şekilde bulunan ve mikrotübüllerin stabilizasyonunda rol oynayan Tau proteinlerinin 

kinaz enzimleri tarafından fosforile edilmesiyle hiperfosforile Tau proteinleri 

oluşmaktadır. Toksik karakterdeki çözünemeyen bu yapılar hücre içinde birikerek 

Alzheimer’ın ikinci nöropatolojik bulgusu olan nörofibriler yumakların oluşumuna 

yol açmaktadır (79, 80, 82). Hem Aβ peptidinin aşırı üretimi ve birikimi sonucunda 

meydana gelen amiloid plaklar hem de hiperfosforile Tau agregatlarının oluşturduğu 

nörofibriler yumaklar bilişsel fonksiyonlarda işlev bozukluğuna, nöronal toksisiteye 

ve nörodejenerasyona yol açmaktadırlar (11, 222, 223). 

Reaktif oksijen türlerin (ROS) / reaktif nitrojen türlerinin (RNS) üretimi ve 

antioksidan savunma mekanizması arasındaki dengenin bozulmasından kaynaklanan 

oksidatif stres, Alzheimerin patogenezinden sorumlu tutulan bir diğer ana faktördür 

(224). Alzheimer’li hastaların beyinlerinde meydana gelen redoks durumundaki 

değişikliklerden dolayı serbest radikallerin aşırı birikmesi, protein oksidasyon ve lipit 



 
 

71 

peroksidasyon seviyesinin artması AH’nın yaygın patolojik bir özelliği olarak ortaya 

çıkmaktadır. (7, 85, 107). Bununla birlikte, oksidatif stresin nöronal hücre 

disfonksiyonuna, Aβ birikimine, hücre ölümüne ve bilişsel işlev bozukluğuna yol 

açtığı yapılan çalışmalar sonucu tespit edilmiştir. Bu durum oksidatif stresin AH’nın 

erken dönemlerinde ortaya çıktığını göstermektedir. Ayrıca Aβ’nın beyindeki ROS 

üretimini artırarak mitokondriyal hasara neden olduğu da bilinmektedir (57, 224, 

225). Bu nedenle antioksidan tedavi, AD'nin önlenmesi ve septomatik tedavisinde 

yeni terapötik bir yaklaşım olarak kabul edilmektedir (223). 

Günümüzde AH tedavisinde geliştirilen terapötik stratejilerden biri, 

asetilkolinin (ACh) hidrolizinde rol oynayan temel enzim olan asetilkolinesteraz 

(AChE) inhibitörlerinin kullanılmasıdır (30). ACh, merkezi sinir sistemindeki sinyal 

iletiminde önemli rol oynayan bir nörotransmitterdir. Alzheimer’li hastaların 

beyinlerinde ACh seviyesi büyük ölçüde azalmaktadır. AChE'nin inhibisyonu 

sonucunda bilişsel fonksiyonlarda gelişme gözlemlendiğinden dolayı hastalığın 

septomatik tedavisinde FDA onaylı asetilkolin esteraz inhibitör özelliğine sahip olan 

Galantamin ilaç olarak kullanılmaktadır.  

Galantamin gibi bir fitokimyasal bileşik olan karvakrol, Origanum ve Thymus 

(kekik) gibi Lamiaceae familyasına ait bitkilerin uçucu yağlarında bulunan fenolik 

bir monoterpen olup daha önce yapılan in vitro ve in vivo çalışmalarda antioksidan 

ve asetilkolin esteraz inhibitör aktivitelerine sahip olduğu bildirilmiştir. (25, 26, 226). 

Henüz etkin bir tedavisi bulunmayan AH’nın ilerlemesinin durdurulması ve 

semptomatik tedavisinde, hastalığın patofizyolojisinden sorumlu olan oksidatif stresi, 

amiloid beta birikimini, kolinerjik kaybı ve Tau fosforilasyonunu azaltabilecek 

özellikteki yeni terapötik ajanlara gereksinim vardır. Bu gereksinim doğrultusunda, 

sunulan tez çalışmasında antioksidan ve antikolinesteraz etkinliği bilinen 

karvakrolün in vitro ve in vivo deneysel AH modellerinde anti-Alzheimer etkisi 

araştırılmıştır.  

İnsan nöroblastoma (SH-SY5Y) hücreleri, nöronların birçok biyokimyasal ve 

fonksiyonel özelliklerine sahip olmalarından dolayı Aβ nörotoksisite 
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değerlendirmeleri için yapılan in vitro çalışmalarda nöronal/hücresel Alzheimer 

modeli oluşturmak amacıyla kullanılan en genel hücre hattıdır (227).  

Sunulan çalışmada in vitro bulgularımıza göre AD oluşturulan grupta azalan 

hücre canlılığının karvakrol tarafından önlenerek canlılık oranının arttığı ve 

böylelikle karvakrolün nöroprotektif etki gösterdiği tespit edilmiştir. İn vivo 

deneylerdeki pasif sakınma testinde AH modeli hayvanların karanlık bölmeye girme 

sürelerinin uzaması ve bunun karvakrol tarafından kısaltılması ve ayrıca hipokampal 

histolojik kesitlerde karvakrolün AH grubunda bozulan nöronal morfolojiyi 

iyileştirici etkisinin görüldüğü bulgularımız karvakrolün in vitro nöroprotektif 

etkilerini doğrulamıştır. Bu bulgularımızla uyumlu olarak önceki çalışmalarda 

karvakrolün in vitro da nöronlar üzerine sitoprotektif ve nöroprotektif etkileri olduğu 

bildirilmiştir (228, 229). 

Bununla birlikte in vitro bulgularımıza göre AH grupta düzeyleri artan 

oksidatif stres belirteçlerinden H2O2 ve MDA’nın karvakrolün her üç konsantrasyonu 

tarafından da azaltılması karvakrolün nöronal AH modelinde antioksidan etkiler 

gösterdiğini ortaya çıkarmıştır.  Ayrıca yine in vitro AH grupta antioksidan enzim 

CAT’ ın düzeyinin kontrole göre artması ve karvakrol uygulaması ile birlikte 

azalması, AH’de serbest radikallerin artışına paralel olarak, bu radikallerin toksik 

etkilerini ortadan kaldırmak amacıyla enzimatik antioksidan aktivasyonda da bir 

artışın olduğunun göstergesidir. 

AH patofizyolojisinde oksidatif stres önemli bir rol oynamaktadır. Daha önce 

yapılan deneysel çalışmalarda AH modelinde oksidatif stres belirteçlerinden MDA, 

ROS, 4-HNE ve TBARS seviyelerinin arttığı bildirilmiştir (230). Ji ve arkadaşları 

(231) tarafından gerçekleştirilen bir çalışmada, SH-SY5Y hücrelerinin Aβ ile 

muamelesi sonrasında hücre içi ROS miktarının ve MDA seviyesinin arttığı ve SOD 

ile GSH-Px antioksidan enzim düzeyinin azaldığı bildirilmiştir. Yine SH-SY5Y 

hücrelerinde Aβ1-42 kaynaklı sitotoksisitenin araştırıldığı bir çalışmada, Aβ ile 

oluşturulan Alzheimer grubundaki ROS miktarının kontrol grubuna göre on kat artış 

gösterdiği tespit edilmiştir (232). Zhang ve arkadaşları (233) tarafından yapılan başka 

bir çalışmada,  Aβ1-42’nin intrahipokampal enjeksiyonuyla sıçanlarda oluşturulmuş 
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olan AH modelinde sıçan beyinlerinden elde edilen dokularda Aβ’nın SOD 

aktivitesini azalttığı ve MDA seviyesini ise artırdığı belirlenmiştir. Kantar Gök ve 

arkadaşları (234) tarafından gerçekleştirilen çalışmada ise, Aβ1-42 uygulanan 

hayvanlarda oksidatif stres belirteçleri olan 4-HNE ve TBARS seviyelerinin kontrol 

grubuna göre anlamlı bir şekilde arttığı tespit edilmiştir. Başka bir çalışmada Aβ ile 

indüklenmiş AH sıçan modelinde antioksidan-oksidan parametrelerin etkinliği 

araştırılmış olup sıçan kortikal ve hipokampal dokularda CAT, GPx, SOD ve GSH 

antioksidan enzim aktivitelerinin azaldığı ve MDA oksidan düzeyinin arttığı 

bulunmuştur (235). Ayrıca, yüksek MDA düzeyi, Alzheimer’da amiloidozlu birçok 

hayvan modellerinde gözlemlendiği bildirilmiştir (236). 

Çalışmamızda, karvakrolün in vitro nöronal modelde, hücresel düzeyde 

oksidatif stres belirteçlerini azaltması ve hücre canlılığını artırması karvakrolün 

muhtemelen nöronal oksidatif hasarı önleyerek nöroprotektif etkiler gösterdiğini 

önermektedir. Bu bulgularımız karvakrolün antioksidan etkilerini bildiren daha 

önceki çalışmalarla da uyumludur. Bu çalışmaların birinde Medhat ve arkadaşları 

(237) AlCl3 ile indüklenen in vivo AH modelinde karvakrolün antioksidan rolünü 

araştırmayı amaçlamış ve sonuçta sıçanlardan elde edilen beyin dokularında 

karvakrolün antioksidan enzim SOD ile GSH aktivitesini arttırdığını ve oksidatif 

stres göstergesi TBARS ve gelişmiş oksidasyon protein ürünü (AOPP) üretimini 

inhibe ettiğini bulmuşlardır. Bununla birlikte azalmış olan asetilkolin seviyesini 

artırarak asetilkolinesteraz inhibitör etki gösterdiği de tespit edilmiştir (237). Yine 

karvakrolün antioksidan ve asetilkolinesteraz inhibitör etkisinin araştırıldığı başka bir 

çalışmada ise, DPPH serbest radikal, süperoksit anyon radikal ve hidrojen peroksit 

temizleme aktiviteleri, demirli iyon şelatlama, ABTS radikal katyon deklorizasyon 

ve ferrik tiyosiyanat testlerle antioksidan kapasitesi ve Ellman’s metot ile 

kolinesteraz inhibisyon özelliği değerlendirilmiş olup güçlü bir antioksidan 

aktiviteye ve AChE inhibitör etkiye sahip olduğu bildirilmiştir (238). Kaufmann (28) 

ve ayrıca Orhan ve arkadaşları (29) tarafından in vitro çalışmalarda da karvakrolün 

asetilkolinesteraz inhibitör aktivitesine sahip olduğu gösterilmiştir. Karvakrolün 

nöroprotektif ve antioksidan etkilerinin araştırıldığı in vivo ve in vitro çalışmalarda, 

etanol indüklü hipokampal nöronal hasarı azaltarak hücre canlılığını artırdığı ve 

MDA oksidan seviyesini azaltıp SOD, GSH, GSH-Px ve CAT enzim aktivitelerini 



 
 

74 

artırdığı belirlenmiştir. Karvakrolün, etanolün neden olduğu nöron hasarı üzerindeki 

protektif etkisinin yanı sıra oksidatif strese karşıda koruyucu rol oynadığı 

bildirilmiştir (239). SH-SY5Y insan nöroblastom hücrelerinde H2O2 kaynaklı 

sitotoksisiteye karşı karvakrolün nöroprotektif ve antioksidan etkisinin araştırıldığı 

bir başka çalışmada, karvakrolün, SH-SY5Y hücrelerinde antioksidan kapasiteyi 

artırarak ve mitokondriyal hasarı azaltarak protektif etki gösterdiği bildirilmiştir 

(228). 

AH patofizyolojisine dair kabul edilen teorilerden taupati’ye göre, her ne 

kadar nöronal intrasellüler tau proteinlerinin aşırı fosforilasyonu sonucu oluşan tau 

proteinlerinin patolojik agregasyonunun hastalığın ana nedeni olduğu yönünde genel 

bir kabul olsa da daha önce yapılan çok sayıda çalışma tau protein agregatlarından 

ziyade agrege olmamış normal tau proteinlerinin aşırı ekspresyonunun AH’deki 

nörodejenerasyona ve bilişsel yetilerdeki azalmaya yol açtığını bildirmiştir (240-

242). Bu çalışmalardan birinde beş AH’ nın, ölümden hemen sonra, alınan 

hipokampüs dokularında tau mRNA düzeylerinin kontrollere göre daha yüksek 

olduğu bulunmuştur (240). Bolos ve arkadaşlarının (241) yapmış olduğu bir 

çalışmada, Tau proteininin monomerlerden ve dimerlerden oluşan rekombinant insan 

Tau izoformunu içeren retrovirüsler aracılığıyla farelere enjekte edilerek çözülebilir 

Tau’nun AH’deki rolünü araştırmayı hedeflemiş ve sonuçta çözünür Tau’nun fare 

hipokampal nöronlarında morfolojileri değiştirdiği, plastisiteyi bozduğu ve bunun 

sonucunda davranışsal fonksiyonlarda bozulmaya yol açtığı bildirilmiştir. Cowan ve 

Mudher (242) ise, Drosophila tauopati modeli kullanarak yüksek oranda fosforile 

edilmiş çözünür Tau’nun Alzheimerdaki toksisitesini araştırmışlardır. Çalışmanın 

sonuçlarına göre çözünür hiperfosforile Tau’nun, sito-iskelet sisteminin stabilizasyon 

bozukluğuna, sinaptik fonksiyon ve aksonal transport disfonksiyonuna yol açarak 

davranışsal fonksiyonlarda bozulmaya neden olduğunu bildirilmiştir. 

Sunulan çalışmada in vitro nöronal süperfüzatlarda ve in vivo deneylerde 

plazma ve hipokampal dokuda tau protein düzeyleri AH modellerinde ve karvakrol 

uygulanan gruplarda değişmedi. Bunun muhtemel bir nedeni amiloid beta ile 

indüklenen AH modelinde tau ekspresyonunun etkilenmiyor olması olabilir. Çünkü 
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insan hastalıklarını taklit eden deneysel bir model tek başına hastalığa ait tüm 

patofizyolojik özellikleri taklit edememektedir.   

Bulgularımıza göre, elde edilen hem serum hemde hipokampüs doku 

örneklerinde gruplar arasında SOD ve CAT enzim aktiviteleri ile Tau protein 

seviyelerinde belirgin değişikliğe yol açmamıştır. Aβ1-40 ve Aβ1-42  peptid 

seviyelerini değerlendirmek amacıyla serum örneklerinde gerçekleştirilen Aβ1-40 ve 

Aβ1-42 analiz sonuçlarına göre gruplar arasında istatiksel açıdan bir farklılık 

bulunmamıştır. Oksidatif hasar analizi için yapılan çalışmada ise, serum örneklerinin 

kontrol grupları için tespit edilen MDA ve H2O2 seviyelerinin, amiloid beta ve 

karvakrolün uygulandığı deney gruplarından elde edilen değerler arasında 

istatistiksel açıdan önemli bir farklılık bulunmamıştır. Hipokampüs dokularında 

gerçekleştirilen oksidatif hasar analiz sonuçlarında ise, Alzheimer’li grupta artan 

MDA ve H2O2 seviyelerinin karvakrol tarafından istatistiksel olarak anlamlı düzeyde 

önlendiği bulunmuştur.  

Aβ ile indüklenmiş oksidatif stres ve bunlarla ilişkili antioksidan savunma 

mekanizması Alzheimer’ın etiyolojisi ve patogenezinde temel mekanizmalar olarak 

kabul edilmektedir (233). Antioksidan ve oksidan sistem arasındaki dengenin 

bozulması sonucunda serbest radikaller ortaya çıkmaktadır. Antioksidan savunma 

mekanizmasında yer  alan endojen kaynaklı enzimlerden SOD, GSH-Px, CAT oluşan 

bu radikalleri elimine ederek hücreyi oksidatif strese karşı korumaktadır (236).  

Hücre membranları poliansature yağ asitleri (PUFAs) bakımından zengin olması 

nedeniyle serbest radikaller ile kolaylıkla etkileşime girebilmektedirler. Bu da 

lipitleri oksidatif strese karşı daha savunmasız hale getirmektedir. Bu yağ asitlerinin 

radikaller tarafından oksidasyonu lipid peroksidasyonu olarak adlandırılmaktadır ve 

bir dizi reaksiyon sonucunda açığa çıkan MDA ve 4-hidroksinonenal (4-HNE) gibi 

ürünler oldukça hasar verici olup bu hasar membranı geri dönüşümsüz olarak 

etkilemektedir. MDA,  lipid peroksidasyon tespitinde kullanılan önemli bir 

biyobelirteçtir (243). Daha önce yapılan çalışmalarda, AH modeli oluşturulmuş 

transgenik hayvanların korteks ve hipokampüslerinde protein ve lipit 

peroksidasyonunda artışın gözlenmesi bulgularımızla paralellik göstermektedir 

(230). 
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Bergenia ciliata bitkisinden elde edilen bir bileşik olan Bergenin’in AH 

hayvan modelinde nöroprotektif etkisinin araştırıldığı bir çalışmada, antioksidan, 

anti-enflamatuar ve kolinesteraz inhibitör aktivitesine sahip bu bileşiğin bilişsel 

fonksiyonları iyileştirdiği, sıçanların beyin homojenatlarında Aβ1-42 ve p-Tau 

protein seviyelerini önemli ölçüde azalttığı bildirilmiştir (244). Benzer şekilde 

çalışmamızda AChE inhibitörü etkisine ve antioksidan etkiye sahip olan karvakrol de 

bu çalışma ile uyumlu olarak Aβ1-42 ile indüklenen in vitro ve in vivo AH 

modellerinde antioksidan ve nöroprotektif etkiler göstermiştir. Ayrıca çalışmamızda 

karvakrolün davranış testinde öğrenmeyi güçlendirici etkileri de hücre, doku ve 

sistemik seviyelerdeki anti-Alzheimer etkisini doğrulamaktadır.  

Daha önce in vivo çalışmalarda Aβ peptitlerinin hayvanlarda AH bulgularına 

benzer şekilde öğrenme ve bellek fonksiyonlarında kayıplara yol açtığı gösterilmiştir 

(245). Diğer taraftan, antioksidanlar Aβ kaynaklı nörotoksisiteyi ve hücre ölümünü 

azaltabilmekte ve böylelikle hafıza ve bilişsel işlevlerdeki Alzheimer’dan kaynaklı 

bozulmayı azaltabilmektedir (246).  

Sunulan çalışmada karvakrolün in vitro ve in vivo AH modellerindeki 

sergilediği terapötik etkiler, literatürdeki benzer antioksidan ve anti-AChE özelliğine 

sahip bitki ekstraktlarının veya etken maddelerin Aβ ile indüklenen nörotoksisite, 

öğrenme ve bilişsel işlevlerdeki bozulma üzerine iyileştirici etkilerini bildiren 

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

Bulgularımız in vivo AH modelinde karvakrolün, oksidatif stresi azalttığı, 

öğrenme/belleği artırdığı ve nörodejenerasyona karşı koruyucu etkiler gösterdiğini 

ortaya çıkarmıştır. 

Sonuç olarak, bu araştırma ile in vitro ve in vivo AH modellerinde Aβ ile 

indüklenen nöron kaybı, oksidatis stres ve öğrenmedeki bozulmaya karşı karvakrolün 

koruyucu etkileri ilk kez ortaya çıkarılmıştır. Alzheimer hastalığında kolinerjik nöron 

kaybının bir sonucu olarak ortaya çıkan azalmış asetilkolin düzeyi ve düşük 

kolinerjik reseptör aktivasyonunun öğrenme fonksiyonlarındaki bozulmaya ve hafıza 

kaybına yol açtığı bilinmektedir. Sunulan bu tez çalışmasında asetilkolin esteraz 

inhibitör aktivitesine sahip karvakrolün in vivo deneysel Alzheimer hastalığı 
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modelinde intrahipokampal amiloid-β enjeksiyonu ile indüklenen öğrenmedeki 

bozulmanın karvakrol uygulaması ile azaldığı pasif sakınma testi ile gösterilmiştir. 

Ayrıca bu davranışsal parametreler hipokampüsün histopatolojik görüntüleri ve 

beyin dokusundaki oksidatif stres belirteçleri ile doğrulanmıştır. Sunulan çalışmada 

in vivo bulgularımızla uyumlu olarak in vitro deneylerden elde ettiğimiz bulgular da 

hücre düzeyinde karvakrolün nöronlardaki artmış olan oksidatif stresi azaltarak ve 

hücre canlılığını artırarak nöroprotektif etkiye sahip olduğunu doğrulamaktadır. 

Böylece çalışmamızda iki farklı deneysel Alzheimer modelinde karvakrolün artmış 

olan oksidatif stresi ve nöron kaybını azaltarak ve ayrıca öğrenmedeki bozulmayı 

iyileştirerek protektif etki göstermesi, karvakrolün ileride Alzheimer hastalığının 

tedavisinde kullanılma potansiyeline sahip olduğunu ve yeni farmakolojik ilaç 

araştırmalarına yönelik çalışmalara önemli katkılar sağlayabileceğini önermektedir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

• Retinoik asit uygulaması ile farklılaştırılan SH-SY5Y hücrelerine Aβ 

uygulanarak oluşturulan in vitro AH modelinde karvakrol hücre canlılığını 

artırarak nöroprotektif etki göstermektedir.   

• İn vitro’da karvakrol Aβ uygulaması ile düzeyleri artan oksidatif stres 

belirteçlerinden MDA ve H2O2 artışlarını azaltarak oksidatif strese bağlı 

nöron hasarını azaltmaktadır.   

• Karvakrol in vivo AH modelinde Aβ’nın yol açtığı hipokampal MDA ve 

H2O2 seviyelerindeki artışları azaltarak ve hipokampal nöronal hasarı 

önleyerek sistemik düzeyde oksidatif strese ve nöronal hasara karşı koruyucu 

etkiler göstermektedir.  

• İn vitro ve in vivo modellerdeki etkilerinin sonucu olarak karvakrol, pasif 

sakınma testinde Aβ uygulaması ile bozulan öğrenmeyi düzeltici yönde etki 

göstermektedir.  

• Sunulan çalışma karvakrolün AH’daki etkilerine dair literatürdeki ilk çalışma 

olduğundan dolayı ileride AH ile ilgili yapılacak muhtemel çalışmalara 

öncülük edebilir ve bu konuda çalışan dünya genelindeki araştırmacılara iyi 

bir literatür desteği sağlayabilir. 

• Sunulan çalışmaya ek olarak karvakrolün ileride farklı deneysel AH 

modellerinde de çalışılması ile AH’daki terapötik etkileri daha fazla 

doğrulanabilir.  

• İleride yapılacak daha fazla deneysel ve klinik çalışma karvakrolün AH’da 

tedavi edici farmakolojik bir kimyasal olarak kullanılıp kullanılamayacağı 

konusunda iyi bir fikir verebilir. 
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