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Alzheimer hastalig1 yaklasik 30 milyon insani etkileyen ve yaslilarda en yaygin goriilen
norodejeneratif bir hastaliktir. Glinlimiizde, bu hastalik i¢in kesin bir tedavi yoktur, mevcut ilaglar
sadece Alzheimer hastaligindaki ndrodejeneratif siireci yavaslatmaktadir. Memantin, bir NMDA
(N-Metil-D-Aspartat) reseptor antagonisti olarak hareket eden ve glutamaterjik disfonksiyonu
hedefleyen bir ilagtir. Alzheimer hastaliginda glutamatin asir1 salinimi ve NMDA reseptorlerinin
asir1 uyarilmasi gibi patolojik degisiklikler meydana gelir. Memantin NMDA reseptorlerinin asirt
uyarilmasini engelleyerek sinir hiicrelerine zarar veren asir1 kalsiyum akisini kontrol altina alir. Bu
sayede hiicrelere koruyucu bir etki saglayarak sinir hiicrelerinin 6liimiinii 6nleyebilir. Polifenoller,
insan diyetinde dogal antioksidan, noroprotektif, antienflamatuar ve antiproliferatif dahil olmak
lizere birgok 0zellige sahip oldugu bilinmektedir. Kafeik asit hidroksisinamik asitler ad1 verilen bir
grup polifenoliin bir iiyesidir. Kafeik asit antioksidan ve antiamiloid 6zelliklere sahip bir bilesiktir.
Antioksidan 6zellikleri, serbest radikallerin neden oldugu oksidatif stresin etkilerini azaltarak beyin
hiicrelerini koruyabilir. Ayrica, kafeik asidin amiloid plaklarin olusumunu engelleyebilecegi ve
mevcut plaklarin ¢éziilmesine yardimei olabilecegi diisliniilmektedir. Bu nedenle ¢alismamizda,
glioblastoma U-118 MG hiicrelerinde H>O» ile olusturulan oksidatif hasara kars1 ile NMDA reseptor
antagonisti olan memantin ile kafeik asit kombinasyonunun noroprotektif etkilerini incelemeyi
amagladik. Oncelikle U-118 MG hiicre serisinde memantin ve kafeik asit’in hiicre canliligina
etkisine bakildi. Sonrasinda ise U-118 MG hiicre serisinde H»O> ile olusturulan oksidatif hasar
olusumun Oncesi ve sonrast memantin ve kafeik asit tek basina veya kombinasyon seklinde
uygulandi ve hiicre canlilig1 lizerine etkisine bakildi. U-118 MG hiicre serisinde oksidatif hasari
olusturmak icin, 200 uM H20O2’nin 20 saat uygulama siiresi esas alinarak inkiibasyon uygulandi.
Hiicre canlilik testi i¢in hiicre serilerine 2,3-Bis (2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolyum
(XTT) yontemi uygulandi. Bulgularimiz sonucunda memantinin oksidatif stresin neden oldugu
hiicre hasarinda koruyucu veya tedavi edici etkileri goriilmezken kafeik asit ile kombinasyon
uygulamasinin istatistiksel olarak anlamli olmasada oksidatif stresin neden oldugu hiicre hasarinda
koruyucu ve tedavi edici etkileri goriilmektedir. Memantin ile kafeik asit kombinasyon
uygulamasinin alzheimer gibi ndrodejeneratif hastaliklarin tedavisinde deney hayvan galigmalari
sonrasinda alternatif bir tedavi olabilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Kafeik Asit, Memantin, Alzheimer Hastaligi, Oksidatif Stres, U-118 MG
Glioblastoma, Polifenol



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF CO-ADMINISTRATION OF CAFFEIC ACID
AND MEMANTINE ON CELL VIABILITY IN OXIDATIVE STRESS INDUCED BY
HYDROGEN PEROXIDE IN GLIOBLASTOMA CELLS
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MOHAMMAD ZAKER YAQUOBI
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Alzheimer's disease is a neurodegenerative condition affecting approximately 30 million
people and is the most common among the elderly. Currently, there is no definitive cure for this
disease, as the existing medications only slow down the neurodegenerative process in Alzheimer's.
The molecular mechanisms underlying the pathogenesis of Alzheimer's disease have not been fully
elucidated yet. Polyphenols are known to have various pharmaceutical properties, including being
natural antioxidants in the human diet, neuroprotective, anti-inflammatory, anti-proliferative, and
possessing free radical scavenging activities, as well as cardioprotective properties. These antioxidant
compounds have the ability to eliminate free radicals produced within cells, which provides
protective effects against neurodegenerative diseases. The widely used Alzheimer's treatment,
memantine, has different pharmacological properties, including antioxidant features. When applied
in conjunction with caffeic acid, it can contribute to improving overall daily functions and preventing
disease progression. Recently, combination therapies involving NMDA receptor antagonists and
neuroprotective agents have been shown to be an effective approach in preventing Alzheimer's
disease. Therefore, in our study, we aimed to investigate the neuroprotective effects of a combination
of the organic compound caffeic acid, a significant representative of hydroxycinnamic acids, and
memantine, an NMDA receptor antagonist, against oxidative damage induced by H>O:> in
glioblastoma U-118 MG cells. U-118 MG cells were exposed to oxidative stress by treating them
with H2O; after pretreatment with memantine and caffeic acid. Oxidative stress damage was induced
by adding 200 pM H20: to the U-118 MG cell line, and the cells were incubated at 37°C for 24 hours.
To investigate the protective effect of memantine and caffeic acid against oxidative stress induced by
H>0., four different study groups were established. Firstly, the effect of memantine and caffeic acid
on cell viability was examined in the U-118 MG cell series. Then, the effective concentration of
memantine and caffeic acid before and after application was determined in the formation of oxidative
damage induced by H>O» in the U-118 cell line. Finally, the effect of memantine and caffeic acid
combination application on cell viability was investigated. The XTT method was applied to cell series
for cell viability testing. As a result of our findings, it was observed that memantine does not have
protective or therapeutic effects on cell damage induced by oxidative stress, while caffeic acid and
combination applications showed protective or therapeutic effects at all doses in cell damage induced
by oxidative stress. The neuroprotective and therapeutic effect of caffeic acid and combination
applications may provide a new approach to drug development for the clinical treatment of
neurodegenerative diseases.

Key Words: Caffeic acid, Memantine, Alzheimer's disease, Oxidative stress, U-118 MG
glioblastoma, Polyphenol

Vi



ICINDEKILER

Sayfa

KABUL VE ONAY SAYFASI iii
ETIK BEYAN iv
OZET v
ABSTRACT auuciiiieinennicinncsnnssnssissississessssssssssssssssssssssssessssssssassassssssssssssssssssens vi
ICINDEKILER. .....ccuiiiiiiiiiiieieiierieererteerneeserneesnersernessesneenes vii
SEKIL LISTESI xi
TABLO LISTESI xii
FOTOGRAF LISTESI xiii
KISALTMA VE SEMBOLLER LISTESI xiv
TESEKKUR ..ououinninnisisncsncssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss XV
1. GIRIS 1
2. GENEL BILGILER 7
2.1. Alzheimer Hastali@l........c.oouiiniiiiiii e 7
2.1.1 Alzheimer Hastalig1 Tant Kriterleri.........ccoooiiiiniiiiiniiiiieiieee 10
2.1.2 Alzheimer Hastalig1'nin NOropatolojisi......ccccevverervierienuenvienieneniieneene 12
2.1.3 Senil Plaklar (SP) .....cocueiiiiiiiiiieiceeeeeeeee e 13
2.1.4 Norofibril Demetleri (NFT'IEr).....cccovuiiiiieiiiiieiieieeeceeeeee 13
2.1.5 SINaptik KayIP ...ooeeoveeiiiiiiieicececcec et 14
2.1.6 Alzheimer Hastaliginin Evreleri.......ccccooveiiniiinniiieniiienieenieeeeeeen 14
2.1.7 Alzheimer Hastaliginin Tarthgesi .......coceeveeeienieniniieniininiinicneeeneene 17
2.1.8 Alzheimer Hastaliginin Nedenleri ve Risk Faktorleri.........c.cccoceeeenee. 19

2.2 Alzheimer Hastaligimnin Hipotezi.............ccoooiiiiiiiiiiiiiiii i 20
2.2.1 Kolinerjik HIPOtEZi......covuvieriiiiieiieeiiie ettt 20
2.2.2 AMiloid HIPOtEZI ...cuveeuvirviiiiiiieieciecictctecetceee et 22

2.3. Alzheimer Hastaliginin Risk Faktorleri..................oo. 23
2.3.1YaSIaNmMa ......oviiiiee e e e 23
2.3.2 GENEHIK .t et 23
2.3.3 Amiloid Prekiirsor Protein (APP).......cccooiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 23
2.3.4 Presenilin-1 (PSEN-1) ve Presenilin-2 (PSEN-2)......ccccccoccininiinnncn. 24
2.3.5 Apolipoprotein E (APOE) ....couoriiiiiiiniiiiiieeiceceneceeeeece e 25
2.3.6 ATP Baglayici Kaset Tasiyic1t Al (ABCAT)..cccoviiiiniiniiiiiicieeienee 25

vil



2.3.7 Kiime Geni (CLU) ve Koprii Entegratorii 1 (BIN1) ..oooeveiieiieiiien. 25

2.3.8 Toll Yolunda'ki Evrimsel Olarak Korunmus Sinyal Arac1 (ECSIT)......26
2.3.9 Ostrojen Reseptdrii Geni (ESR) ........ccovovevviieieieieieeeeeeeeeeeeereeeeeeenenennas 26
2.3.10 Cevresel FaKtOrler ........ccueeivvieeeiiieciieeciee et 27
2311 MELALLRT ..ttt et 27
2.3.12 EnfekSIYONIar ......ccooviieiiieeiiieeiie et 28
2.3.13 T1bbi FaKtOTIer.....ccueiiiriiiiiiiieieiececeeeteee e 28
2.3.14 Kardiyovaskiiler Hastaliklar (KVH) .......cccciieiiiiiiiieieeeeeeeee 29
2.3.15 Obezite Ve DIyabet .....ccccueeviiiiiiiieeiieecieeeee et 29
24 TRAAVIICT ...ttt sttt et 30
2.4.1 AH'min Semptomatik Tedavisi..........ooeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeenen, 31
3.4.2 Kolinesteraz INhibitSIIeri ..........c.cvovvervevevereeceeeeeeeeeeeee e 31
P R T D 10 )] 01572 | K USSR 33
2.4.4 RIVASTIZININ ..uvtiiiieeiiieiieeieeite et eieesteeteesteeseessbeesseessseenseessnesnsaensseans 33
2.4.5 Galantamin (GAL) ...oooiiiiiiiee e 34
2.5. N-metil-D-aspartat (NMDA) Antagonistleri................cooiiiiiiiiiiin. 35
2.5.1 Memantin (1-amino-3,5-dimetil amantadin hidroklorid)...................... 35
2.6 Umut Veren Gelecek Tedaviler............c..oooiiiiiiiiiiiiiiiiiiii, 40
2.6.1 Hastalig1 Modifiye Edici Terapotikler (DMT) ..ccc..ooveeiiiiiiiniiiiieiee 40
2.6.2 SAPETONIAT......coiiriiiiiiiiiiete ettt 45
2.6.3 Is1 Soku Proteinleri (HSP'IET).....ccuevevviieniiiiiieeiieeeeeieeeeee e 46
2.6.4 HSPOO ...ttt sttt 46
2.6.5 HSPTO oot e 47
2.6.6 HSPOO ..o ettt 48
2.6.7 Vakiiolar siniflandirma proteini 35 (VPS35).....cooiiiiiiiiiiiiieee 49
2.6.8 OTTO0T ..ttt st ae et e et sae e e eneens 49
2.6.9 DOBAl OZBLIET ...t 50
2.7 OKSIAAtIT STIES. ...ttt e 52
2.7.1 Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) ....cooieiiiiiieiieieeeeeee e 52
(0 1S 1 1 (@ 2 TSP SRPRR 52
Stiperoksit radikaliz ......ooocuiieiiiieiie e 52
Hidroksil Radikali:........ccoooiiiiiiiiiiieie e 52
Hidrojen Peroksit: .........c.oooiiiiiiiiiiiiieeiie et 53
2.7.2 HoO2 ve NOTOAEJENETASYOMN.....ceeeuvrreiiieeriieeeiieeeireeeireeevreesseeesneeennneens 53
2.7.3 Alzheimer Hastaligindaki Oksidatif Stresin Rolu.........................o.. 54
2.7.3.1 Amyloidler ve Oksidatif Stres.........coceverviirienerieniiininienicneeeneene 54

viii



2.7.3.2 Metabolizma, Reaktif Bilesenlerin Kaynagi ...........ccccceevveevieeniennnnn. 54

2.7.4 Oksidatif Stres Modelleri.........oouviiiiiiiiiiii i 56
2.7.5 AntioKSIdan]ar. .........oiiii e 57
2.8 POLENOIIeT. ...t 58
2.8.1 Polifenollerin BiyoaktiflikIeri ..........ccceeviieriieiiiniiiieieeieie e, 59
2.8.2 Polifenollerin Oksidatif Stres Uzerindeki Etkileri.............................. 62
2.8.3 Polifenollerin Antioksidan OzelliKIeri ............ccoovvveveveverevevereeeeeierennnn. 62
2.8.4 Serbest Radikallerin Polifenollerle Etkilesimi............ccccccooveiiiiiniinann. 62
2.8.5 Oksidasyona Dahil Olan Enzimlerin Inhibisyonu.............cccccccevevernnee. 63
2.9 Kafeik asit (3,4-dihidroksi-sinnamik asit)................occooiiiiiiiiiii i, 64
2.9.1 Gidalarda kafeik asit varligl ........ccccocereininiiiniininiiniceeceeceeeee 65
2.9.2 Kafeik asidin metaboliZmast .........cceevveeviieniieniieniieiieeie e 67
2.9.3 Kafeik asidin biyoaKtiVIteSi......ccceerierueeriierieeiieeieeiieste e sveeveeeine e 68
3. MATERYAL VE METOT 72
Bl Materyal. . ..o 72
3.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler .............ccceviiriienieniiienieeiiecie e 72
3.1.2 Hiicre Kiiltiirti Uygulamalart...........cccceeecieenieeiiiinieiiienieeieesie e 73
G T80V 1] 0 73
3.2.1 Glioblastoma hliCTe SETIST...ccuvreervrreeirieeiieeeiieeeiieeetieeereeesreeesreeesereeas 73
3.2.2 Hiicrelerin Pasajlanmasi..........ccccueeeiiieriiieniiiieniieeeiieeeee e 74
3.2.3 Hiicrelerin Toplanmast ve Dondurulmast............ccccceceevericninninicnnne 74
3.2.4 Hiicrelerin COZUIMESI.......eeecuiieeiiieeiiiecie et e 75
3.2.5 Hiicrelerin Sayllmast ........ceevvieiiiieeiiieeiieeeeeeeiee et 75
3.2.6 Hiicre hatlarinda H>O; ile oksidatif stres olusturulmasi........................ 77
3.2.7 Memantin ve kafeik asit stok ¢ozeltilerinin hazirlanmasi..................... 77
3.2.8 H,0; ile memantin ve kafeik asit stok ¢ozeltilerinin hazirlanmasi....... 78
3.2.9 U-118 MG hiicrelerinde memantin ve kafeik asidinin etkilerinin ayr1 ayr1
degerlendirilmeST.....cccueeeriiieiieeriee e e 78
3.2.10 U-118 MG hiicrelerinde oksidatif hasar olusum 6ncesi Memantin ve
Kafeik asit etkisinin degerlendirilmesi..........coeeveerienieriinieneniieniciceeeee 78
3.2.11 U-118 MG hiicrelerinde oksidatif hasar olusumu sonrasi memantin ve
kafeik asidinin etkisinin degerlendirilmesi ...........cocceveeviiniencniicneenieniennene 79
3.2.12 Hiicre Proliferasyon Canlilik Testi IT (XTT)...ccceeeevveerciieeniieeieeenen 79
3.2.13 IstatiStIKSEl ANALIZ .........cvveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 80
T 5 1 8] D €1 ) DY N N 81
4.1 Hiicre Kiltlirti Uygulamalari..............ooooiiiiii e, 81
4.1.1. Hiicre hatlarinda H>O; ile oksidatif stres olusturulmasi....................... 81

X



4.1.2. U-118 MG Hiicrelerinde kafeik asidin etkisinin degerlendirilmesi.....82
4.1.3. U-118 MG hiicrelerinde Memantin uyglamasinin degerlendirilmesi ..83

4.1.4. U- 118 MG hiicrelerinde oksidatif hasar olusum Oncesi memantin ile
kafeik asidin birlikte uygulamasinin koruyucu etkisinin degerlendirilmesi ..84

4.1.5. U-118 MG hiicrelerinde oksidatif hasar olusum sonrasi memantin ile

kafeik asidin birlikte tedavi edici etkisinin degerlendirilmesi ....................... 86
5. TARTISMA ...ccvuerereereenessessssssssessessssssssesssssessssssssssessssessessessessessessassssassassesses 88
6. SONUC VE ONERILER 91
7. KAYNAKLAR 92




SEKIL LiSTESI

Sayfa
Sekil 2.1 Beyin ve sinir hiicrelerinin fizyolojik yapisi. Saglikli beyin ve Alzheimer
hastaliZl (AD) DEYIN......ccoiiiiiiriieeiie ettt e et eeeveeenaeeenee 8
Sekil 2.2 Alzheimer hastaliginin beyin bolgelerinde yayilimi ..........ccceeveenneenne 12
Sekil 2.3 Alzheimer hastaliginin farkli norofibriler sarmal evrelerini gosteren
(03141111 (< SR SR TP PRRR PP 18
Sekil 2.4 Alzheimer hastalig1 igin risk faktorleri .......cccoeeevveeeiieeeiiieeieeiieee 21
Sekil 2.5 Presinaptik ve postsinaptik sinir uglar1 arasinda asetilkolinin sentez ve
taS1MA YOLAKIATT ..eeeiviiiiiie et 22
Sekil 2.6 ACh’nin AChE tarafindan hidrolizi ...........ccoeeceeviieiieniiieiienieceee 31
Sekil 2.7 ACh’nin AChE tarafindan hidroliz mekanizmasi ...............cccceeeeennne... 32
Sekil 2.8 AChE inhibitorlerinin fonksiyonlart ............ccceeeveeveeniiiiienieeieeieenee. 32

Sekil 2.9 AD'nin semptomatik tedavisinde onaylanmis ilaclarin (takrin donepezil
rivastigmin galantamin ve memantin ve klinik denemelere giren hastaligi modifiye
eden bilesiklerin  (semagasestat, avagasestat, tarenflurbil, lanabecestat,
verubecestat, atabecestat, umibecestat, metilen mavi, tideglusib ve saracatinib)
kimyasal yapilarini gostermektedir. ... ... .ooocoiiiiiiiiiiiiiieiieeee e 34
Sekil 2.10 Memantin yapist Ve $EKIT .....cc.eveviierieiiiiiiieiierie e 36
Sekil 2.11 Farkli saperon molekiillerinin kimyasal yapilari: Mizoribin, EC3016,
Avrainvillamid, Epolaktan, MKT-077, YM-01, JG-98, Radikol, Geldanamisin, 17-

AAG, Pochoxime C (0S47720), RS5 ve OT1001 ...c..ooovviiiiiiinieiiniiniciceiceeene. 47
Sekil 2.12 Polifenol kimyasal Yapis1 ........ccceevveeiierieiiiieiieeieesee e 59
Sekil 2.13 Polifenol metabolizmasi ..............ooovuviiiiiiiieiceiiiee e 61

Sekil 2.14 Inflamatuar hastaliklara yol agan arasidonik asit metabolizmasinda yer
alan metabolik yolaklar ...........ccocoiiiiiiiiii e 63
Sekil 2.15 Kafeik asidin kimyasal yapiSt .......ccccveveviiiiniiiiiniieiiiecce e 65
Sekil 2.16 Fenolik bilesiklerin emiliminin ve metabolizasyonunun varsayilan
MEKANIZIMAST ....eiiiiiiiiiiiiiiee et s 68
Sekil 3.1 XTT ‘in formazan kristaline donilisiim reaksiyonu .............cceceeevueennnne 80
Sekil 4.1 U-118 MG hiicrelerinde hidrojen peroksitin hiicre canlilii iizerine
BEKIST. ettt ettt et et e et e e eab e e e bt e e nbeeenaee s 82
Sekil 4.2 U-118 MG hiicrelerinde kafeik asidin hiicre canlilifina etkisi ............. 83
Sekil 4.3 U-118 MG hiicrelerinde memantinin hiicre canliligina etkisi .............. 84
Sekil 4.4. U-118 MG hiicrelerinde oksidatif hasar olusum 6ncesi memantin ile
kafeik asidin birlikte uygulamasinin hiicre caliligina koruyucu etkisi................. 85

Sekil 4.5. U-118 MG hiicrelerinde oksidatif hasar olusum sonrast memantin ile
kafeik asidin birlikte uygulamasinin hiicre canliligina tedavi edici etkisi ........... 87

X1



TABLO LIiSTESI

Sayfa
Tablo 2.1 Yillara ve yas gruplarina gore niifus, Tiirkiye Istatistik Kurumu .......... 9
Tablo 2.2 Demansta ii¢ temel ve ii¢ ikincil alanin sorgulanmasi ......................... 15
Tablo 2.3 Baslica Alzheimer igin risk faktorleri .........ccooceeviiiiiininiiiiieeeeee, 20
Tablo 2.4 Memantin farmakokinetik 6zellikleri ............coccoeiiiiiiiiinie 38
Tablo 2.5 Klinik denemelerde Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilan
hastalik deSistirici ajanlar. ..........ccccveeeiiieiiieeiiee e e 41
Tablo 2.6 Halk tibbinda kullanilan dogal bilesikler ve etki mekanizmalari ......... 50
Tablo 2.7 Kafeik asit igeren bazi yiyeceklerin 6rnekleri.........cceeeveeeciveenneeennneen. 66
Tablo 3.1 Kullanilan cihazlar ve kullanim amaglari .............ccccoeeveeeeiieeiiieeeennenn. 72
Tablo 3.2 Kullanilan sarf malzeme ve kullanim amaglari ................ccccoooenneee.. 73
Tablo 4.1. U-118 MG H:0: ile olusturulan hasar modelinde istatistiksel
SOMUGIAT.....oiiiiiiiii et e et e e e et e e e e e etta e e e e eaaaeeeeearaeaeeennes 81
Tablo 4.2. U-118 MG Hiicre hattina kafeik asidin yalniz uygulamasi................. 82

Tablo 4.3. U-118 MG lizerine memantin uygulamasinin istatistiksel sonuglari...83
Tablo 4.4. Oksidatif hasar olusum Oncesi memantin ile kafeik asidin birlikte

uygulamasi hiicre canliligina koruyucu etkisinin istatiksel degeri ...................... 85
Tablo 4.5. Oksidatif hasar olusum sonrasi memantin ile kafeik asidin birlikte
uygulamasinin hiicre canliligina tedavi edici etkisinin istatiksel degeri .............. 86

xii



FOTOGRAF LISTESI

Sayfa
Fotograf 2.1 Alois Alzheimer ve Auguste Deter ...........ccocevveeniieiienicniieennene 17
Fotograf 3.1Glioblastoma (U-118 MG) Hiicre hatt1 invert mikroskop
GOTUNTUSTL ...ttt e ettt ettt ettt ettt e ettt e e ettt e e e sttt e e e esabteeeesbbteeeeaaseaeesenbneeesnnnee 77
Fotograf 3.2 EVE otomatik hiicre sayaci ile hiicre sayimi ..........ccccceeevveeeennnennn. 76
Fotograf 3.3 U-118 MG hiicre hatt1 iizerinde H>O> uygulama .............cccoceneeeee. 77

Xiii



KISALTMA VE SEMBOLLER LIiSTESI

Al (OH)3 : Aliiminyum Hidroksit

NMDA : N-methyl-D-aspartate

AH : Alzheimer Hastalig1

Ca+2 : Kalsiyum

DMSO : Dimetil Siilfoksit

AP : Amiloid Beta

COX-2 : Siklo Oksijenaz- 2

H202 Hidrojen Peroksit

HH Huntington Hastalig1

NF-Kb Niikleer Faktorii Kappa B

Nrf2 Niikleer Faktor Eritroid Tiirevi 2
0)) Singlet Oksijen

O2- Stiperoksit Radikali

OH Hidroksil

PH Parkinson Hastalig1

ROS Reaktif Oksijen Tiirii

TNFR1 Tiimdr Nekroz Faktor Reseptorii-1
FDA : Food and Drug Administration, Tiirk¢e: Amerika Birlesik

Devletleri Gida ve ilag Dairesi
PTZ : Pentilentetrazol
SSS  : Santral sinir sistemi

pl : mikrolitre

Xiv



TESEKKUR

Bolu Abant Izzet Baysal Universitesindeki bilgi ve tecriibeleriyle her zaman
yanimda olan, ekibinde ¢alismaktan onur ve mutluluk duydugum, yiiksek lisans
egitimim boyunca ve tezimin tiim asamalarinda her tirli bilgi, destek ve
tecriibelerini hosgdrii ve sabirla paylasan tez danismanim degerli hocam, Prof. Dr

Akif Hakan KURT a;

Yiiksek lisans egitimim boyunca bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim, akademik
stirecte kendimi gelistirmeme imkan saglayan, Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali
Baskam Prof. Dr. Idris TUREL ve Dog¢. Dr. Oru¢ YUNUSOGLU degerli

hocalarim’a

Deneylerim esnasinda ve tezimin tim asamalarinda her tiirlii bilgi, destek ve
tecriibelerini hosgorii ve sabirla paylasan ve bana biiyiik yardimlar1 dokunan Ar.

Gor. Dr. CANSU KARA OZTABAG hocam’a

Tezimin istatistiksel analiz siirecinde hosgorii ve sabirla destek olan degerli hocam

Dr. Ogr. Uyesi Mehmet Ali SUNGUR’a

Mutlu bir hayat siirmemde biiyliikk payr olan birbirinden kiymetli aileme ve
arkadaslarim’a
Sonsuz tesekkiirlerimle...

Calismada kullanilan kimyasal maddelerin teminini saglayan Bolu Abant izzet
Baysal Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (Proje numarasi: 2023-

TYL-6.12.56-0006) ne tesekkiir ederim.

XV



1. GIRIS

Alzheimer hastalifi (AH), bilissel fonksiyonlarda ilerleyici bir bozulma ile karakterize
edilen ve en sik goriilen demans tiiridiir. Bu noérodejeneratif bozukluk, sosyal ve mesleki
islevleri belirgin bir sekilde etkileyebilir ve bilissel ile davranigsal bozulmalara yol acar. AH
genellikle 65 yasindan sonra daha sik goriiliir ve yas arttik¢a prevalansinda bir artis gézlenir.
Ozellikle 85 yas ve iistii bireylerde, hastaligin tahmini prevalansi yaklasik %50'ye kadar
yiikselebilir (1,2). Yash niifusun artmasiyla birlikte Alzheimer hastaligina yakalanan kisilerin
oraninin 6nemli Olgiide artmasi beklenmektedir. AH, sadece hastalar i¢in biiylik bir yiik
olusturmakla kalmayip ayni zamanda hastay: ailesine veya topluma daha fazla bagimli hale

getirir.

Bu hastalik lokal norolojik semptomlar, haliisinasyonlar, sanrilar ve psikososyal yetersizlikler
gibi belirtilerle kendini gostermektedir. Diinya genelinde 2018 verilerine gore yaklasik 50
milyon insan Alzheimer hastaligindan etkilenmis ve bu sayinin 2050 yilinda 153 milyon kisiye
cikmasi beklenmektedir. Alzheimer hastaligi genellikle 65 yas iistii popiilasyonda goriiliir ve
en belirgin belirtisi unutkanliktir. Biligssel bozukluklarin yani sira davranis bozuklugu
belirtileriyle de kendini gosteren Alzheimer hastaligi, Alman ndrolog Alois Alzheimer
tarafindan ilk kez 1907 yilinda tanimlanmistir. Tiirkiye Alzheimer Dernegi'nin 2015 yili
verilerine gore ililkemizde 400 binin iizerinde Alzheimer hastaligina yakalanan birey oldugu
tahmin edilirken diinya geneline bakildiginda bu saymin 46,8 milyon civarinda oldugu
bildirilmistir (3,4). Zaman icinde zihinsel yeteneklerin kotiilesmesi ve kisilik degisiklikleri
Alzheimer hastalig1 gibi norodejeneratif bozukluklarda sik¢a goriilen bir durumdur. En yaygin
kisilik degisiklikleri arasinda inisiyatif azalmasi, ilgi kaybi, hobilerden vazge¢me ve kisilikte
rijidite artist bulunmaktadir. Daha nadir goriilen degisiklikler arasinda ise duygusal kontrol
kaybi, asir1 nese durumunda uygun olmayan davraniglar ve cinsel sapkinliklar yer alabilir.
Davranigsal degisiklikler ise genis bir yelpazeyi kapsar ve bunlar arasinda talepkarlik, asirt
elestirel davranislar, stiphecilik, siddet, haliisinasyonlar, sanrilar, depresyon, asir1 nese, kisilikte
rijidite, is birliginden kacinma, diizensizlik, huzursuzluk, psikomotor ajitasyon, kararsizlik, geri

cekilme, hipokondriyazis, ilgisizlik ve paranoya gibi semptomlar bulunabilir.

Alzheimer hastalig1, ndrodejeneratif bir hastalik olup ve beyindeki sinir hiicrelerinin zamanla
hasar gérmesi ve kaybolmasi ile karakterizedir. Bu hastalik hafiza kaybi, biligsel bozulma,
davranigsal degisiklikler ve islevsellik kaybi gibi belirtilerle ortaya cikar. Alzheimer

hastaliginin patogenezi temel olarak ekstraseliiler matrikste biriken amiloid beta (A) plaklari
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ve norofibriler yumaklar (NFY) ile iliskilidir. AP peptitlerinin Alzheimer hastaligindaki
norodejenerasyonun temel nedenlerinden biri olduguna inanilmaktadir. Yapilan c¢esitli
caligmalar ve bilimsel veriler AB'nin hiicre membraninin yapisin1 bozdugunu ve membran

iizerinde yerlesik iyon kanallarinin diizenli caligmalarini etkiledigini gostermektedir (5).

Alzheimer hastaliginda ekstraselliiler aralikta biriken AP plaklarin oncelikle hiicre zarinda
yapisal hasar olusturarak hiicre membran1 permeabilitesinin bozulmasina sebep oldugu ileri
stiriilmektedir. Permeabilitenin bozulmasi ekstraselliiler araliktan hiicre i¢ine yiiksek miktarda
kalsiyum iyonu (Ca*?) girisine ve dolayisiyla hiicre icindeki oksidatif stres iiriinlerinin artisina

oncilik eder (6).

1970'lerden bu yana antikolinerjik ilaglarin (skopolamin) biligsel islevler iizerinde olumsuz
etkileri gozlemlenerek kolinerjik sistemin biligsel siireglerde onemli bir rol oynadigi
belirlenmistir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar antikolinerjik ilaglara yiiksek diizeyde maruz
kalmanin demans riskini artirdigini gostermistir. Bu nedenle, AH i¢in mevcut ana tedavi
stratejisi asetilkolin seviyelerini artirmak amaciyla asetilkolinesteraz adi verilen enzimi inhibe
eden bilesiklerle uygulanir. Bu sekilde asetilkolin diizeylerinin artmasi hedeflenir ve su anda
FDA tarafindan onaylanmis ii¢ kolinesteraz inhibitorii (rivastigmin, donepezil, galantamin)
mevcuttur. Bu ilaclar hafiften orta dereceye kadar olan Alzheimer hastaliginin tedavisinde

kullanilmaktadir.

Mevcut farmakoterapi Alzheimer hastalifinin semptomatik ilerlemesini geciktirmeyi
amaglamaktadir. Hastaligin nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte beyindeki norotransmitter
degisikliklerinin karmasik bir ortaminda asetilkolin eksikliginin Alzheimer hastaliginda rol
oynadig1 gosterilmistir (7,8). Asetilkolin eksikligini tedavi etmek amaciyla kolinesteraz
inhibitorleri kullanilmaktadir. Kolinesteraz inhibitorleri presinaptik kolinerjik ndronlar
tarafindan salinan asetilkolinin bozulmasimi inhibe ederek sinaptik diizeyde asetilkolin
miktarini arttirirlar. Bu nedenle hafif ila orta siddette Alzheimer hastalig1 i¢in tercih edilen

tedavi yontemleri kolinesteraz inhibitorleri olarak ortaya ¢ikmistir.

Donepezil, rivastigmin ve galantamin, etkili olduklar1 ve tolere edilebilirlik profiline sahip
olduklar1 gosterilen ana kolinesteraz inhibitorleri (CHEI) kategorisini temsil ederler. Bu ilaclar,
biligsel islevlerin, gilinlilk yasam aktivitelerinin (ADL) ve davranigsal semptomlarin
tyilestirilmesinde etkili oldugu gosterilmistir (9). CHEI'ler kolinerjik aracili yan etkileri

paylagirlar ve en sik goriilen kolinerjik yan etkileri arasinda mide bulantisi, kusma ve ishal



bulunur. Bu yan etkiler baslangicta ve doz titrasyonu sirasinda daha yaygindir ve bazi

durumlarda ilacin kesilmesine neden olabilir.

Ancak, CHEI'lerin terapdtik dozlara yavas titrasyonu hastalarin gastrointestinal semptomlara
tolerans gelistirmeleri nedeniyle semptomlarin ¢ogunu hafifletebilir (10). Su anda bir CHEI'nin
digerine tercih edilmesi i¢in ¢ok az kanit bulunmaktadir. Hafif ila orta siddette Alzheimer
hastaligina sahip popiilasyonda CHEI tedavisine erken baslanmasi Onerilir ve etkinligin
hastaligin ileri evrelerine kadar devam ettigini gosteren kanitlar bulunmaktadir. Ancak orta ila
siddetli Alzheimer hastaligina sahip hastalar i¢cin FDA tarafindan 2003 yilina kadar onaylanan
bir tedavi mevcut degildi. Fakat bu durum 2003 yilinda memantin adli ilacin onaylanmasiyla

degistirilmistir.

Memantin, glutamaterjik disfonksiyonu hedefleyen ve NMDA (N-Metil-D-Aspartat) reseptor
antagonisti olarak hareket eden bir ilagtir. NMDA reseptorleri, sinir hiicrelerinin normal
islevleri ile 6grenme ve hafiza siirecleri i¢in 6nemli olan glutamat sinyallerini iletmekten
sorumludur. Ancak Alzheimer hastaliginda, glutamatin asir1 salinimi ve NMDA reseptorlerinin
asir1 uyarilmasi gibi patolojik degisiklikler meydana gelir. Memantin, NMDA reseptorlerinin
asir1 uyarilmasini engelleyerek sinir hiicrelerine zarar veren asir1 kalsiyum akigini kontrol altina
alir. Boylece hiicrelere koruyucu bir etki saglayarak sinir hiicrelerinin 6liimiinii 6nleyebilir.
Ayrica, memantin sinir iletimindeki dengesizlikleri diizelterek hafiza ve biligsel fonksiyonlarin
tyilesmesine katkida bulunabilir. Memantin, genellikle Alzheimer hastaliginin hafif ila orta
dereceli formlariin tedavisinde kullanilir. Hastaligin ilerleyici bir dogas1 oldugu i¢in memantin
hastaligin ilerlemesini durduramaz veya geri ¢eviremez; ancak belirtileri hafifletebilir ve yagam
kalitesini artirabilir. Memantin, diger Alzheimer ilaglariyla kombinasyon halinde veya tek

basina kullanilabilir.

Memantin, agik durumdaki NMDA reseptor kanalina baglanarak etki gosterir. Normalde
NMDA reseptoriiniin gdrevi ndrotransmisyon i¢in kalsiyum (Ca®*) akisin1 saglamaktir. Ancak
hastalik durumunda NMDA reseptoriiniin asir1 aktive olmasi uzun stireli kanal agilmasina ve
asir1 Ca®* akisma yol acarak eksitotoksisite ve hiicre dliimiine neden olabilir. Bu nedenle
kolinesteraz inhibitdrleri ve memantin gibi ilaglar Alzheimer hastali§inin tedavisinde kullanilan
temel ilaclardir. Bunlar biligsel islevleri desteklemek ve hastaligin ilerlemesini yavaslatmak
icin kullanilir. Ancak her hasta icin en uygun tedavi plani hastanin 6zel durumuna ve

semptomlarinin siddetine bagli olarak belirlenmelidir.



Alzheimer hastaligi kompleks bir norodejeneratif durumdur ve patogenezi iizerinde bir¢ok
faktoriin etkili oldugu diisiiniilmektedir. Bu faktdrlerden biri oksidatif strestir, Oksidatif stres,
hiicrelerde reaktif oksijen tiirleri olarak adlandirilan serbest radikallerin birikimi ve hiicrelerin
antioksidan savunma sistemlerinin dengesizligi sonucu ortaya ¢ikar. Alzheimer hastaliginda,
beyinde beta-amiloid protein birikimleri olarak adlandirilan amiloid plaklar olusur. Bu amiloid
plaklar, oksidatif stresin bir sonucu olarak ortaya ¢ikabilir. Oksidatif stres, beta-amiloid
proteinlerin hiicrelere zarar verici etkisini artirabilir, ndronlarda hasara ve dejenerasyona sebep
olup Oliime yol acgabilir. Ayrica, oksidatif stres beyinde enflamasyonu artirabilir ve
norotransmitter dengesini  bozabilir, bdylece Alzheimer hastaliginin ilerlemesini
destekleyebilir. Bununla birlikte Alzheimer hastaliginda oksidatif stresin sadece bir sonug
olmadig1 ayn1 zamanda bir tetikleyici veya katki faktorii oldugu diistiniilmektedir. Hastaligin
erken asamalarinda oksidatif stresin arttif1 ve antioksidan savunma sistemlerinin etkinliginin
azaldig1 gozlenmistir. Bu durum hiicrelerin oksidatif hasara karsi korunmasini zayiflatir ve

Alzheimer hastaliginin ilerlemesine katkida bulunabilir.

Kiiresel niifusun yaslanmasiyla birlikte Alzheimer hastaligi gibi yasa baglh hastaliklarin
morbiditesi onemli Olciide artmaktadir. 2008 yilinda Avrupa'da, tedavi maliyeti en yiiksek
morbidite ve 6liim oranina sahip hastaliklardan biri olan Alzheimer hastaliginin maliyeti 177
milyar avroya ulasarak tiimorler ve kalp hastaliklar gibi diger 6nemli hastaliklar1 gegmistir
(11). Ayrica AH i¢in mevcut tedavi segenekleri sinirlidir ve bu nedenle optimal sonuglara
ulagsmak zordur (12). Bu nedenle, AH i¢in fayda saglayacak giivenilir etkilere sahip ve klinik
uygulamada kullanilabilecek minimum yan etki sunan yeni tedavilere ihtiya¢ vardir. Alzheimer
hastaliginin tedavisinde kullanilan ilaglar genellikle kolinin ndrotransmisyonunu, serebral
dolasim1 ve beyin hiicrelerinin metabolizmasini iyilestirmeyi hedefler (13). Ayrica AH
tedavisinde kalsiyum antagonistleri, hormon tedavisi, steroidal olmayan antienflamatuar
ilaclar, serbest radikal temizleyiciler, antioksidanlar ve muskarinik reseptor agonistleri gibi
ilaclar da kullanilmaktadir. Ancak mevcut tedavi secenekleri sinirlidir ve optimal sonuglara
heniiz ulagilamamistir. Boylece AH i¢in etkili tedavilerin gelistirilmesinin zorlu oldugunu

gostermektedir.

Kafeik asit, Alzheimer hastalig ile ilgili potansiyel faydalara sahip olan bir fenolik bilesiktir.
Alzheimer hastalig1, beyinde amiloid plaklarin birikmesi ve nérofibril yumaklarinin olugmasi
gibi patolojik degisikliklerle karakterizedir. Kafeik asit ¢esitli farmakolojik 6zelliklere sahip
olup antienflamatuar, antibakteriyel ve antiviral etkiler igermektedir (14,15). Ayrica, beyaz kan
hiicrelerinin ve kan trombositlerinin seviyelerini artirma potansiyeline sahiptir (16). Bu
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nedenle, kafeik asit 16kopeni ve trombositopeni tedavisine ek olarak kardiyovaskiiler hastaliklar
ve beyin hasart gibi durumlarda oksidatif stresi ve enflamatuar tepkileri azaltmak, viral
hastaliklar1 6nlemek ve tedavi etmek i¢in kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (17). Kafeik asit,
antioksidan, antienflamatuar, immdiin diizenleyici ve antibakteriyel etkileri sayesinde oksidatif
stres ve enflamatuar tepkilerle iliskili hastaliklarin tedavisinde potansiyel olarak 6nemli rol

oynayabilir (14,17,18).

Kafeik asit, antioksidan ve anti-amiloid 6zelliklere sahip bir bilesiktir. Antioksidan 6zellikleri
serbest radikallerin neden oldugu oksidatif stresin etkilerini azaltarak beyin hiicrelerini
koruyabilir. Ayrica, kafeik asidin amiloid plaklarin olusumunu engelleyebilecegi ve mevcut
plaklarin ¢6zlilmesine yardimci olabilecegi diisiiniilmektedir. Amiloid plaklar, beyinde biriken
beta-amiloid adi verilen bir proteinin birikmesi sonucu olusur. Bu plaklar sinir hiicreleri
arasindaki iletisimi ve islevi etkileyerek Alzheimer hastaliginin semptomlarini
siddetlendirebilir. Kafeik asit ayrica antiinflamatuar 6zelliklere sahiptir. Kronik inflamasyonun
Alzheimer hastaliginin gelisiminde rol oynadigi diisiiniilmektedir. Kafeik asit, beyindeki
inflamasyonu azaltarak sinir hiicrelerini koruyabilir ve hastaligin ilerlemesini yavaslatabilir.
Oksidatif stresin Alzheimer hastaligi {lizerindeki etkilerini anlamak ve potansiyel tedavi
stratejileri gelistirmek icin antioksidanlar ve antiinflamatuar ajanlar gibi koruyucu bilesiklerin
arastirilldigi bir¢ok caligsma yapilmistir. Ancak su anda oksidatif stresin Alzheimer hastaligina
karst etkili bir tedavi yontemi olmadigini belirtmek dnemlidir. Bu nedenle oksidatif stresin
roliinii daha 1y1 anlamak ve Alzheimer hastaliginin karmasik mekanizmalarini hedefleyen daha
etkili tedavi stratejileri gelistirmek icin daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir. Ancak
kafeik asidin Alzheimer hastaliginin tedavisindeki etkinligi ve mekanizmalar1 hala tam olarak
anlasiimanustir. insanlar {izerinde yapilan klinik ¢alismalar smirlidir ve daha fazla arastirma

yapilmasi gerekmektedir.

Su anda kullanilan farmakoterapétik yaklasimlar hastaligin semptomatik ilerlemesini
geciktirmeyi hedefler. Ancak, bu ilaglar sadece semptomlar1 hafifletme iizerine odaklanmakta
ve hastaligin temel nedenine yonelik bir ¢6ziim sunmamaktadir. Bu baglamda, Alzheimer
hastaliginin patogenezindeki 6nemli bir faktor olan oksidatif stresin roliine odaklanmak ve
potansiyel bir tedavi stratejisi olarak kafeik asidin incelenmesi bilimsel bir zeminde yeni bir
bakis acis1 sunabilir. Kafeik asidin antioksidan, antienflamatuar ve anti-amiloid 6zellikleri
Alzheimer hastali§ina kars1 potansiyel bir koruyucu ve tedavi edici ajan olarak gostermektedir.
Bir polifenol olan kafeik asit antioksidan, antienflamatuar ve noroprotektif etkileri bilinmesine
karsin, giincel calismalar arasinda Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilan bir NMDA (N-
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Metil-D-Aspartat) reseptor antagonisti olarak hareket eden memantin ile birlikte kafeik asitin
noroprotektif etkilerinin arastirildigi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle, ¢alismamizda
memantin ile birlikte kafeik asitin hidrojen peroksit kaynakli oksidatif hasarda koruyucu ve
tedavi edici etkilerini hiicre kiiltiirii ortaminda in-vitro olarak incelemeyi amagcladik. Oncelikle
U-118 MG hiicre serisinde tek basina memantin ve kafeik asidin hiicre canliligina {izerine
etkisine bakildi. Sonrasinda ise U-118 MG hiicrelerinde hidrojen peroksit (H20>) ile oksidatif
stres olusuruldu. Oksidatif stres dncesinde ve sonrasinda memantin ve kafeik asit tek basina
veya kombinasyon seklinde uygulandi. XTT (2,3-bis [2-metoksi-4-nitro—5-sulfofenil]-2H-
tetrazolyum-5- karboksianilid tuzu) hiicre proliferasyon canlilik testi ile hiicre canliligindaki

degisime bakildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Alzheimer Hastahg

Alzheimer hastaligi (AH), kronik bir nérodejeneratif hastalik olup sinir hiicreleri arasindaki
iletisimi bozar ve beyinde ilerleyici sinirsel dejenerasyona neden olan bir durumdur. Alzheimer
hastalig1 hafiza kaybu, biligsel yeteneklerde azalma ve davranigsal degisiklikler gibi belirtilerle
karakterizedir. Hastaligin ilerlemesiyle birlikte giinliik yasam etkinliklerini siirdiirme yetenegi
giderek azalir. Alzheimer hastaligi genellikle 65 yas ve istii bireylerde goriilse de nadir
durumlarda daha geng¢ yaslarda da ortaya ¢ikabilir. Alzheimer hastaligt demansin en yaygin
tiirii olup Alman psikiyatrist Alois Alzheimer tarafindan tanimlanmistir. Hastalik ndritik plaklar
ve norofibriler diigiimler olarak adlandirilabilen anormal protein birikimleri ile karakterizedir
(Sekil 2.1). Bu anormal protein birikimleri en ¢ok etkilenen beyin bdlgeleri olan medial
temporal lob ve neokortikal yapilarinda bulunur. Amiloid plaklar 6zellikle beta amiloid adi
verilen protein parcalarinin (amiloid-beta peptidinin (AB)) birikmesi sonucu ortaya ¢ikar. Tau
proteininin anormal birikimi ise ndrofibriller yumaklar adi verilen yapilarin olusumuna yol
acar. Bu yapilar sinir hiicrelerinin normal islevini bozarak hiicre 6liimiine ve beyin dokusunun

zarar gérmesine neden olur (19).

Alois Alzheimer, hafiza kaybi ve kisilik degisikligi yasayan bir hastayi inceleyerek liimiinden
once yaptig1 beyin incelemesinde amiloid plaklarinin ve biiyiik miktarda sinir hiicresi kaybinin
varligini fark etmis ve bu durumu serebral korteksin ciddi bir hastaligi olarak tanimlamstir.
Emil Kraepelin ise bu tibbi durumu ilk kez 8. baski psikiyatri el kitabinda Alzheimer hastalig
olarak adlandirmistir (20,21). Alzheimer hastalig1 gibi serebral bozukluk veya zehirlenmeler,
enfeksiyonlar, solunum ve dolasim sistemlerinde anormallikler, beyne oksijen tedarikinin
azalmasina neden olan beslenme eksikligi, B12 vitamini eksikligi, tiimorler gibi diger etkenler
tarafindan da biligsel islevlerin ilerleyici kaybina yol agabilir (22,23). Ayrica AH’de beyin
hiicrelerinde meydana gelen haraplanmanin etiyolojisi heniiz tam olarak aydinlatilmamis olsa
da hastaligin ortaya g¢ikmasindaki temel etkenlerin genetik faktorler, anormal proteinler,
otoimmiin reaksiyonlar, toksik reaksiyonlar, kafa travmalar1 ve virlisler oldugu
distiniilmektedir (24). Hastaligin olusumuna yol agan diger etkenler arasinda esansiyel

elementlerin ve serebral kan damarlarinin rolii olabilecegi de varsayilmaktadir (25).

Ailesinde AH olan bir kisi, bu hastalik riskini tasimayanlara kiyasla 2 kat daha fazla Alzheimer
hastaligina yakalanma riski ile kars1 karsiyadir. Bu genetik gecis %1 diizeyinde kalmaktadir ve

temel olarak bu ge¢isin apoliprotein E4 (Apo E4) alleli tasiyiciligi, presenilin-1, presenilin-2,
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ve amiloid prekiirsor protein (APP) genlerindeki mutasyonlara bagli oldugu diisiintilmektedir
(26,27). Orta ve ileri yaslarda kalp damar rahatsizliklarina neden olan kolesterolii tagiyan Apo
E aleli normalde %16 pozitif iken, Alzheimer hastaligina sahip bireylerde bu oranin %35-50
dolaylarinda pozitif oldugu saptanmistir (28). Dolayisiyla bu proteini tasiyanlarin bir kisminin
hastaliga yatkin oldugu sdylenebilir (28). Hastaligin olusum nedenleri arasinda genetik
faktorlerin bulundugu belirtilmis olsa da hastaligin olusmasinda genetik faktoriin diger

etkenlere gore daha sinirli ve diisiik bir potansiyele sahip oldugu goriilmektedir (26,28).

Cerebral cortex

i3 et
i b 2 NTTAN 1)
' S s , :
. AT { <5 \
oy . N, \
Healthy neurons [\ _~
/A NS
: Hippocampus ™
Normal brain
Shrinkage of

cerebral cortex Enlarged ventricles

Tau neurofibrillary tangles

Shrinkage of
hippocampus

Alzheimer disease
brain

AB plaques
Sekil 2.1 Beyin ve sinir hiicrelerinin fizyolojik yapisi (a) Saglikli beyin (b) Alzheimer
hastalig1 (AD) beyin (19).

Su anda diinya genelinde yaklasik 50 milyon Alzheimer hastas1 bulunmakta, bu saymin her 5
yilda bir ikiye katlanarak 2050 yilinda 152 milyona ulagmasi beklenmektedir. Alzheimer
hastalig1 yiikii bireyleri, aileleri ve ekonomiyi etkilemektedir ve tahmini olarak yillik 1 trilyon
dolarlik global maliyetlere neden olmaktadir. Su anda Alzheimer hastaligi i¢in bir tedavi
bulunmamakla birlikte sadece belirtileri iyilestiren mevcut tedaviler bulunmaktadir. Diinya
Alzheimer raporu 2015 verilerine gore diinya ¢apinda tahmini 46,8 milyon demans hastasi

bulunmaktadir (29). Tiim demanslarin %60 ile %80’ini AH olusturmaktadir (30).



Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) 2015 raporuna gére 60 yas iizerinde tahmini AH prevalansi
%11,2°dir. Tiirkiye’de ise bu oran %11 ile batili iilkeler diizeyinde saptanmistir (30). Yiiksek
prevalans oran1 AH’yi ciddi bir halk saglig1 problemi yapip aragtirmalarda dncelikli bir konuma
tasimaktadir (31). AH genel olarak 60’l1 yaslar sonrasinda goriilen bir hastalik olarak
degerlendirilse de giliniimiizde var olan ¢evresel faktorler ve beslenme kosullar1 gibi etmenler

neticesinde 45 yas civar1 gibi daha erken yaslarda da goriilebilmektedir.

Tablo 2.1 Yillara ve yas gruplarma gore niifus, Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) (30).

Oran (%)
Yil Toplam 014 15:64 G5+ 014 15-64 65+

018 81867223 19203792 55500077 7163354 235 678 87
023 86907367 19601384 58438033 8867 951 226 672 102
2040 100331233 193336893 64623369 16373971 193 644 163
2060 107005998 16126086 64727126 24242787 169 604 26

2080 107100904 16813783 62873761 27413359 157 58,7 25,6
Tablodaki rakamlar, yuvarlamadan dolay toplami vermeyebilir

AH ilk kez Alman noropatalog ve psikiyatrist Alois Alzheimer tarafindan 1906 yilinda
tanimlanmistir (32). Alzheimer hastaligi demansin en yaygin nedeni olarak bilinen bir
norodejeneratif hastalik tiiriidiir (33). AH’nin temel olarak beynin algilama fonksiyonlari
iizerine olumsuz etkileri neticesinde unutkanlik ve konusma bozukluklarinin meydana geldigi
bilinmektedir. Alzheimer hastaliginin bir sinir sistemi hastaligi olmasi nedeniyle yapilan
histopatolojik analizlerde hiicre Oliimii, sinaps kaybi1 (kolinerjik aktivitede zayiflama),
norofibriller yumaklarin (NFY) ve amiloid plaklarin artisiyla karakterize edilen bir hastalik
tablosu gozlemlenmektedir (34). Bu hastalikta norofibriller yumaklarinin ve amiloid plaklarin
sinir hiicrelerinin Oliimleri tam olarak baslamadan once bellek kaybi ve bunama belirtileri

belirgin hale gelmeden 6nce olusmaya basladig: diisiintilmektedir (35).



Alzheimer hastalifinin olusum siirecinde genetik faktorlerin ve oOzellikle yas ve cevresel
faktorlerin degiskenligine bagli olarak hastalik patolojisinde ndrofibriller yumaklar ve senil
plaklar rol oynamaktadir (26). Bu hastaligin meydana gelmesindeki en 6nemli faktor AP olarak
adlandirilan plaklarin olusmasi ve hiicrelerarast boslukta birikmesidir (26). AP plaklar
transmembran bir protein olan APP'in metabolize edilmesi sonucu ortaya ¢ikar. Alzheimer
hastaliginda olusan AB'min kiimeler halinde ¢6kmesi SP olarak adlandirilan olusumlari
meydana getirir. Bu plaklar toksik etkileri olmayan ve noronlarda inflamasyona neden olmayan
bir yapiya sahiptir (36). Ancak, ortamda olusan oksidatif stres ve mikroglial aktivasyon gibi
nedenlerle birlikte AP plaklar1 sert yapili bir yapiya doniiserek norotoksik etkiye sahip zararli
bir olusum halini almaktadir (36). Dejenere olmus akson ve dentrit pargalari ile ¢oziiniir
olmayan fibriler AP yapilar1 nérofibriller yumaklar ile birlikte noritik plaklart olusturmaktadir
(37). Bireylerin yaglar ilerledikce 6zellikle yashlik evresinde diffiiz (senil) plaklar normal
olarak goriiliirken, Alzheimer hastalig1 bulunan bireylerin beyinlerinde ise noritik plaklar daha

cok yerlesim yeri olarak neokortekste gozlemlenmektedir (37).

2.1.1 Alzheimer Hastaligi Tam Kriterleri

Alzheimer hastaligi tanisi konulan kisilerden alinan histopatolojik kesitlerde goriilen
norofibriller yumaklar, asir1 sekilde hiperfosforile olmus tau proteinlerinin ¢ift sarmalli
filamanlar halinde hiicre i¢ine ¢6kmesi sonucunda olugsmaktadir (38). Bu ndrofibriller yumaklar
ilk etapta limbik alanda belirirken, hastaligin ilerleyisine bagl olarak assosiasyon korteksinde
goriilmektedir (39). Alzheimer hastalig1 noropatolojisinde tespit edilen diger nedenler sinir
hiicresi Oliimleri ve buna bagli olarak gelisen sinaps kayiplari, dogal akson ve dentrit
yapilarindaki morfolojik degisiklikler, ayrica mevcut ndérotransmitter sistemlerin ve kortikal
kolinerjik uyarimlarin islevselligindeki kayiplar1 igermektedir (38,39). Hasta bireyde demans
tablosu ortaya ¢ikmadan 6nceki evre olarak tabir edilen preklinik evrede goriilen patofizyolojik
belirtilerin hastaligin teshisi ve dnlenmesinde ciddi bir 6neme sahip oldugu bilinmektedir.
Teshis siirecinde diinya Alzheimer dernegi en son 2011 yilinda Alzheimer Hastaligini preklinik
evre, Alzheimer hastaligi kaynakli hafif kognitif bozukluk evresi ve Alzheimer hastaligi

kaynakli demans evresi olmak tizere 3 evrede tanimlamistir (40,41).

Alzheimer hastas1 oldugundan siiphelenilen bir hastanin degerlendirilmesi i¢in tibbi ve aile
oykiisli alinmasinin yani sira ndrolojik muayene yapilmalidir. Ayrica, néronlar i¢in manyetik
rezonans goriintiileme (MRG), laboratuvar testleri arasinda vitamin B12 diizeyleri gibi 6zel
testler ve diger tanisal testlere de basvurulmasi gerekebilir. Bu kapsamli degerlendirme

Alzheimer hastaliginin tanisin1 destekleyebilir ve diger potansiyel nedenleri diglamak i¢in
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onemlidir (42). Vitamin B12 eksikliginin ndrolojik sorunlarla iliskilendirildigi ve Alzheimer
hastalig1 riskini artirabilecegi bir¢ok ¢alismada belirtilmistir. Vitamin B12 eksikliginin 6zel bir
belirleyicisi yiiksek homosistein diizeyleridir. Boylece oksidatif stres, kalsiyum girisinin
artmast ve apoptozis yoluyla beyin hasarina neden olabilir. Vitamin B12 eksikligi tanis1 serum
vitamin B12 diizeyi 6l¢limii ile birlikte tam kan sayimi1 ve serum homosistein diizeyleri testleri

kullanilarak konulabilir (43,44).

1984 yilinda Ulusal Nérolojik ve iletisimsel Bozukluklar ve Inme Enstitiisii (NINCDS) ve
Alzheimer Hastalig1 ve Ilgili Bozukluklar Dernegi (ADRDA), Alzheimer hastalig1 icin klinik
tan1 kriterlerini belirlemek iizere bir ¢alisma grubu olusturdu. Bu kriterler sunlar1 igermektedir:
Olas1 Alzheimer hastaligi, noropsikolojik testlerle teyit edilen bunama, ilerleyici hafiza kaybz,
giinliik yasam aktivitelerinde bozulma ve dil bozuklugu (afazi), motor beceri bozuklugu
(apraksi), algi kaybi1 (agnozi) gibi diger semptomlar ile teshis edilebilir. Bu semptomlar
genellikle 40-90 yas araliginda baslar ve herhangi bir sistemik veya beyin hastalig
bulunmamaktadir. Miimkiin Alzheimer hastaligi norolojik veya psikiyatrik bozukluklarin
olmamasi ve bagka bir hastalik durumunda uygulanabilir. Ancak, bunlar demansin temel nedeni
degildir. Kesin Alzheimer hastalig1 biyopsi veya otopsi sonucu elde edilen histopatolojik onay

ile teyit edilir (45,46).

Preclinical AD Clinical / Mild AD Severe AD

Stage B Stage C

Plaques

Tangles
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AHile iliskili hafif
biligsel

Hafif

AH le baglantih demans

Medial Temporal Lob Lateral ve Parietal Loba Frontal Loba Yayilhm Genis Yayihmh Beyin
Yayihm Atrofisi
Hafiza Kaybi Semptomlar:
Semptomlar: Sorgulama yeteneginde Semptomlar:
Okuma problemleri kayip Dil kayiplari
Nesne tanimlada Darttsellik Basit motor yeteneklerde
zayiflik Dikkat daginikhg bozukluk
Y6n duvusunda zaviflik

Sekil 2.2 Alzheimer hastaliginin beyin bdlgelerinde yayilimi (39)

2011 yilinda Ulusal Yaslanma Enstitiisii-Alzheimer Dernegi, Alzheimer hastali§inin tanisinda
daha yiiksek 6zgiilliik ve duyarlilik i¢in 1984 NINCDS-ADRDA kriterlerinde birkag degisiklik
yapmis ve glincellemeler yapmistir. Yeni 6nerilen kriterler klinik ortamlarda kullanilmak iizere
olas1 ve olast olmayan Alzheimer hastaligi demansini ve klinik biyobelirteclerin yani sira
patofizyolojik kanitlara sahip olasi veya olas1 Alzheimer hastaligi demansini icermektedir.
Alzheimer hastalig1 biyobelirtecleri iki ana kategoriye ayrilmistir: (a) beyin amiloid belirtecleri,
pozitron emisyon tomografisi (PET) ve beyin omurilik sivist (BOS) gibi yontemlerle 6l¢iilen
amiloid beta (A) protein birikimlerini icerir; (b) ndron hasarinin belirtegleri, serebrospinal sivi
tau, metabolik aktivite i¢in florodeoksiglukoz (FDG) ve atrofi dl¢limii i¢in manyetik rezonans

gorlintiilleme (MRG) gibi faktorleri igerir (47,48).

2.1.2 Alzheimer Hastah@i'min Noropatolojisi

Alzheimer hastaligindaki noéropatolojik degisiklikler, hastaligin ilerlemesi ve semptomlari
hakkinda kanit saglayan iki tiir degisikligi igerir. Pozitif lezyonlar (birikime bagli): Alzheimer
hastalarinin beyinlerinde bulunan nérofibriller demetler, amiloid plaklar, distrofik néritler,
noropil iplikler ve diger birikintilerin birikmesiyle karakterizedir. Bu lezyonlar, hastalik
ilerledikce artan bir sekilde birikir ve Alzheimer hastaliginin néropatolojik ozelliklerini
olusturur. Negatif lezyonlar (kayiplara bagli): Sinirsel, néropil ve sinaptik kayiplara baglh
olarak biiyiik atrofi ile karakterizedir. Bu tiir lezyonlar hastaligin ilerlemesiyle birlikte sinir

hiicrelerinin kaybint ve beyin dokusunun kii¢lilmesini gosterir. Ayrica, ndroinflamasyon,
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oksidatif stres ve kolinerjik néronlarin hasari gibi diger faktorler de ndrodejenerasyona neden

olup ve Alzheimer hastaliginin kompleks patofizyolojisine katkida bulunabilir (49,50).

2.1.3 Senil Plaklar (SP)

Senil plaklar beta-amiloid proteinin (AB) hiicre disinda birikimleridir ve farklt morfolojik
formlart igerir. Bu formlar arasinda nevritik, yaygin, yogun ¢ekirdekli veya klasik ve kompakt
tipte plaklar bulunmaktadir. Bu g¢esitlilik senil plaklarin yapisal 6zelliklerini yansitarak
Alzheimer hastalifinin patofizyolojik karmasikligini ortaya koymaktadir. Senil plaklarin
olusumu proteolitik kesim enzimleri araciligiyla gergeklesir. Bu enzimler arasinda -sekretaz
ve y-sekretaz bulunur. Bu enzimler transmembran amiloid 6nciil protein (APP) {izerinden AP
birikimlerinin biyosentezinden sorumludur. Bu siire¢ Alzheimer hastaliginin temel
patofizyolojik mekanizmalarindan biri olup ve AP birikimi sinir hiicrelerini etkileyerek
hastaligin ilerlemesine katkida bulunabilir (51,52). Bu enzimler, transmembran amiloid onciil
proteini (APP) birka¢ amino asit par¢asina keserek A} monomerlerini olustururlar. Bu parcalar
arasinda 43, 45, 46, 48, 49 ve 51 amino asitleri igerir ve son hali olan AB40 ve AB42'ye ulasirlar.
Olusan AP monomerleri arasinda biiyiik ve ¢éziinmeyen amiloid fibrillerin yani sira ¢éziiniir
oligomerler de bulunmaktadir. Bu ¢esitli A tiirleri, amiloid plaklarini olusturmak i¢in birikime
ugrayabilir ve ¢Oziiniir oligomerler beyin boyunca yayilabilir. AB'nin ndrotoksisitesi ve noral
fonksiyondaki 6nemi nedeniyle hipokampus, amigdala ve serebral kortekste yogun plak
birikimi, astroglialarin uyarilmasina, akson ve dendrit hasarina, sinaps kaybina ve biligsel
bozukluklara neden olabilir. Bu Alzheimer hastaliginin temel patofizyolojik siire¢lerinden biri

olarak hastaligin ilerlemesine katkida bulunabilir (52,53).

2.1.4 Norofibril Demetleri (NFT'ler)

NFT'ler baz1 asamalarda birbirine dolanabilen hiperfosforile tau proteini filamentleridir. Bu
filamentler noral-perikaryal sitoplazmada, aksonlarda ve dendritlerde birikerek sitoskeleton
mikrotiibiillerinin ve tiibiilinle iligkili proteinlerin kaybina neden olurlar. Hiperfosforile tau
proteini Alzheimer hastalarmin beyinlerindeki NFT'lerin ana bileseni olup evrimi NFT'lerin
morfolojik asamalarin1 yansitabilir. Bu agamalar sunlar1 igerir: Pre-demet asamasi: Fosforile
tau proteinlerinin somatodendritik bolmeye PHF olusumu olmadan biriktigi NFT'yi igerir.
Olgun NFT'ler: Tau proteininin filament birikimiyle karakterize ve niikleus somanin ¢eperine
dogru yer degistirdigi asamadir. Ekstraseliiler demetler veya hayalet NFT asamasi: Kismi
proteolize direncli biiyiik miktarda filament6z tau proteinine bagl olarak néron kaybindan

kaynaklanir (54,55).
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2.1.5 Sinaptik Kayip

Norokorteks ve limbik sistemdeki sinaptik hasar hafiza bozukluguna neden olabilir. Genellikle
Alzheimer hastalifinin erken evrelerinde gozlenir. Sinaptik kayip mekanizmalar1 aksonal
tagima kusurlar1, mitokondriyal hasar, oksidatif stres ve diger siirecleri i¢erir. Bu mekanizmalar
sinaptik sitelerde beta-amiloid (AB) ve tau proteininin birikmesine katkida bulunurlar. Bu
stireclerin sonunda dendritik dikenlerin, presinaptik terminalin ve aksonal distrofinin kaybina
yol acar. Bu sinaptik hasar hastaligin ilerleyen asamalarinda daha genis bir ndronal kayba ve
bilissel bozukluklara katkida bulunabilir (56). Sinaptik proteinler sinaptik kaybin tespiti ve
siddeti igin biyobelirtecler olarak kullanilir. Ornegin, postsinaptik bir ndronal protein olan
ndrogranin ve visinin benzeri protein-1 (VILIP-1) sinaptik hasarin belirlenmesinde potansiyel
biyobelirtegler olarak one ¢ikmaktadir. Ayrica, sinaptotagmin-1 gibi diger sinaptik proteinler
de sinaptik kaybin biyolojik belirtecleri olarak kullanilir. Bu tiir biyobelirtecler Alzheimer
hastalig1 gibi ndrodejeneratif durumlarin erken teshisi ve ilerleyisinin izlenmesi gibi klinik

uygulamalarda 6nemlidir (57,58).

2.1.6 Alzheimer Hastahi@inin Evreleri

Alzheimer hastaligmin klinik evreleri su sekilde simiflandirilir: On klinik veya dnsemptomatik
evre: Birka¢g yil veya daha fazla siirebilen evre olarak hafif hafiza kaybi ve korteks ile
hipokampusta erken patolojik degisikliklerle karakterizedir. Giinliik aktivitelerde islevsel
bozulma olmayip Alzheimer hastaliinin klinik belirtileri ve semptomlar1 heniiz ortaya
cikmamutir (19,59,60). - Hafif veya erken Alzheimer evresi: Hastalarda konsantrasyon ve hafiza
kayb1, yer ve zaman karisikligi, ruh hali degisikligi ve depresyon gibi bir dizi semptom ortaya
cikar (60,61). - Orta derecede Alzheimer evresi: Hastaligin hafiza tanima giicliigii, diirtii
kontroliiniin kaybi, okuma yazma ve konusmada zorluk gibi alanlara yayilmasiyla
karakterizedir (60). - Siddetli Alzheimer veya ileri evre: Hastaligin tiim korteks alanina
yayilmastyla karakterizedir. Noritik plaklarin ve nérofibriller demetlerin siddetli birikimine yol
acar. Sonug olarak ilerleyici bir islevsel ve bilissel bozulma ortaya ¢ikar. Hastalar ailesini hig
tantyamaz ve yataga bagimli hale gelir, yutma ve idrar yapma zorluklar1 yasar ve sonunda bu
komplikasyonlar nedeniyle 6liim gerceklesir (19,62). Alzheimer hastaliginin teshisi genellikle
klinik belirtiler, biligsel testler ve beyin goriintiileme yontemleri kullanilarak konur. Ancak,
kesin tani i¢in genellikle otopsi veya beyin doku analizi gibi daha kesin yontemlere ihtiyag

duyulabilir.
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Tablo 2.2 Demansta ii¢ temel ve {i¢ ikincil alanin sorgulanmasi (63)

Kategori Btk Cegidi Gozlemler, Bulgular
Yalkin: yakin gecmise ait kisisel ve aktiiel
Bellek olaylar;
Uzak: ilkokul dgretmeni, okudugu
ockullar, evlilik, emeklilik tarihler, vb.
Dikkat Dalgalanma. konsantrasyon, gelinebilirlik
7 Kelime bulma, anlama. okuma, vazma,
Dil ] :
hesaplama giicliikler:
Kognitif Gorsel-mekiansal | Yabanci'tamidik mekanlarda dolasabilme,
islevler varzl karakterinde ( Ortogratik) degisiklik
Problem cézme, vargilama, soyutlama
Yiirtitlict islevler | bozukluklar
Alet kullanma. givinme, oturma-yiiriime
Praksis giicliklen
T . d Mesneleri tamima, mekanda birbirinden
£ Gnosis P
2 yi
Kisilik degisiklikleri] Apati. disinhibisyon. sosyal uygunsu=zluk
Duyzudurum Keder, isteksizlik, huzursuzliuk, yerinde
bozukluklar duramama, sinirlilik, uvgunsuz
Davramsgsal Nese. esin pesinden ayrilmama, gorsel ve
Aldgr bozukiuklarn: | diger haliisinasyvonlar
— Hirsizlik, sadakatsizlik, Capgras ve diger
1 Mlpitace tiirden herzeyanlar
bozukluklar. - i
Sokakta GY A lar i:_?. yvasami, yoloculuk, mali isler, ahisveris,
sosval iliskiler
e Hobiler, ev aygitlarim kullanma, yemek
Islevsel Evde GY A lar pisirme, diger ev isleri, kiiciik tamirat,
gazete-tv ilgisi
Bl bk b emci-g yveme., yikanma, giyinme,
makwaj, tras olma. tuvalet mekanigi
Motor Y liriyiis bozuklugu, diigmeler, donmalar, dengesizlik. hareket
. yvavasligl. giigsiizliik, erime. seyirme
E (OManom inkontinans, empntans, artastatizm, kanstipasyon, terlemea
U+vku REM-davramis bozruklugu, asin giindiiz uykusu, uyku apne
¥ sendromu

Manyetik rezonans gorilintileme (MR) teknigi kullanilarak beyin incelendiginde, genel
yapisinda kiiclilme gozlemlenir. Hastaligin ilerleyen agamalarinda bu kii¢iilme daha belirgin
hale gelirken, norofibriller demetlerin olusumuyla baslayarak ilk olarak temperomedial
bolgedeki harabiyete bagli olarak yakin bellek bozuklugu, hastalifin baslangic1 sonrasi
evrelerde gozlemlenmeye baslar. (39,64). AH'yi klinik olarak degerlendirmek i¢in bulgularin

siddetine bagl olarak erken, orta ve ileri evreler olmak {izere ii¢ evrede incelenir.
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EVRE 1 (ERKEN): Amnestik Donem (Bellek ve Konusma Bozuklugu): Erken evrede
semptomlar olarak yeni bilgilerin 6grenilmesinde zorluk ve bellek bozuklugu ortaya cikar.
Kelime veya ciimle tekrari, objelerin yerlerinin karistirilmasi gibi belirtiler ortaya gikar. Onceki
ismini 1yi bildigi kisilerin isimlerini unutma durumu da hastaligin tipik belirtilerindendir.
Alzheimer hastaliginin genellikle belirgin amnestik bilissel bozulma ile kendini gdsterdigi
dogrudur. Ancak bazen, amnestik olmayan bilissel bozukluklar da gdzlemlenebilir. Kisa siireli
bellek giicliigii hastaligin en yaygin semptomudur, ancak aynt zamanda anlamli konusma,
gorsel-uzaysal isleme ve yiirlitme (zihinsel ¢eviklik) islevlerinde de bozulmalar meydana gelir.
EVRE II (ORTA): Demans Donemi (Entelektiiecl Bozulma): Orta evrede yeni bilgi 6&renimi
tamamen durmus, hastaligin baslangi¢ evresindeki belirtiler ilerlemis ve kismen gilinliik
yasamsal faaliyetlerde kayip s6z konusudur. Kisi yardima ihtiya¢ duyar. EVRE III (ILERI):
Vejetatif Donem (Bakim Gereksinimi): Ileri evrede giinliik yasamsal faaliyetler, beslenme,
giyinme vb. disa bagimh olarak ikinci bir kisinin yardimiyla gerceklestirilir. Hasta yatar
pozisyonda yasamak durumunda olup ve yatak yarasi enfeksiyonlari, iiriner sistem
enfeksiyonu, solunum sistemi hastaliklari, emboli ve beslenme bozukluklarina bagli gelisen
komplikasyonlar genellikle 6lim nedenlerini olusturur. Zihinsel islevler ileri evrede en alt

seviyede olur (65).

AH teshisini takiben hastanin hayatta kalma siiresi teshis anindaki yasa bagl olarak degisiklik
gosterebilir. 65 yasinda AH teshisi konan kisiler i¢in ortalama hayatta kalma siiresi yaklasik
8,3 y1l iken 90 yasinda kisiler i¢in bu siire yaklasik 3,4 yil olabilir. Ancak bu siireler hastadan
hastaya biiyiik farkliliklar gosterebilir ve her bireyde hastaligin seyri farkli olabilir. Tercih
edilen medikal tedavi prensipleri semptomlara gore degisiklik gostermektedir. Alzheimer

hastaligindaki tedavi yaklagimlar: sunlardir:

» APP ekspresyonunu inhibe etmek, > AP proteinlerin liretimini inhibe etmesi: a-sekretaz
aktivasyonu, B-sekretaz inhibisyonu, y-sekretaz modiilasyonu » Amiloid fibril formlarmin
inhibisyonu » AP fibrillerin toksisitesinin inhibisyonu » Asetil kolin esteraz inhibitorleri »
NMDA reseptdr antagonistleri (Memantin) » Non-steroidal antienflamatuvar ilaglar (NSAII)
> Kolesterol azaltici ilaglar » Metal selatorleri » Ostrojenler » Antioksidanlar >
Antifibrilizasyon ajanlar1 (proteoglikanlar) »Tau proteinlerinin hiperfosforilasyonunun
onlenmesi; Lityum tedavisi, tau proteinlerinin fosforilasyonu ile NFY olusumu i¢in kritik
oneme sahiptir. Glikojen sentaz kinaz 3 beta (GSK 3) gibi hiicre ici kinazlara baghdir. Bu
mekanizmayi lityum ve valproik asit inhibe eder. Lityumun hiicre kiiltiirlinde ve transgenik
farelerde GSK 3B’y1 inhibe ederek tau proteinlerinin hiperfosforilasyonunu azaltabilecegi
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gosterilmigtir. » Sinir Biiylime Faktori Gen Terapisi (CERE-110): Sicanlarda yapilan
caligmalar, ekzojen sinir biiylime faktori (NGF) uygulamasinin, eksitoksik neokorteks
lezyonlar1 sonrasinda bazal g¢ekirdeklerde néron kaybini azalttigimi ve atrofiyi diizelttigini

gostermistir (65).

2.1.7 Alzheimer Hastaliginin Tarihgesi

Alzheimer hastalig1 adin1 Alman ndropatolog Alois Alzheimer'den almaktadir. Mart 1901'de
50 yasindaki Auguste Deter'in kocasi karisinda hizli bir ilerleme gdsteren yogun uyku
bozukluklari, hafiza kaybi, saldirganlik, aglama ve kafa karisikligi belirtilerini fark etti. Bunun
tizerine 51 yasindaki hasta 25 Kasim 1901'de tedavi i¢in Frankfurt Akil Hastanesine yatirildi.
Hastaligin tarihi, Alois Alzheimer'in 1906 yilinda bir kadin hastayr inceleyerek yaptig
gozlemlerle baglar. Alzheimer 1901 yilinda "Auguste D" olarak anilacak olan 51 yasindaki bir
kadin hastayr tedavi etmek tizere Frankfurt'taki bir psikiyatri hastanesine basvurmustur.
Auguste D'nin hafiza kaybi, anksiyete, dil bozukluklari ve davramigsal degisiklikler gibi
belirtiler gosterdigini gozlemlemistir. Auguste Deter'in semptomlarini yillarca derinlemesine
inceleyen kidemli asistan Alois Alzheimer, hastanin semptomlarinin zamanla giderek

kotiilesmesi nedeniyle Auguste Deter'in 8 Nisan 1906°de oliimiine kadar hastanede kalmasini

saglamigtir.

Fotograf 2.1 Alois Alzheimer ve Auguste Deter (66)
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Auguste Deter'in 6liimiinden sonra, Alzheimer hastaliiyla ilgili aragtirmalarini siirdiiren Alois
Alzheimer, hastanin 4 y1l boyunca tutulan tibbi kayitlarin1 kullanarak hastanin semptomlart ile
beyin dokusu arasindaki iliskiyi arastirmak icin beyin biyopsisi yapmistir. Bu calismada,
serebral korteksin genel olarak incelendigi ve hafizayi, dili, yargilamay1 ve diistinmeyi kontrol
eden bolgenin ciddi sekilde bozuldugu belirlendi. Ayrica, noronlarda senil plaklar ve
norofibriller yumaklar tespit edildi. Alzheimer'in bulgulari, donemin tip doktorlar1 arasinda 70
yasin iizerindeki hastalarda senil plaklarin bulunabilecegi fikrine ragmen, ayni hastada
norofibriller yumaklarin da ortaya ¢ikmasiyla ¢eliski olusturdu. Bu sonuglar ve 4 yildan fazla
bir siire boyunca kaydedilen klinik bulgular arasindaki iligki, Alzheimer'in Tiibingen

toplantisinda yaptig1 konugmanin temelini olusturdu.

Sekil 2.3 Alzheimer hastaliginin farkli norofibriler sarmal evrelerini gosteren ¢izimler (66)

Kraepelin'in tesviki iizerine Alzheimer, Almanya'nin giineybatisinda bulunan Tiibingen'de
diizenlenen 37. psikiyatri konferansinda, 51 yasindaki Auguste Deter'in semptom ve beyin
biyopsisi sonuglarini "Serebral korteksin kendine 0zgii ciddi bir hastalik stireci" adl
caligmasiyla 3 Kasim 1906 yilinda bildirilmis, ancak akademi tarafindan yeterli ilgi
gormemistir. Alzheimer, calismalarint bir yil sonra 1907'de bir arastirma makalesi olarak
yayinlayarak raporun igerigini giiclendirmistir. Hastalik, 1910'da Emil Kraepelin tarafindan
yayinlanan psikiyatri kitabinda ilk kez "Alzheimer Hastalig1" olarak adlandirilmistir.
Alzheimer'in ¢alismalar1 1910 yilinda "Uber eine eigenartige Erkrankung der Hirnrinde" (Beyin

kabugunun tuhaf bir hastalig1 hakkinda) baslikli bir makaleyle yayimlanmistir. Bu makalede
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Alzheimer, hastaligin sinir sistemi Ulzerindeki etkilerini detayli bir sekilde agiklamis ve
hastaligin temel belirtilerini ve patolojik bulgularmni tanimlamistir. Alzheimer'in kesifleri,
amiloid plaklar ve norofibriller yumaklariin Alzheimer hastaliginin temel 6zellikleri oldugunu
ortaya koymustur. Bu bulgular, Alzheimer hastaliginin nérodejeneratif bir hastalik oldugunu

ve sinir hiicrelerinin ilerleyici olarak hasar gérdiigiinii géstermistir.

Alois Alzheimer'in ¢alismalari, Alzheimer hastali§i hakkindaki bilgilerin ilerlemesine ve
hastaligin daha 1iyi anlasilmasina Onemli katkilarda bulundu. Giliniimiizde Alzheimer
hastaligiyla ilgili yapilan arastirmalar, tan1 ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesi ve hastaligin
yayginliginin azaltilmasi i¢in devam etmektedir. Alzheimer hastaligi genellikle demans
vakalarimin %60 ila %80'ini olusturan en yaygin demans alt tipi olarak kabul edilmektedir.
Klinik olarak teshis edilen Alzheimer hastalifinin prevalanst yiiksektir. Bu durumun
poplilasyonun yaslanmasiyla iligkili olarak artmasi beklenmektedir (56,57). Yapilan bir¢ok
calismanin AH prevalansi iizerine sundugu tahminlere gore hastalik genellikle 60 yas iistii
poplilasyonun %3-4'iinii etkilemektedir (58). Cin'de yapilan bir arastirmada elde edilen
prevalans tahminlerine gore hastaligin prevalansi 55-59 yas araliginda %0,2 civarinda iken, bu
oranin 95-99 yas aralifinda %48,2'ye yiikseldigi gozlenmistir (59). Ayrica, yapilan
caligmalarda Alzheimer hastaliginin kadinlardaki prevalansinin erkeklerden daha fazla oldugu
belirtilmistir. Prevalansta oldugu gibi insidansta da yasa bagli olarak artis gézlenmektedir.
Avrupa'da yiiriitiilen ¢aligmalarin bir meta analizinde kadinlarda yilda her 1000 kisiden
13.3"inde, erkeklerde ise yilda her 1000 kisiden 7.02'sinde Alzheimer hastaligi bulunmustur
(60).

2.1.8 Alzheimer Hastaliginin Nedenleri ve Risk Faktorleri

Hastaligin ilerlemesiyle iliskilendirilen risk faktorlerini anlamak hastalarin gelecekle ilgili
kararlar almalarina yardimci olur. Ayrica, klinik gelisim ve tedavi kullanimina rehberlik ederek
ilerlemeyi yavaslatma potansiyel bir rol oynayabilir (61). AH yasin ilerlemesi, genetik
faktorler, bas yaralanmalari, vaskiiler hastaliklar, enfeksiyonlar ve ¢evresel faktorler (agir
metaller, iz elementler) gibi bir¢ok risk faktorii ile iligkili ¢ok faktorlii bir hastalik olarak kabul
edilir (Tablo 2.3). Alzheimer hastalifinin patolojik mekanizmalar1 henliz tam olarak
anlasilamamistir. Ancak, amiloid beta birikimi, tau proteininin hiperfosforilasyonu, kolinerjik
sistemin bozulmas1 ve beyindeki inflamasyon gibi bir¢ok hipotez ve teori hastaligin olasi

gelisim mekanizmalarini agiklamaya calismaktadir. Bu hipotezlerden higbiri tek basina yeterli
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olmazken Alzheimer hastaliginin karmasikligr genetik, cevresel ve yasa bagl faktorlerin

birlesimine isaret etmektedir (67,68).

Tablo 2.3 Baslica Alzheimer igin risk faktorleri (69)

fleri Yas Hipertansiyon
Aile hikayesi Homosistein
Apolipoprotein E4 alleli Diyabet

Down sendrom

Vitamin B12 esksikligi

Diistik egitim seviyesi Dislipidemiler
Sik kafa travmasi Hipotiroidizm
Kadin cinsiyet Infeksiyonlar

Norotoksinler, sigara, alkol

Serum demir eksikligi

Serebrovaskiiler hastalik

Ferritin yiiksekligi

Ostreojen kullanimi koruyucu

C-reaktif protein yiiksekligi

NSAII koruyucu Folat eksikligi

Miyokard infarktiisii Menapoz

2.2 Alzheimer Hastaligimin Hipotezi
2.2.1 Kolinerjik Hipotezi

1970'lerde, Alzheimer hastaligi ile iliskilendirilen neokortikal ve presinaptik kolinerjik
eksikliklerin, asetilkolin (ACh) sentezinden sorumlu olan kolin asetiltransferaz (ChAT) enzimi
ile baglantili oldugu kesfedildi. Biligsel fonksiyonlarda asetilkolinin temel rolii g6z Oniine
alindiginda, Alzheimer hastalig1 icin bir kolinerjik hipotez 6ne siiriildii. ACh, ChAT enzimi
tarafindan kolin ve asetil-koenzim A'dan kolinerjik ndronlarda sitoplazmada sentezlenir ve

sinaptik vezikiillere vezikiiler asetilkolin tasiyict (VACHT) tarafindan tasimir (Sekil 2.5).
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Beyindeki ACh hafiza, dikkat, duyusal bilgi, 6grenme ve diger 6nemli fizyolojik siire¢lerde
kritik bir rol oynar. Alzheimer hastaliginda kolinerjik néronlarin dejenerasyonu gergeklesir ve
bu durum biligsel fonksiyonlarda ve hafiza kaybinda degisikliklere neden olur. B-amiloidin,
kolinerjik norotransmisyonu etkileyerek kolin aliminda azalmaya ve ACh saliniminda diistlise
yol agtig1 distiniilmektedir. Arastirmalar AP oligomerlerinin nérotoksisitesi ve AChE ile AB
peptid arasindaki etkilesimlerin kolinerjik sinaptik kayb1 ve amiloid fibril olusumu ile iliskili
oldugunu gostermistir. Presinaptik kolinerjik terminallerde bulunan nikotinik ve muskarinik
(M2) ACh reseptorlerindeki azalmaya ve uyarict amino asit (UAA) norotransmisyonundaki
eksiklige ek olarak Alzheimer hastalarinin beyinlerinde glutamat konsantrasyonu ve D-aspartat
aliminda 6nemli Olclide azalma goriilmektedir. Ayrica, Alzheimer hastaliginin ilerlemesine
katkida bulunan faktorler arasinda kolinerjik reseptor antagonisti olan skopolamin gibi
maddelerin kullanimi da yer alir. Ancak, bu etkiler asetilkolin olusumunu aktive eden

bilesiklerin kullanimiyla tersine ¢evrilebilir (70,71).

Age and gender

Genetic factors
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Sekil 2.4 Alzheimer hastaligi i¢in risk faktorleri (67)
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Sekil 2.5 Presinaptik ve postsinaptik sinir uglar1 arasinda asetilkolinin sentez ve tasima
yolaklari (70).

Sonug olarak, kolinerjik hipotez ii¢ temel kavrama dayanmaktadir. Serebral kortekste azalmis
presinaptik kolinerjik isaretleyicilerin varligi, bu da Meynert bazal g¢ekirdeginde (NBM)
kolinerjik innervasyonun ciddi ndrodejenerasyonuyla iliskilidir. - kolinerjik antagonistlerin,
agonistlere kiyasla bellek bozuklugunda rol oynadig1 ve bu etkinin tersine ¢evrilebildigi bir

mekanizma ile iliskilidir (72).

2.2.2 Amiloid Hipotezi

Yillardir merkezi sinir sisteminde B-levhalarin anormal bir sekilde birikmesinin demans ile
giiclii bir iliskisi oldugu tespit edilmis ve amiloid hipotezi kavramina yol agmistir. Ancak,
amiloid plaklarin (AP) yaslanmayla birlikte normal saglikli beyinlerde de biriktigi
bulunmustur. Boylece AP birikiminin Alzheimer hastaliginin baglangicindan sorumlu olup
olmadig1 sorusunu giindeme getirmistir. Son yillarda Alzheimer hastaliginin kalitsal olmayan
formu (NIAD) i¢in alternatif hipotezler 6nerilmis olsa da su anda amiloid hipotezi kalitsal
Alzheimer hastaligi (IAD) i¢in en kabul goren patolojik mekanizma olarak kalmaktadir.
Amiloid hipotezi, APP'den - ve y-sekretaz tarafindan tiiretilen AB'nin yikiminin yasla veya
patolojik durumlarla azaldigini ve bdylece AP peptitlerinin (AB40 ve AP42) birikimine yol
actigini one siirmektedir. AB42/AB40 oraninin artmasi, AP amiloid fibril olusumunu indiikler.
Bu durum noérotoksisite ve tau patolojisi indiiksiyonuna yol acar, néron hiicre olimi ve

norodejenerasyon meydana gelir. Alzheimer hastaligi risk faktorleri arasinda APP, PSENI ve
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PSEN2 gibi c¢esitli genlerin mutasyonlar1 etkileyerek Af'nin hizli birikimine ve

ndrodejenerasyonun hizli ilerlemesine neden olur (73,74).

2.3. Alzheimer Hastaliginin Risk Faktorleri
2.3.1 Yaslanma

Alzheimer hastaligindaki en Onemli risk faktorii yaslanmadir. Geng¢ bireyler nadiren bu
hastaliga sahiptir ve cogu Alzheimer hastalig1 vakasi 65 yasindan sonra baglar (75). Yaslanma,
beyin hacminin ve agirliginin azalmasi, sinaps kaybi, belirli bolgelerde ventrikiil genislemesi
ile birlikte amiloid plak birikimi ve ndrofibril yumak olusumu gibi karmasik ve geri
doniisiimstiz siiregleri igerir. Ayrica yaglanma siirecinde glikoz hipometabolizmasi, kolesterol
disomeostazi, mitokondri fonksiyon bozuklugu, depresyon ve biligsel gerileme gibi ¢esitli
durumlar ortaya cikar. Bu degisiklikler normal yaslanmanin bir pargasi olarak kabul edilir ve
bu nedenle erken AH vakalarini ayirt etmeyi zorlastirir (76,77). Alzheimer Hastalig1, baslangic
yasina gore iki temel tipe ayrilabilir: Erken Baslangichi Alzheimer Hastaligi (EOAD) ve daha
yaygin olan Yagh Baslangichi Alzheimer Hastaligi (LOAD). EOAD, nadir goriilen bir form
olup vakalarin %1-6'sin1 olusturur. Genellikle 30-60 veya 65 yas arasinda goriilen bu vakalar,
Alzheimer hastaliina sahip birden fazla iiyeye sahip ailelerde ortaya ¢ikar. LOAD ise 65 yasin
iizerinde baslangi¢ gosteren daha yaygin bir durumdur. Her iki tip de Alzheimer hastaligi

gecmisi pozitif olan ailelerde ve ge¢ baslangich hastaliga sahip ailelerde ortaya ¢ikabilir (78).

2.3.2 Genetik

Yillar icinde genetik faktorlerin kesfi Alzheimer hastaliginin gelisiminde 6nemli bir rol
oynadigin1 gostermistir. Alzheimer hastaligir vakalarmmin %70'1 genetik faktorlere baglhidir.
Erken baslangi¢li Alzheimer hastalig1 vakalarinin ¢ogu otozomal dominant kalittim deseninde
miras almir ve Amiloid prekiirsor protein (APP), PSEN-1, PSEN-2 ve ApoE gibi baskin
genlerdeki mutasyonlar Alzheimer hastaligr ile iligkilidir. Bu baglamda Alzheimer

hastaligindaki giiclii genetik risk faktorlerini tartigtyoruz (79,80).

2.3.3 Amiloid Prekiirsor Protein (APP)

APP, a, B ve y-sekretaz tarafindan kesilerek AP ve diger proteinlerin salinimini saglayan tip [
transmembran proteinidir ve APP geni kromozom 21'de bulunmaktadir. APP geninde toplam
30 mutasyon bulunmaktadir, bunlardan 25'i Alzheimer hastalig1 ile iliskilidir ve yliksek
miktarda AP birikimine neden olurlar. Ayrica, AB40, AB42 ve ABmin salinimini azaltarak

Alzheimer hastaligina karst koruyucu bir etkisi olduguna inanilan A673T adli bir koruyucu
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mutasyon da bulunmaktadir (81,82). Tiim mutasyonlar, sekretaz kesim bolgesini etkiler.
Omegin, KM670/671NL mutasyonu fare modellerinde hipokampus ve kortekste artan
seviyelerde amiloid plaklarint gostermistir. A673V, D678H, D678N, E682K ve K687N
mutasyonlar1 kortikal atrofiye neden olurken E682K mutasyonu hipokampal atrofiye yol
acmistir. NFT'lerin ve Af'nin varligini, mikroglia ve astrosit aktivasyonunu, ayrica ndron
kaybin1 iceren noropatolojik raporlar, A673V mutasyonuna 6zgii olarak ortaya ¢ikmistir. Diger
belirtilen mutasyonlarla karsilastirildiginda intraselliiler AB'de bir degisiklik gozlenmemistir

(81,83).

T7141, V715A, V715M, V7171, V717L, L723P, K724N ve 1716V gibi diger mutasyonlar y-
sekretaz kesim bolgesini etkileyerek AB42/AB40 oraninda artisa neden olurken E693G, E693K,
D694N ve A692G mutasyonlar1 a-sekretaz kesim bolgesini etkiler ve hiicre zar biitiinliigiinii
bozabilen polimorfik agregatlar olusturur. Ayrica0, E693delta sinaptotoksik Af olusumunu

arttiran bir silme mutasyonudur (84,85).

2.3.4 Presenilin-1 (PSEN-1) ve Presenilin-2 (PSEN-2)

EOAD'in otozomal dominant sekilde kalitilan formlarini1 temsil eden PSEN1 ve PSEN2
genleri sirasiyla kromozom 14 ve kromozom 1 {izerinde bulunan genlerdir. PSEN-2 ve PSEN-
1 homologdur ve %67 benzerlige sahiptir, ancak N-terminus ve hidrofilik bolgede farkliliklar
bulunur. PSEN1 genindeki mutasyonlar daha yaygindir ve 200'den fazla mutasyon
icermektedir, PSEN2 geninde ise daha az sayida (40'tan az) mutasyon tanimlanmistir (86,87).
PSENI, y-sekretaz kompleksini aktive eden ve APP'den Af'nin iliretiminde 6nemli bir rol
oynayan ¢ekirdek bir proteindir. Farelerde yapilan PSEN1 geni silme ¢aligmalar1 sinaptik islev
bozuklugu ve bellek bozuklugu gostermistir. Bu da PSEN1'in bellegi ve néronlar1 korumadaki
temel roliinii vurgulamaktadir (84). PSEN1 mutasyonlar1 basit bir amino asit degisimi
icerebilecegi gibi, siddetli mutasyonlar iki amino asidin yerine ge¢mesi sonucunda ortaya

cikabilir (88).

PSENI genindeki mutasyonlar, AB42/AB40 oranimi artirarak AB40 diizeylerini azaltmasi ile
etki gosterir. Sun ve arkadaslariin yaptig1 bir calismada, PSEN1 knock-in farelerindeki C410Y
veya L435F mutasyonlart AB42/AB40 oranint artirmistir. Boylece Ap40'taki azalma nedeniyle
AP42/AB40 oranmin daha yiiksek oldugunu gostermektedir (89). PSEN-2 mutasyonlar
genellikle nadir olup AP tiretiminde daha kii¢iik bir rol oynar. Ancak, PSEN-2'deki herhangi
bir mutasyon normal PSEN-1 alellerinin varliginda ailesel Alzheimer hastalifina neden

olabilecek sekilde AP 42/40 oraninda ciddi bir etkiye sahiptir. PSEN-2 mutasyonlarindan
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bazilar1 y-sekretaz aktivitesinde dnemli bir artisa neden olarak AB-42 ve AP 42/40 oranim
yiikselten mutasyonlar1 igerir. Digerleri (N1411, T122P, M239V ve M239I) ise nadir
polimorfizmalar olarak kabul edilir ve AB-42,40 ve AP 42/40 oran1 diizeyleri iizerinde etkisi

yoktur, bu nedenle patojenik mutasyonlar olarak kabul edilmez (86,90).

2.3.5 Apolipoprotein E (ApoE)

ApoE protein, karacigerde ve beyinde astroglia ile bazi1 mikroglialarda yogun olarak ifade
edilen bir glikoproteindir. Normal beyin fonksiyonu i¢in miyelin iiretimi ve kolesterol gibi
lipoprotein parcaciklarinin reseptdr aracili endositoz ligandi olarak gorev yapar. ApoE geni
kromozom 19'da yer alir ve {i¢ izoforma (ApoE2, ApoE3, ApoE4) sahiptir. Bu izoformlar, tek
niikleotid polimorfizmalar1 (SNP'ler) nedeniyle kodlama dizisinde degisikliklere yol acarlar.
ApoEe4 aleli, ApoEe2 ve ApoEe3 alelleriyle karsilastirildiginda erken baslangicli Alzheimer
hastalig1 ve yash baslangigli Alzheimer hastaligi i¢in gii¢lii bir risk faktorii olarak daha yiiksek
risk ve koruyucu etki ile iligkilidir (91). ApoEe4 AH'de senil plak olarak bilinen AP birikiminde
onemli bir rol oynar ve serebral amiloid anjiyopati (CAA) olusturur. ApoEe4, Alzheimer

hastalig1 patogeneziyle baglantili olarak beyinde vaskiiler hasarla iliskilendirilmistir (92,93).

2.3.6 ATP Baglayic1 Kaset Tasiyic1 A1 (ABCA1)

Adenozin trifosfat (ATP) baglayici kaset tasiyict A1 (ABCAL1), dolagimda kolesteroliin ytliksek
yogunluklu lipoprotein (HDL) gibi lipoprotein parcaciklarina yani sira beyne kolesterol efleksi
icin bliylik ABC tasiyict ailesinin bir pargasidir. Ayrica ABCA1, ApoE'nin lipidasyonunun
stabilitesini saglar ve yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) olusumunda araci olarak gorev
yaparak ateroskleroz ve kardiyovaskiiler hastaliklarda rol oynar. Alzheimer hastalig1 fare
modelinde yapilan calismalar, ABCA1 eksikliginin amiloid plaklarimi artirdigin1 ve ApoE
lipidasyonunu ortadan kaldirdigini gdstermistir (94). Insanlarda ABCA1 mutasyonu, diisiik
seviyelerde yliksek yogunluklu lipoprotein (HDL) ve ApoAl ile karakterize olan ve doku i¢inde

kolesterol birikimi ile iliskilendirilen Tangier hastaligina neden olur (95).

2.3.7 Kiime Geni (CLU) ve Koprii Entegratorii 1 (BIN1)

PSEN1, PSEN2 ve APP mutasyonlarina ek olarak LOAD i¢in yeni risk faktorleri arasinda kiime
ve Koprii Entegratorii 1 genleri yer alir. 2009'da gergeklestirilen Genom Capinda Birlesik
Calismalar (GWAS), Alzheimer hastaligina ait beyin korteksi ve hipokampus, beyin omurilik
stvist (BOS) ve plazmada artan CLU genini tanimlamistir. Béylece CLU'nun Alzheimer

hastalig1 icin umut verici bir biyobelirte¢ olarak degerlendirilmesini saglamistir. CLU, A ile
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etkilesime girerek ya temizlenmesini tesvik eder ve koruyucu bir rol oynar yada Af'nin
temizlenmesini azaltarak norotoksik bir rol oynayabilir. CLU'nun ndérokoruyucu veya
norotoksik rolii AP orani degerlerine baglhidir (96). BIN1, zar kivrilmasinin olusumu ve diger
endositoz hiicresel islevlerde rol alan Bin-Amfifizin-Rvs (BAR) adaptor proteinidir. Cesitli
izoformlara sahip olan BIN1, beyinde bulunan bazi izoformlar araciligiyla klatrin, sinaptojanin
ve amfifizin 1 gibi farkli proteinlerle etkilesime girer. Diger izoformlar ise sinaptik vezikiil
endositozunu diizenler. Son zamanlarda BIN1'in ApoE'den sonra LOAD igin ikinci en 6nemli
risk faktorii olarak kabul edilmis ve AP iiretiminde tau ve NFT patolojisi modiilatorii olarak rol

oynadigi belirlenmistir (97,98).

2.3.8 Toll Yolunda'ki Evrimsel Olarak Korunmus Sinyal Araci1 (ECSIT)

AH beyinlerinde AB'nin belirgin birikimi protein oksidasyonundaki artisla baglantilidir. Bu
durum AP sitotoksisitesi ve AH patogenezi acisindan mitokondrinin kritik roliinii
yansitmaktadir. Genetik agidan korunmus bir sinyal araci olan Toll yolundaki gen, AH riski ile
iligkilendirilmis ve kromozom 19'da konumlanmistir. ECSIT, mitokondriyal solunum
kompleksinin stabilizasyonundan sorumlu olan bir adaptor proteinini kodlar. Ayni1 zamanda
niikleer faktdr (NF)-xB, interferon diizenleyici faktorler (IRF'ler) ve aktivasyon protein-1'in
aktivasyonunda rol alir. Bunun yani sira immiin toll benzeri reseptdr (TLR), homeostatik kemik
morfogenetik yolu (BMP) ve doniisiim biiylime faktorii-beta (TGF-b) yollarina baglanmada da
gorev alir (99). ECSIT mitokondriyal proteinler (Lon proteaz homologu (LONP1), glutaril-
CoA dehidrogenazi (GCDH), ApoE, PSEN-1 ve PSEN-2 gibi AH genleri ile etkilesime girer.
Bunlar intra-mitokondriyal proteoliz ve redoks sinyallesme ile ilgili olanlar ardindan AH tohum
nitrik oksit sentaz1 (NOS3) ile etkilesir. Bu etkilesimler ECSIT'in oksidatif stres, enflamasyon
ve mitokondriyal fonksiyon bozuklugu arasinda molekiiler baglanti olarak roliinii

desteklemektedir (99,100).

2.3.9 Ostrojen Reseptorii Geni (ESR)

Alzheimer hastalig1 kadinlar ve erkekler arasinda etkili olsa da vakalarin yaklagik iicte ikisi
kadinlarda goriilmektedir. Yapilan birgok ¢alisma kadinlarin AH'de erkeklere kiyasla daha kotii
mental bozulma yasadigimi gostermistir. Genetik diizeyde ApoE4 aleli gibi bazi genetik
varyasyonlar kadinlarda Alzheimer riskini onemli Ol¢iide artirabilir. Diger arastirmalar
kadinlarda Alzheimer riskinin menopoz sirasinda yumurtalik hormonlarimin  kaybiyla
iliskilendirildigini belgelemistir. Ostrojen beyinde norotransmisyon, sinir gelisimi, hayatta

kalma, oksidatif stresle miicadele, AP peptid seviyelerinin azaltilmasi ve tau
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hiperfosforilasyonunun azaltilmasi gibi bir¢ok faaliyeti diizenler. Ostrojenin etkisi dstrojen
reseptorleri (hiicresel i¢, transmembran, membrana bagli ER'lar) aracilifiyla gerceklesir. Bu
reseptorlerin iki ana alt tipi ERa ve ERB'dir ve sirastyla kromozom 6 ve 14'te kodlanmistir. ERa
reseptorii hipotalamusta ve amigdalada bulunurken ER reseptdrleri hipokampusta ve kortekste
bulunur. ERa ve ERB genlerindeki tek niikleotid polimorfizmleri (SNP'ler), yash kadinlarda
ekzojen dstrojen etkilerini etkileyebilir ve bilissel yaslanmayi etkileyebilir. Ornegin, ERa'da
bulunan Pvull (rs9340799) ve Xbal (rs223493) SNP'leri Alzheimer hastaligi ve bilissel
bozukluklarla iligkilendirilmistir. Ayrica ERB'deki birgok SNP'nin kadinlarda Alzheimer riskini
artirdigr bilinmektedir (101,102,103).

2.3.10 Cevresel Faktorler

Alzheimer hastaliginin gelisiminde gevresel faktorlerin 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir.
Bu faktorler arasinda yas, egitim seviyesi, yasam tarzi unsurlari (sigara igme, beslenme, fiziksel
aktivite diizeyi), kafa travmalari, diyabet, hipertansiyon, obezite, depresyon ve uyku diizeni
bulunur. Sigara i¢me aligkanlhig1 ve fiziksel aktivitenin diisiik olmasi biligsel gerileme ve
Alzheimer hastalig1 riski ile iligkilendirilmistir (104,105). Ayrica, kafa travmalarinin uzun
vadeli biligsel bozukluklara ve Alzheimer hastalig1 riskine neden olabilecegi belirlenmistir
(106). Kardiyovaskiiler risk faktorleri arasinda yer alan diyabet, hipertansiyon ve obezitenin de
Alzheimer hastaligi riskini artirabilecegi gosterilmistir (107). Depresyon, biligsel gerileme ve
AH arasinda da bir iliski vardir (108). Uyku diizenindeki bozukluklar ve malniitrisyon
Alzheimer hastalig1 riskini artirabilir. Folat, B12 vitamini ve D vitamini gibi besin
maddelerindeki eksiklikler, biligsel fonksiyonlarda azalmaya neden olabilir ve Alzheimer
hastalig1 riskini artirabilir (109). Ayrica, Alzheimer hastalarinda yeme ve yutma ile ilgili

sorunlar yaygindir, bu da malniitrisyon riskini artirabilir (110).

2.3.11 Metaller

Metaller, dogada ve biyolojik sistemlerde bulunup organizmalarin fizyolojik islevlerini
destekleyen biyometaller (bakir, ¢inko, demir) ve biyolojik isleve sahip olmayan metaller
(aliminyum, kursun) olmak tiizere iki ana kategoriye ayrilabilir (111). Aliiminyum, islenmis
gidalar, kozmetik iirlinler, tibbi preparatlar ve ilaglar bir¢ok endiistride yaygin olarak
kullanilmaktadir. Viicutta aliiminyum plazma transferrine ve sitrat molekiillerine baglanir ve
bu sayede beyne transfer edilebilir. Yapilan ¢aligmalar aliiminyumun korteks, hipokampus ve

serebellum bolgelerinde biriktigini, proteinlerle etkilesime girerek Alzheimer hastaligina 6zgii
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tau proteininin yanlis katlanmasina, agregasyonuna ve fosforilasyonuna neden oldugunu

gostermistir (112).

Kursun, kalsiyum gibi biyometallerin baglanma bdlgeleriyle rekabet ederek kan-beyin
bariyerini hizla gecebilir. Noral diferansiyasyonu ve sinaptogenezisi degistirebilir ve ciddi
hasara neden olabilirler. Yapilan ¢aligmalar, kursuna akut maruziyetin Alzheimer hastalig: ile
iligkili oldugunu, B-sekretaz ekspresyonunu ve AP birikimini artirdigimi gostermistir.
Kadmiyum suda ¢6ziinen bir karsinojenik metal olup kan-beyin bariyerini gegebilir ve
Alzheimer hastalig1 gibi norolojik hastaliklara neden olabilir. Elde edilen sonuglar, kadmiyum
iyonlarinin Alzheimer hastalig1 beyininde AP plaklarinin ve tau'nun kendi kendine birikimine
katkida bulundugunu gostermektedir. Metal birikimi ile ilgili veriler, bu metallerin Alzheimer

gelisiminde rol oynayan risk faktorleri arasinda oldugunu diisiindiirmektedir (113).

2.3.12 Enfeksiyonlar

Merkezi sinir sistemi (MSS) {iizerindeki kronik enfeksiyonlar, Alzheimer hastaliginin
beyinindeki A plaklarinin ve NFT birikimlerinin gelisimine katkida bulunabilir. Bu nedenle
Alzheimer hastaliginin risk faktorleri arasinda diisiiniilmektedir. Dr. Itzhaki'nin ¢alismalari,
herpes simpleks viriisiiniin (HSV-1) DNA'sinin ApoE-g4 alel tastyicilarinda bulundugunu
gostermistir. Boylece AH gelistirme riskinin yliksek olmasini agiklar. HSV-1, beyinde replike
olarak inflamatuvar yanitin aktive olmasma ve AP birikiminin artmasina neden olarak
noronlara zarar verebilir, boylece Alzheimer hastaliginin giderek gelismesine yol acar.
Miklossy ve Balin'in ¢aligmalar ise kronik bakteriyel enfeksiyonlarin Alzheimer hastaligindaki
roliinii vurgulamustir. Ornegin sifiliz demansi, sifiliz etkeni olan spiroket bakterileri
(Treponema pallidum) tarafindan olusturulan serebral kortekste biriken lezyonlara ve
norofibriller yumaklara benzer lezyonlara neden olmustur. Ayrica, Klamidia pneumonia
bakterisi, astrosit ve sitotoksik mikroglia aktivasyonuyla ge¢ baslangigli Alzheimer hastaligina
sebep olur. Kalsiyum regiilasyonunu ve apoptozu bozarak biligsel fonksiyonun kdtiilesmesine

ve Alzheimer hastaligi riskinin artmasina yol agabilir (114,115).

2.3.13 Tibbi Faktorler

Alzheimer hastaliginin gelisimiyle iligkilendirilen bir¢ok risk faktorii bulunmaktadir. Ayrica,
Alzheimer hastaligina sahip yasl bireyler genellikle kardiyovaskiiler hastalik (KVH), obezite
ve diyabet gibi tibbi durumlarla da sikc¢a karsilasmaktadir. Bu durumlar, Alzheimer hastaligi

riskinin artmasiyla iliskilidir (116,117).
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2.3.14 Kardiyovaskiiler Hastaliklar (KVH)

KVH'ler, noral doku kaybina bagli demans riskinin artmasiyla iligskilendirilen 6nemli bir
Alzheimer hastalig1 (AH) risk faktorii olarak kabul edilmektedir. Atriyal fibrilasyon, inmeye
neden olan embolilerin olugsmasina yol acarak bellek ve biligsel fonksiyonlarda azalmaya neden
olabilir. Aynm1 zamanda kalp yetmezligi, kalbin pompalama fonksiyonunu etkileyerek viicuda
yetersiz kan saglamasina ve beyin hipoperfiizyonuna neden olur. Bdylece hipoksi ve noral
hasara yol acabilir. Koroner kalp hastalig1 hipotezi, ateroskleroz, periferik arter hastaligi,
hipoperfiizyon ve embolilerin AH riski ile iligkili oldugunu gostermektedir. Hipertansiyon,
damar duvarlarinin kalinlasmasi ve limenin daralmasi ile iligkili olup serebral kan akisini
azaltabilir ve kronik vakalarda serebral ddeme neden olabilir. Bu nedenle KVH AH risk
faktorleri olarak rol oynar. KVH diizenlenebilir bir risk faktoriidiir ve AH ile iligkisine

odaklanarak hastalig1 6nlemek ve geciktirmek i¢in bir yol elde edilebilir (117,118).

2.3.15 Obezite ve Diyabet

Obezite, bireylerde tiiketilen kalorilerin yakilan kalorilerden fazla olmasi nedeniyle viicutta
fazla miktarda yag birikmesini ifade eden bir terimdir ve viicut kitle indeksi (VKI) kullanilarak
hesaplanir. Viicuttaki yag miktarinin artmasi, beyin kan akisinin azalmasiyla iligkilidir. Bu
durum beyin iskemisi, bellek kaybi ve vaskiiler demansi tesvik edebilir. Obezite, sagliksiz
beslenme ve diger faktorlerin etkisiyle glukoz tolerans bozuklugu (GTB) veya diyabete yol
acabilir. Diyabet, periferik dokular1 ve kan damarlarini etkileyen hiperglisemi ile karakterize
olan bir durumdur. Kronik hiperglisemi amiloid-beta birikimini, oksidatif stresi, mitokondriyal
islev bozuklugunu ve noéroinflamasyonu artirarak biligsel bozukluga neden olur. Obezite,
adip6z dokudan proinflamatuar sitokin salgilanmasinin artmasiyla karakterizedir. Boylece
makrofajlar1 ve lenfositleri uyarabilir ve nihayetinde lokal ve sistemik inflamasyona yol agar.
Bu inflamasyon insiilin direncini, hiperinsiilinemiyi ve sonug olarak hiperglisemiyi tesvik eder.
Obezite tip 2 diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser gibi hastaliklarin 1yi bilinen bir risk
faktoriidiir. Bu hastaliklar demans ve Alzheimer hastaligi icin risk faktorleri olarak
tanimlanmistir. Beyin inflamasyonu mikroglia sayisinin artmasina, sinaptik plastisitenin
azalmasia ve bozulmus ndrojeneze yol agabilir. Mikroglia, sinir sagliginda 6nemli bir rol
oynayan insiilin reseptor substrat1 1 (IRS-1) iizerinde etkide bulunabilir ve hiicre i¢i insiilin
sinyallemesini engelleyebilir. Bu nedenle insiilin etkisinin degismesi, AP birikimine ve
Alzheimer hastalig1 ile iliskili tau proteininin pargalanmasinin azalmasma yol acabilir

(119,120,121).
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2.4 Tedaviler

Su anda diinya genelinde Alzheimer hastalig1 vakalarinin sayis1 yaklasik 24 milyon olarak
raporlanmistir ve 2050 yilinda bunama hastaligi olan insanlarin sayisinin 4 kat artmasi
ongoriilmektedir. AH bir halk sagligi sorunu olmasina ragmen su anda tedavide onaylanmis
sadece iki ilag siifi bulunmaktadir: kolinesteraz enzim inhibitorleri (dogal, sentetik ve hibrit
analoglar) ve N-metil D-aspartat (NMDA) antagonistleri. AH'de bir¢ok fizyolojik siireg
asetilkolin tireten hiicreleri tahrip ederek beyinde kolinerjik iletimi azaltir. Asetilkolinesteraz
inhibitdrleri (AChEI) geri doniislii, geri doniissiiz ve pseudo-reversibl olarak siniflandirilir. Bu
ilaglar asetilkolinin kolinesteraz enzimleri (AChE ve butirilkolinesteraz (BChE) tarafindan

parcalanmasini engelleyerek sinaptik araliktaki asetilkolin seviyelerini artirir (122,123).

Diger taraftan NMDAR'nin asir1 aktivasyonu artan Ca”* seviyelerine yol acar. Boylece hiicre
oliimiinii ve sinaptik islev bozuklugunu tesvik eder. NMDAR antagonistleri NMDA glutamat
reseptoriiniin asir1 aktivasyonunu dnleyerek ve dolayisiyla Ca?* akinim diizenleyerek normal
aktivitesini geri getirir. Bu iki ila¢ siifinin terapdtik etkisi sadece Alzheimer hastaliginin
semptomlariin tedavisinde etkilidir, ancak hastalig1 tedavi etmez veya dnlemez (124,125). Ne
yazik ki, son on yi1lda Alzheimer hastaligi lizerine yiiriitiilen birkag¢ klinik deneme basarisizlikla
sonu¢lanmistir. Alzheimer hastalig1 patolojisini anlamak ve basarili tedaviler gelistirmek igin
anormal tau protein metabolizmasi, f-amiloid, inflamatuar yanit ve kolinerjik ile serbest radikal

hasar1 gibi ¢esitli mekanizmalar 6nerilmistir (126,127).

Ote yandan, kardiyovaskiiler veya yasam tarzi aligkanliklar1 gibi cogu Alzheimer hastaligina
neden olan degistirilebilir risk faktorleri tibbi miidahale olmadan 6nlenebilir. Ayrica, Akdeniz
diyeti (MD), entelektiiel aktivite ve daha yiiksek egitim, Alzheimer hastaliginin ilerlemesini ve
hafiza kaybini azaltabilirken beyin kapasitesini ve biligsel fonksiyonlar: artirabilir. Yapilan
bircok calisma, yash bireylerde yasam tarzinin (beslenme, egzersiz ve biligsel egitim)
Alzheimer semptomlarinin tedavisi ve kardiyovaskiiler risk faktorlerinin kontrolii gibi ¢oklu
alan miidahalesinin biligsel fonksiyonlar1 artirabilecegini veya siirdiirebilecegini, ayrica yeni
Alzheimer vakalarinin Oniine gecebilecegini gostermistir (128). Bu noktada Alzheimer
hastaliginin tedavisi icin kullanilan mevcut ilaclarla birlikte yeni tedavilere yonelik bazi

teorileri 6zetlemekteyiz.
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2.4.1 AH'nin Semptomatik Tedavisi

3.4.2 Kolinesteraz inhibitorleri

Kolinerjik hipoteze gore Alzheimer hastaliginin nedeni asetilkolin (ACh) biyosentezindeki
azalmadir. AChE'yi inhibe ederek kolinerjik seviyeleri arttirmak, biligsel ve sinir hiicresi
fonksiyonunu arttiran bir tedavi stratejisi olarak kabul edilir. AChE inhibitorleri sinaptik
araliktaki asetilkolinin par¢alanmasini engellemek icin kullanilir. Boylece ACh'nin siirekli
birikmesine ve kolinerjik reseptorlerin  aktive olmasina sebep olur. Takrin
(tetrahidroaminoakridin), Alzheimer hastalig1 tedavisi i¢in FDA onayli ilk kolinesteraz
inhibitdr ilac1 olup muskarinik néronlardaki ACh'yi artirarak etki gosterir. Ancak yiiksek yan
etki insidansit olan hepatotoksisite ve yetersiz fayda gibi nedenlerle hemen piyasadan
cekilmigtir, benzer durumlar birgok denemede gozlemlenmistir. Daha sonra donepezil,
rivastigmin ve galantamin gibi bircok AChEI tanitilmis ve hala Alzheimer hastaliginin

semptomatik tedavisinde kullanilmaktadir (129,130,131,132).

Alzheimer hastaliginin tedavisine yonelik baska bir strateji presinaptik uglarda kolinin geri
alimini arttirmak ve buna bagli olarak asetilkolin sentezini artirmaktir. Bu kolin tasiyicisini
(CHT1) hedef alarak elde edilebilir. CHT1 tasiyici, asetilkolin sentezi igin gerekli olan kolinin
temininden sorumludur. Plazma zarimda CHT1'in artirilmasini saglayabilen ilaglarin
gelistirilmesi gelecekte Alzheimer hastalifi tedavisi i¢in umut vadeden bir strateji olabilir

(133).
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Sekil 2.6 ACh’nin AChE tarafindan hidrolizi (134).
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Sekil 2.8 AChE inhibitorlerinin fonksiyonlari (136)
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2.4.3 Donepezil

Donepezil, bir indanonbenzilpiperidin tiirevidir ve asetilkolinesteraz (AChE) enzimine geri
doniiglii olarak baglanarak asetilkolin hidrolizini inhibe eder. Buna bagli sinaptik araliklarda
daha yiiksek asetilkolin konsantrasyonuna yol acar. Ila¢ hafif ve gecici kolinerjik yan etkilere
sahip olup gastrointestinal ve sinir sistemleri ile iliskilidir. Donepezil, Alzheimer hastaliginin
ilerleyisini degistirmeksizin bilissel fonksiyonlar1 ve davranigi iyilestirmek amaciyla

semptomlarin tedavisinde kullanilir (137,138).

2.4.4 Rivastigmin

Rivastigmin, asetilkolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz (BuChE) i¢in bir psddo-geri
doniisiimsiiz inhibitordiir. iki aktif bolgeye (anyonik ve esterik bdlgeler) baglanarak AChE'nin
etkisini gosterir ve boylece asetilkolin metabolizmasinin engellenmesine neden olur. ChE
normal beyinde cogunlukla glial hiicrelerde bulunurken, AH beyininde AChE aktivitesinin
sadece %10'u bulunur. ChE aktivitesi es zamanli olarak %40-90 oraninda artarken ACh
aktivitesi ise azalir. Buna bagl orta ila siddetli demansa isaret edebilecegini gosterir.
Rivastigmin AChE'den daha yavas bir sekilde ayrisir ve bu nedenle psddo-geri doniisiimsiiz
olarak adlandirilir, sinapsta AChE ve ChE tarafindan metabolize olur. Ilag hafif ila orta dereceli
AH vakalarinda kullanilir ve bilissel fonksiyonlar ile giinliik yasam aktivitelerini iyilestirir.
Oral yolla alindiginda bulanti, kusma, dispepsi, asteni, istahsizlik ve kilo kaybi gibi yan etkilere
neden olur. Birgok durumda bu yan etkiler ilacin birakilmasinin ana nedeni olabilir, ancak
zamanla diizeltilebilir ve daha 1iyi tolere edilebilir hale gelebilir. Rivastigmin, hafiza kayb1 ve
yutma sorunlar1 yasayan cogu Alzheimer hastasi i¢cin uygun bir tedavi segenegi olabilir. Diizenli
araliklarla oral olarak uygulanabilecegi gibi deri iizerinden kontrollii ve siirekli ilag verimini
saglayan transdermal yamalar araciligiyla da uygulanabilir. Bu yontem tolerabiliteyi artirabilir
ve bakim verenin memnuniyetini artirabilir. Ayrica, yamalar tabletlere kiyasla daha diisiik bir

dozaj1 teslim edebilir, boylece yan etkilerin azalmasina neden olabilir (139,140,141).
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Sekil 2.9 AH'nin semptomatik tedavisinde onaylanmus ilaglarin (takrin, donepezil, rivastigmin,
galantamin, memantin) ve klinik denemelere giren hastaligi modifiye eden bilesiklerin
(semagasestat, avagasestat, tarenflurbil, lanabecestat, verubecestat, atabecestat, umibecestat,
metilen mavi, tideglusib, saracatinib) kimyasal yapilar1 (131,132).

2.4.5 Galantamin (GAL)

Galantamin, hafifila orta dereceli Alzheimer hastalig1 vakalari i¢in standart bir birinci basamak
ilac olarak kabul edilir. GAL, rekabet¢i bir AChE inhibitdrii olarak islev gorebilen ve nikotinik
asetilkolin reseptorlerinin a-alt birimine allosterik olarak baglanarak onlari aktive edebilen
secici bir iiglinciil izokinolin alkaloididir. GAL, diger AChE inhibitorleri gibi iyi etkinlik ve
tolere edilebilirlikle davranigsal semptomlar1, giinlik yasam aktivitelerini ve biligsel
performansi iyilestirebilir. Ilag dagitimmi optimize etmek icin gesitli teslimat sistemleri
gelistirilmistir. Wahba ve ekibinin yaptig1 bir ¢alismada, Galantamin'i (GAL) etkilenen beyin
bolgelerine segici olarak tagimak i¢in ceria igeren hidroksiapatit partikiillerine Galantamin
baglanmistir. Misra-Fornaguera ve digerleri, Galantamin hidrobromiir tagimak i¢in sirasiyla

kati-lipit nanopartikiil ve nano-emiilsifikasyon yontemlerini kullanmislardir. Bu ¢aligmalarin
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sonuglari, ilacin glivenli bir sekilde tasinmasi i¢in umut verici bir strateji sunmustur. Hanafy ve
ekibi, nazal Galantamin hidrobromiir/kitosan kompleks nanopartikiiller gelistirerek iyi
farmakolojik etkinlik gostermistir. Woo ve arkadaslari ise ilacin kontrollii salinim dozaj formu

icin bir tagiyici olarak yama sistemini kullanmislardir (142,143,144).

2.5. N-metil-D-aspartat (NMDA) Antagonistleri

NMDAR, Alzheimer hastaliginin patofizyolojisinde baskin bir rol oynamaktadir. NMDAR
stimiilasyonu, hiicre i¢ine kalsiyum (Ca?*) girisine yol agarak sinir hiicrelerinde sinyal iletimini
aktive eder ve uzun siireli potansiyasyon (LTP) olusumu i¢in kritik olan gen transkripsiyonunu
tetikler. LTP, sinaptik sinir iletimi, plastisite ve bellek olusumu i¢in kritik bir role sahiptir.
NMDAR!'larin asir1 aktive olmasi, kalsiyum (Ca**) sinyalleme diizeyinde anormal bir artisa ve
merkezi sinir sistemindeki glutamat adl1 primer uyarici amino asidin asir1 uyarilmasina yol agar.
Bu durum uyarict toksisite, sinaptik disfonksiyon, noéronal hiicre Oliimii ve bilissel
fonksiyonlarda diisiise neden olur. Birgok NMDAR rekabet¢i olmayan antagonist gelistirilmis
ve klinik denemelere girmistir. Ancak ¢ogu diisiik etkinlik ve yan etkiler nedeniyle basarisiz
olmustur. Memantin, orta ila siddetli Alzheimer hastaligi tedavisinde kullanilan tek onayli
ilagtir. Ayrica diger NMDAR rekabet¢i olmayan antagonist bilesikleri de gelistirilmektedir.
Ornegin, RL-208 (3,4,8,9-tetrametiltetrasislo [4.4.0.03,9.04,8]dek-1-il) metilamin hidrokloriir
yasa bagl biligsel sorunlar ve Alzheimer hastalig1 icin umut vadeden bir terapdtik etkiye sahip

olabilir (145,146,147).

2.5.1 Memantin (1-amino-3,5-dimetil amantadin hidroklorid)

Memantin (MEM), Alzheimer hastaligi tedavisinde kullanilan bir non-kompetitif diisiik
afiniteli NMDA antagonistidir. Memantin, 1-amino-3,5-dimetilamantadin hidroklorid olarak
da bilinir ve amantadinin bir analogudur (148). Memantin amantadin ile benzer bir yapiya
sahiptir. Amantadinin bir analogu olarak memantin molekiilii amantadinin yapisin1 temel alir,
ancak 3. ve 5. karbon atomlarindaki metil gruplar1 arasinda farkliliklar gosterir. Memantin
molekidilii fizyolojik kosullarda —NH;3* pozitif bir yiike sahiptir, buna bagli molekiiliin su iginde
¢Oziinebilen bir bilesik oldugunu gosterir. Bu 6zellik memantinin su i¢inde ¢6ziiniirliigiinii ve
biyolojik sistemlerdeki etkilesimini etkileyebilir. Bu memantinin farmakokinetigi ve terapotik
etkileri iizerinde onemli bir rol oynayabilir. Ilk kez 1960'larda kan sekerini diisiirme amaciyla
sentezlense de memantin bu etkiyi gostermemistir. Daha sonra 1972'de Merz sirketi

memantinin ¢esitli ndrolojik bozukluklarin tedavisinde kullanilabilecegi fikrini 6ne siirmiistiir.
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Orta ve ileri evredeki Alzheimer hastaligi olan bireylerde tercih edilen memantin, Alzheimer
hastaliginin tedavisinde tek basina veya asetilkolinesteraz inhibitérii ile birlikte kullanilir. ilag
giivenli ve iyi tolere edilebilir olmasiyla bilinir ve sinir hiicrelerindeki asir1 glutamat
aktivasyonuna bagli olarak hiicre i¢i kalsiyum yogunlugunu azaltarak fonksiyon bozukluguna
engel olma amaciyla tercih edilir (149). Hayvan modellerinde yapilan ¢alismalar memantinin
hafiza ve sinaptik plastisitede meydana gelen degisiklikleri geri ¢evirebilecegini gostermistir
(150). Son 15 yilda Alzheimer ve vaskiiler demans gibi hastaliklar1 igeren ¢esitli faz II-IIT klinik
caligmalar1 yapilmistir. Bu c¢alismalarin sonucunda, memantin 2003 yilinda Alzheimer

hastaliginin tedavisinde FDA onayini almistir (151).
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Sekil 1. Memantin vapis: ve sekli
Memantinin yvapisal formulhi: Ci;oH N

Molekiiler agirligi: 179 30

Sekil 2.10 Memantin yapis1 ve sekli (148)

Hiicre disinda kalsiyum iyonu miktart (1.2 mM), hiicre ig¢indeki miktarla (80-100 nM)
karsilastirildiginda 10.000-20.000 kat daha yiiksek bir oranda bulunmaktadir. Memantin, diisiik
afinitesi sayesinde normal sinaptik iletimi engellemeden uyarici reseptorii bloke eder. Yiiksek
glutamat konsantrasyonlar1 NMDAR'dan memantini hizla ¢ikarabilir. Bu nedenle uzun siireli
bir blokajdan kaginmasina olanak tanir. Sorunlu bolgede meydana gelen asidite oksidatif stres
veya diger nedenlerle aktif hale gelen kalsiyum kanallari, bu dengeyi bozarak hiicre i¢i
kalsiyum yogunlugunu artirir. Artan kalsiyum iyonu yogunlugu basta mitokondride ve
sitozolde olmak tizere bir dizi hiicresel reaksiyon zincirini baslatarak hiicre 6liimiine yol acabilir

(152). Merkezi sinir sisteminde hizli uyarict transmitterler olarak glutamat, aspartat ve
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homosisteat bulunmaktadir. Ancak, beyindeki uyarici iletimin biiyiik bir kismindan sorumlu
olan glutamat, kendine 6zgii dort uyarict reseptor tipi olan NMDA, AMPA, kainik asit
reseptorleri ve metabotropik reseptorlerle etkilesimde bulunarak %75'lik bir etki gosterir (153).
NMDA reseptorleri beyin korteksi, hipokampus, striatum, septum ve amigdala gibi kognitif
islevle ilgili bolgelerde post-sinaptik kisimlarda bulunmaktadir. Yukarida bahsedilen
reaksiyonlarin ve hiicre apoptozisinin &nlenmesi Ca*? girisine aracilik eden NMDA
reseptorlerinin memantin tarafindan bloke edilmesi ile gerceklesmesi ayr1 bir 6neme sahiptir

(154,153).

Ogrenme ve bellegin gelisiminde, hiicre i¢i Ca*™ diizeyindeki anlik degisimlerin ve ndronal
sinaptik baglantilarin cok etkin bir rol oynadigi kabul edilmektedir (155,156). Glutamat,
hiicreler arasi iletisimi saglayan onemli bir fizyolojik mediatér olmasinin yani sira, bazi
ndrodejeneratif hastaliklarda glutamat reseptorlerinin asir1 ve zamansiz uyarilmasi sonucu
ortaya ¢ikan '"eksitotoksisite" durumu nedeniyle noéron Oliimiine yol acabilir (157).
Eksitotoksisitenin bir¢ok akut ve kronik merkezi sinir sistemi nérodejeneratif bozuklugunda rol
oynadig1 ve asir1 Ca* yiikii ile iliskilendirildigi ileri siiriilmiistiir (158). Eksitotoksisite, birgok
norodejeneratif hastalikta hiicrelerin apoptozise ugramasini agiklayan en yaygin kabul goren
hipotezdir. Memantin, AH tedavisinde tercih edilen NMDA reseptor antagonisti bir ilag
olmakla birlikte orta ve ileri derecedeki Alzheimer tipi demansin semptomatik tedavisi i¢in

endikedir ve herhangi biiyiik bir yan etkisi saptamamustir (159,160).

Memantin, NMDA reseptoriiniin diisiik afiniteli bir rekabet¢i olmayan antagonisti olarak islev
gosterir ve Alzheimer hastalifi vakalarinda ndorotoksisiteye yol agabilen glutaminerjik
sistemdeki asir1 aktivasyonu oOnler. Oral olarak alindiginda, memantin yaklasik olarak alinan
miktarin %80'1 degismeden dolasir. Baslica metabolitleri arasinda N-3,5-dimetil-gludantan 4-
ve 6-hidroksi memantin'in karma izomeri ve 1-nitrozo-3,5-dimetil-adamantan bulunur. Bu
metabolitler reseptorlere karsi antagonistik 6zellik gostermez. In vitro ¢aligsmalarda, sitokrom
P450 sistemi tarafindan katalizlenen herhangi bir reaksiyon saptanmamistir. Memantin'in

eliminasyon yar1 omrii 60-100 saattir.

Memantin %75-90 oraninda degismeden renal yolla atilir ve bobrek tiibiiler sekresyonu ve
katyonik transport proteinleri yoluyla reabsorbsiyonu icerir (161). Ana metabolitleri idrarla
atilan memantin-N-gludantan konjugati 4 ve 6-hidroksi memantin ve I-nitrozodeamine
memantindir. Memantin alinan dozun yaklasik %10-25'1 safra ve digki yoluyla atilir. Bobrek

yetmezligi, epileptik nobet Gykiisii, yakin zamanda gegirilmis miyokard enfarktiisii, konjestif
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kalp yetmezligi veya kontrol altina alinamayan hipertansiyon gibi durumlarda dikkatli bir

sekilde kullanilmali ve memantin dozu ayarlanmalidir (Tablo 2.4).

Tablo 2.4 Memantin farmakokinetik 6zellikleri (161).

Maksimum doz (mg/giin) 20
Giinde kac kez alindigx 1
Initial doz (mg) 10
tmax (Saat) 3-8
Plazma proteinine baglanma(%) 45
Eliminasyon yan 6mrii t; (saat) 60-80
CYP450 sistemi ile etkilesim yok
Besinler ile etkilesim yok
Tlac-ilac etkilesimi yok
Metabolitler maktif
Bivoyvararlamm (%) 100
Kan beyin bariyerini gecisi var

Memantin, MK-801 gibi diger kompetitif antagonistlara goére daha diisiik reseptdr afinitesine

sahip oldugu i¢in daha iyi tolere edilebilir (148). Memantin, NMDA antagonistleriyle yapilan

klinik calismalarda ortaya ¢ikan halusinasyon, ajitasyon, katatoni, hipertansiyon ve anestezi

gibi yan etkilerin basarisizlik nedeni oldugunu gostermistir. Her hastada goriilmese de

memantinin yan etkileri konstipasyon, konfiizyon, bas agrisi, senkop, ataksi, ciltte dokiinti,

vertigo, anemi, kusma ve yorgunluk gibi etkileri igerebilir (148).

Memantin, NMDA reseptorlerinin fizyolojik fonksiyonlarini degistirmeden reseptoriin

patolojik aktivasyonunu engelleyerek kognitif fonksiyonlar: iyilestirir. Ayrica memantinin
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antioksidan etkisi sayesinde BDNF (Beyinden Tiiretilmis Norotropik Faktor) {iretimini artirir.
Kalsiyum bagimli oksidatif stres ile iligkili hiicre eksitotoksisitesini engelleyerek antioksidan
etki gosterir (148). Terapotik konsantrasyonlarda memantin, Ogrenme bozulmasi ve
psikomimetik benzeri davranigsal sendromlar gibi durumlar1 olusturmadan noéroprotektif etki
gosterdigini gosteren preklinik c¢alismalar mevcuttur (162). Memantin, ilag kanali acildiktan
sonra akimi bloke etme Ozelliginden dolay1 "agik kanal engelleyicisi" olarak adlandirilir.
Memantin ve Mg*? aynm1 baglama bdlgesini paylastiklari ileri siiriilmiis ve memantin blokajiyla
Mg*?* azalir (163). Memantin kanali bloke ettikten sonra kanal kapanir ve agonistler
baglanamaz, boylece memantin "tuzak" mekanizmasiyla kanal i¢inde kalir. Buna "tuzak kanal

blokerleri" denir (164).

Son zamanlarda yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalar memantinin kinolinik asite bagl
toksisiteye, beyin travmasi, iskemi ve AB1-40/AB1-42—aracili norotoksisiteye karsi etkili bir
koruma saglayabildigini bildirmektedir (165,166). Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda rapor edilen
sonuclara gore sican kortikal kiiltlir n6ronlarinda memantinin tau proteinlerinin fosforilasyonu
ve AP1-42 aracili tau kinazlarin (GSK-3B and ERK-1/2) aktivasyonunun zayiflamasiyla
sekillenen toksisiteye kars1 da koruyucu etkiye sahip oldugu bildirilmistir (167). Tiim bunlara
ek olarak memantin AP ile indiiklenen kaspaz 3 boliinmesini ve siklik AMP yanit elementi
baglayic1 proteinin defosforilasyonunu da azaltir. Boylece her ikisinin de hiicrenin hayatta
kalmasi i¢in kritik bir 6neme sahip oldugu bildirilmistir (167). Bununla birlikte memantin A
peptidinin olusumunu veya igsellesmesini degistirmedigi ve AP’ nin neden oldugu hiicre dis
glutamat potansiyelini hafifletemedigi bildirilmistir (167). Toksisite lizerine olan etkilerinin
yanisira memantin in vivo olarak AB’nin fare hipokampal kesitlerinden elde edilen kiiltiirlerde
ve yetiskin sican hipokampusunun CA1 bdlgesinde indiikledigi uzun siireli potansiyel artis

bozukluklarini geri dondiirebilir (168,169).

Bu sonuglar ile tutarl olarak AP peptidlerini asir1 ifade eden transgenik farelerde memantinin
kognitif bozukluklar ve Alzheimer hastaligina bagli patoloji {lizerine faydali etkileri gésteren
birka¢ calisma mevcuttur (170,165). Memantinin TG2576 transgenik fare hipokampuslarinda
AP plak yigmlarimi azalttigr ve sinaptik yogunlugu artirdigina dair bildirimler bulunmaktadir
(170). Memantin, insan ve fare ndron hiicrelerinde etki gosterir. Memantin tedavisi alan yagh
farelerde hafiza ve 6grenmeyi artirdig1 gosteren ¢aligmalar mevcuttur. Caligmalar memantinin
yash farelerde sinaptik plastisiteyi artirdiini ve RAM Morris su labirenti gibi kognitif

fonksiyonlarin degerlendirildigi modellerde 6grenme o6lgiitlerini artirdigini gostermistir.

39



Memantinin 6grenme ve hafiza lizerindeki olumlu etkilerini gdsteren c¢alismalarin yani sira
noroprotektif bir ajan oldugunu ve agr1 diizeyine olumlu etkileri oldugunu gdsteren ¢aligmalar
da mevcuttur (170,172,173). Memantin, antiparkinsoniyel ve antiepileptik olarak kullanildig
gibi Alzheimer hastalarinda da kullanilmaktadir (174,175). Memantinin NMDA reseptor
antagonisti olmasi nedeniyle kronik agri tedavisinde kullanimiyla ilgili arastirmalar da
bulunmaktadir (173). Ratlarda yapilan c¢alismalar memantinin diabetik ndropati agrisini
azalttigin1 gostermistir. Parkinson ve Huntington gibi diger ndrodejeneratif hastaliklarin yan
sira glokom, multipl skleroz, epilepsi ve noropatik agr1 gibi asir1 reseptdr aktivasyonuyla iligkili
diger hastaliklarin tedavisinde de umut vaat ettigi bildirilmektedir (162,174). Demansta
kognitif ve fonksiyonel performans gelistiren ajanlarin genellikle davranista da etkileri vardir.
Ornegin davramigsal anomalilerde azalma, o-tokoferol art1 selejilin ve kolinesteraz
inhibitorlerinin klinik ¢aligmalarinda gosterilmistir. Memantinin potansiyel davranigsal etkileri

ayrintili olarak ¢alisilmamustir.

2.6 Umut Veren Gelecek Tedaviler
2.6.1 Hastahg Modifiye Edici Terapotikler (DMT)

Hastaligt modifiye edici tedavi veya terapi (DMT), Alzheimer hastaliginin ilerlemesini
degistiren patofizyolojik mekanizmalar iizerinde ¢alisir. Bu tedaviler depresyon, hezeyan gibi
semptomlar1 azaltma ve biligsel fonksiyonlar 1yilestirme amacini tasir, ancak hastaligi etkileme
veya degistirme yetenegine sahip degildir. DMT'ler, immiinoterapiler veya kii¢lik molekiiller
seklinde uygulanabilir ve Alzheimer't Onlemek veya ilerlemesini azaltmak ig¢in
gelistirilmektedir. Sentetik AP peptidleri (AN-1792, insan AB1-42 peptidi ile immiin adjuvan
QS-21'in birlesimi) gibi bircok DMT, klinik denemelere girmis, ancak meningoensefalit yan
etkisi nedeniyle faz Il klinik denemelerinde durdurulmustur. Anti-Ap antikorlar1 (solanezumab,
bapineuzumab), y-Sekretaz inhibitorleri (semagasestat, avagasestat, tarenflurabil) ve B-sekretaz
inhibitdrleri (BACE) (lanabecestat, verubecestat, atabecestat) gibi diger ilaglar da gelistirilmis,

ancak klinik denemelerde basarisiz olmustur (Tablo 2.5).

DMT'lerin basarisizligi, tedavinin ge¢ baslamasi, yanlis ana hedefe yonelik tedavi, uygun
olmayan ila¢ dozlar1 ve Alzheimer hastaliginin patofizyolojisinin yanlis anlagilmasi gibi ¢esitli
faktorlere baglidir. Yillar iginde birkag immiinoterapi gelistirilmistir. Bu tedaviler arasinda hala
klinik denemelerde olan CAD106, hayvan modellerinde AP antikorlarini indiikleyen bir aktif
AP immiinoterapisidir. CAD106, ¢coklu AB1-6 peptidini QP kaplama proteini viriis benzeri bir
parcacik ile birlestirir. CNP520 (umibecestat), beta-sekretaz-1 (BACE-1) inhibitorii olan kiigiik
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bir molekiildiir ve bu nedenle AP iiretimini inhibe eder. CNP520in siganlar, kdpekler ve 60
yas ustii saglikl yetiskinlerde A plak birikimini beyin ve beyin omurilik sivist (BOS) i¢indeki
AP seviyelerini azalttigi bulunmustur ve hala klinik denemelerde bulunmaktadir. Ayrica
aducanumab, gantenerumab ve crenezumab agregat AB'ye yiiksek afiniteli baglanan insan A
monoklonal antikorlaridir ve diger DMT'lerle birlikte klinik asamalarda incelenmektedir

(176,177,178).

Tablo 2.5 Klinik denemelerde Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilan hastalik
degistirici ajanlar (176).

Sira No. Hastalik Degistirici Etki Mekanizmasi
Ajanlar

Faz 3 Klinik Denemeleri

1 Aducanumab Insan AP'ye yiiksek afiniteli baglanan bir
monoklonal antikordur. B-amiloidi hedef alarak
viicuttan uzaklastirmayr amaglar. Hala klinik
denemelerde kullanilmaktadir.

2 Gantenerumab Insan Ap'ye yiiksek afiniteli baglanan bir
monoklonal antikordur. B-amiloidi hedef alarak
viicuttan uzaklastirmayr amaglar. Hala klinik
denemelerde kullanilmaktadir.

3 CAD106b Amyloid agis1, B-amiloid proteini karsi tiretilen
antikorlar1 uyaran bir agidir.

4 BAN2401 Monoklonal antikor, B-amiloidin protofibriller
formunu azaltma yetenegine sahiptir.

5 TRx0237 (LMTX) Tau proteininin anormal birikimini azaltmay1 veya
engellemeyi amaglayan bir inhibitordiir.

6 AGB101 Diisiik doz levetirasetam, sinaptik islevi iyilestirir
ve amiloid tarafindan indiiklenen noéronal asiri
aktiviteyi azaltir.

7 ALZT-OPI Mast hiicre stabilizatérii ve anti-inflamatuar
(cromolyn+ibuprofen) ozelliklere  sahiptir. ~ Amiloidin ~ mikroglial
temizligini tesvik eder.

8 Azeliragon RAGE (lleri Glikasyon Son Uriinleri i¢in Reseptor)
antagonisti olarak calisir. Iltihaplanmayr ve
amiloidini beyne taginmasini azaltir.
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9 BHV4157 (Troriluzole) | Glutamat diizenleyici olarak calisir ve glutamatin
sinaptik seviyelerini azaltirken sinaptik islevi
lyilestirir.

10 Masitinib Tirozin kinaz inhibitoérii olarak etki eder ve
enflamatuar mast hiicrelerini diizenler, amyloid
protein ve tau fosforilasyonunu azaltir.

AP'ye kars1 gelistirilen bir anti-Af antikorudur. Faz

11 Solanezumab III klinik denemelerinde basarisiz olmustur.

AB'ye kars1 gelistirilen bir anti-A antikorudur. Faz

12 Bapineuzumab I klinik denemelerinde basarisiz olmustur.
v-Sekretaz  inhibitéridir. Faz III  klinik

13 Semagacestat denemelerinde basarisiz olmustur.
v-Sekretaz  inhibitéridir. Faz III  klinik

14 Avagacestat denemelerinde basarisiz olmustur.

B-Sekretaz  inhibitériidir. Faz  III  klinik

15 Lanabecestat denemelerinde basarisiz olmustur.
v-Sekretaz  modiilatoriidiir. Faz I  klinik

16 Tarenflurbil denemelerinde basarisiz olmustur.

B-Sekretaz  inhibitériidiir. Faz III  klinik

17 Verubecestat denemelerinde basarisiz olmustur.

B-Sekretaz  inhibitoriidiir. Faz  III  klinik

18 Atabecestat denemelerinde basarisiz olmustur.

Beta-sekretaz-1 (BACE-1) inhibitoriidiir ve A
dretimini engeller. Farelerde, kopeklerde ve 60
yasindan biiyiik saglikli yetiskinlerde AP plak
birikimini ve AP seviyelerini azalttig1 goriilmiistiir.

19 CNP520 (Umibecestat) Hala klinik denemelerde kullanilmaktadir.

AB1-6 peptidinin QB kapli proteinle baglandig:
aktif bir AP immiin terapisidir. Hala klinik

20 CADI106 denemelerde kullanilmaktadir.

Faz 2 klinik deneyleri
1 Crenezumab Bir monoklonal antikorii olup, ¢Oziiniir

oligomerlere yonelik hedef alir ve P-amiloit
birikimini azaltir. AB'ye kars1 yiiksek afiniteli ve
hala klinik denemelerde kullanilmaktadir.
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2 ABBV-8EI12 Tau yayilimini 6nleyen bir monoklonal antikordur.

3 ABvac40 B-amiloidi hedefleyen ve onu uzaklastiran bir aktif
immiin tedavidir.

4 BAN2401 Amiloid protofiberlerini uzaklastiran ve amiloid
plaklarini azaltan bir monoklonal antikorudur.

5 BIIB092 Tau proteini uzaklastiran ve tau yayilimini azaltan
bir monoklonal antikorudur.

6 LY3002813 (donanemab) | Monoklonal antikor- Af'nin agregat pirglutamat
formunu taniyarak amyloidleri uzaklastirir.

7 LY3303560 Monoklonal antikor- Coziiniir tau agregatlarim

(zagotenemab) notralize eder.
8 Semorinemab Monoklonal  antikor-  Ekstraseliiler  tau'yu
(RO7105705) uzaklastirir.

9 APH-1105 Alfa-sekretaz modiilatorii- Amyloid'i azaltir.

10 Daratumumab Monoklonal  antikor- CD38'e hedeflenerek
immiinomodiilatér etki gosterir ve mikroglial
aktiviteyi diizenler.

11 Dasatinib + Quercetin Tirozin kinaz inhibitérii (dasatinib) + flavonoid
(Quercetin)-  Senesan  hiicreleri ve  tau
agregasyonunu azaltir.

12 IONIS MAPTRx | Epigenetik, Tau Antisense oligoniikleotid- Tau

(BIIBO8O) iiretimini azaltir.

13 Lityum Norotransmitter — reseptdrlerinin = iyon  kanali
modiilatorii- Noropsikiyatrik belirtileri iyilestirir.

14 Nilotinib -Tirozin kinaz inhibitérii- Amyloid ve tau
proteinlerinin temizlenmesini destekler

15 Posiphen APP'nin secici inhibitorii- Amyloid, tau ve a-
siniiklein tiretimini azaltir.

16 PTI-125 Filamin A protein inhibitorii- Tau
hiperfosforilasyonunu  azaltir, sinaptik islev
bozuklugunu diizeltir. Coziinlir amyloid ve a7
nikotinik asetilkolin reseptorii etkilesimini stabil
hale getirir.

17 PQ912 Glutaminil siklaz (QC) enzim inhibitérii- Amyloid
plaklarini ve piroglutamat A tiretimini azaltir.

18 Riluzol Glutamat  reseptorii  antagonist-  Glutamat

araciliksiz eksitotoksisiteyi azaltir.
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19 Thiethylperazine (TEP)- ABCC1 (ATP baglayan kaset alt ailesi C
iiyesi 1 tasima proteini) aktive eder- Amyloidi
uzaklagtirir.

Immiin terapi olarak kullanilan sentetik bir AP
peptidi (42 amino asitli insan AB1-42 peptidi) ve
QS-21 adlh immiin adjuvan igeren ilk aktif immiin
tedavidir. Faz II klinik denemelere girmis, ancak

hastalarin %6'sinda meningoensefalit yan etkisi
20 AN-1792 nedeniyle durdurulmustur.

Faz 1 Klinik Caligmalar

1 BIIB076 Monoklonal antikor- Tau'yu uzaklastirir ve tau
yayilmasini azaltir

2 Lu AF87908 Monoklonal antikor- Tau'yu uzaklastirir

3 Anle138b Agregasyon inhibitorii- tau agregasyonunu azaltir

4 RO7126209 Monoklonal antikor- amiloidi uzaklagtirir

5 TPI-287 Tubulin baglayiciyr stabilize eder, mikrotiibiilii
azaltir ve tau tarafindan neden olan hiicresel hasari
azaltir

Diger bir sinif olan a-sekretaz enzimini hedef alan ajanlar, potansiyel terapotik ajanlar olarak
diisiiniilmekte ve APP'nin parcalanmasini uyararak etki gostermektedir. Aktivasyon yoluna dair
siirl bilgi olmasina ragmen arastirmalar, bu siirecin fosfatidilinozitol 3-kinaz (PI3K) /Akt yolu
veya y-aminobutirik asit (GABA) reseptor sinyali tarafindan tesvik edildigini varsaymaktadir.

Bu yollar Alzheimer hastalig1 i¢in potansiyel terapdtik ajanlar sunabilir (176).

Anti-amiloid ajanlara ek olarak, tau agregasyonunu inhibe eden tau agregasyon inhibitorleri
diger umut vadeden DMT'ler arasinda yer almaktadir. Tau, Alzheimer hastaliginda norofibriler
demetlerin bir biyobelirteci olarak rol oynar ve dogal olarak mikrotiibiil stabilitesini, sinyal
yolaklarin1 ve aksonal tagimayi diizenler. Tau konformasyonundaki degisiklik toksik bir
agregasyona yol acabilir. Bu nedenle tau agregasyonunu onlemek, Alzheimer hastaliginin
ilerlemesini azaltmak i¢in potansiyel bir ilag gelistirme stratejisi olarak ilgi ¢ekicidir. Farelerde
yapilan caligmalar, tau oligomerlerinin mitokondriyal hasara, ndronal sinyal iletiminin
bozulmasina, sinaptik kayba ve bellek bozukluguna neden oldugunu goéstermistir. Metilen
mavisi boyasi, tau agregasyonunu inhibe edebilir ve hafif ila orta derecede Alzheimer
hastaliginin tedavisinde kullanilmak tizere 2. faz klinik ¢aligmalara girmistir. Ancak, ilacin

uygulanmasindan sonra idrarin maviye donmesi, baglanmanin ger¢eklesmedigini gosterir ve
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bu nedenle calisma elestirilere maruz kalmistir. Diger yaklasimlar, belirli kinazlarin
inhibisyonunun tau hiperfosforilasyonunu engelleyebilecegini ve tau  birikimini
onleyebilecegini one slirmektedir. Bu bilesiklerden bazilar1 arasinda tideglusib veya NP-
031112 (NP-12) olarak bilinen bir tiyazolidindiyon tiirevi bilesik, lityum, pirazolopiridinler,
pirazolopirazinler, sodyum valproat ve digerleri bulunmaktadir (179). Sarakatinib (AZD0530),
baska bir protein kinaz inhibitdrii olarak, tirozin kinaz inhibisyonu yaparak transgenik farelerde
bellegi iyilestirmede olumlu sonuglar géstermis ve hala 2. faz calismalarda kullanilmaktadir

(180, 181,182).

Davidowitz ve arkadaglarinin yaptigi bir ¢alismada, tauopati fare modeli tizerinde tau birikimini
onlemedeki etkinligini incelemek i¢in kullanilan optimize edilmis bir bas lider bilesigin
basarisini arastirmiglar. Calismanin sonuglari, optimize edilmis lider bilesigi kullanmanin tau
seviyelerinde ve fosforile olmus formda 6nemli bir azalmaya neden oldugunu gdstermistir.

Boylece bilesigin tiim tau agregasyon yollarini inhibe etme yetenegini gostermistir (183).

2.6.2 Saperonlar

Proteinlerin mutasyonlar veya g¢evresel faktorler nedeniyle yanlis katlanmasi, toksik
agregatlarin olusmasina ve bu birikimin Alzheimer gibi ndrodejeneratif bozukluklara yol
acmasina sebep olmaktadir. Dogal olarak hiicreler protein kalite kontrol (PQC) sistemleri
gelistirir ve buna bagl proteinlerin toksik etkilerini gostermeden 6nce yanlis katlanmalarini
engellerler. Ancak yaslanma siireciyle birlikte bu denge degisir ve yanlis katlanmis proteinler
PQC sisteminin iizerinde agir basar. Bu durum, katlanmamis protein yaniti (UPR) olarak
adlandirilan bir yanit1 tetikler. UPR, protein sentezini durdurur ve saperon iiretimini artirir.
Genel olarak insan hiicrelerinde diger proteinlerin fonksiyonlarini yerine getirmelerine ve hiicre
icindeki hedeflerine ulagmalarina yardimci olan proteinler bulunur. Bu proteinlere "saperonlar"
denir. Saperonlar, protein katlanmasi ve PQC sisteminin etkinliginin artirilmasinda 6nemli bir
rol oynar. Bu nedenle, saperonlar nérodejeneratif hastaliklarin tedavisi i¢in umut vadeden bir
aday olarak degerlendirilirler. Saperonlar genellikle ii¢ ana grupta siniflandirilabilir. Molekiiler
saperonlar: Diger proteinlerin katlanma veya agilma siireclerine yardimei olan proteinlerdir.
Ornegin, ndrokoruyucu ajanlar olarak gérev yapan 1s1 soku proteinleri (Hsp'ler) bu gruba
ornektir. Farmakolojik saperonlar: Proteinlerin yeniden katlanmasini, yapilarinin stabilize
edilmesini ve islevlerinin geri kazanilmasini saglayan diisiik molekiiler agirlikli bilesiklerdir.
Bu bilesikler, secici baglayici molekiiller icerebilir, 6rnegin enzimler veya reseptor-ligand

kompleksleri. Kimyasal saperonlar: Iki alt grupta incelenir. Birincisi osmolitlerdir, ikincisi ise
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hidrofobik bilesiklerdir. Bu iki gruptaki {iyelerin spesifik bir etki mekanizmasi genellikle yoktur

ve terapdtik etkilerini gostermek i¢in yiiksek konsantrasyonlara ihtiya¢ duyarlar.

2.6.3 Is1 Soku Proteinleri (Hsp'ler)

Cogu norodejeneratif hastaligin temel nedeni, proteinlerin yanlis katlanmasi ve agregasyonu
sonucu hiicre oliimiine yol acabilir. Molekiiler saperonlar hiicre i¢inde bulunabilir. Bu
kapsamda 1s1 soku proteinleri (Hsp40, Hsp60, Hsp70, Hsp90, Hsp100 ve Hsp110) ve hiicre
disinda kiimelesme ve alfa-makroglobulin gibi 6rnekler verilebilir. HSP'ler, protein katlanma
stirecinde 6nemli bir rol oynar ve hiicreleri zararl stresle iliskili olaylardan korur. Hsp iki aile
icerisinde toplanir. - ATP baglayici bir bolgeye sahip olan klasik Hsp'ler, 60 kD veya daha fazla
molekiiler agirliga sahiptir ve bu aile Hsp100, Hsp90, Hsp70 ve Hsp60'y1 igerir. -ATP baglayici
bolgeye sahip olmayan kii¢iik Hsp'ler, 40 kD veya daha az molekiiler agirliga sahiptir ve
ornekleri arasinda aB-kristalin, Hsp27, Hsp20, HspB8 ve HspB2/B3 yer alir. Bu proteinler
diger Hsp'lerin katlanma fonksiyonunda yardimci olabilir. Bu mekanizmalarin bagarisiz olmasi
oksidatif stres, mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ve bir¢cok diger duruma yol acabilir. Bu
durum hasara, sinir hiicrelerinin kaybina ve nérodejeneratif hastaliklarin ilerlemesine neden
olabilir. Farkli Hsp'ler, yanlis katlanmis proteinlerin amiloid olusumunu tetikleyen proteinler

(AP ve tau) gibi agregasyon siirecini engelleyebilir ve bunlarin pargalanmasini tesvik edebilir.

2.6.4 Hsp60

Hsp60, mitokondriyal protein katlanmasinda 6nemli bir rol oynar. Ancak, Alzheimer
hastaligindaki rolii hala tam olarak anlagilamamistir. Bu proteinin koruyucu bir rol oynadigina
inananlar oldugu gibi mikroglia tarafindan asir1 ifade edilen ve ndronal hiicre Sliimiinii
uyarabilen toll benzeri reseptor 4 (TLR-4) gibi pro-inflamatuar faktorleri artiran zararli bir
etkisi oldugunu diistinenler de bulunmaktadir. Bu nedenle aktivasyonlu mikroglia ve Hsp60
ifadesinin inhibe edilmesi norodejeneratif hastaliklar1 6nlemek i¢in umut vadeden bir strateji
olarak  degerlendirilebilir. Hsp60'1 inhibe eden mizoribin (immiinsiipresan) ve
pirazolopirimidin EC3016 gibi bilesikler bulunmaktadir. Her iki bilesik de Hsp60'in ATPaz
aktivitesini bloke ederek ve protein katlanmasini engelleyerek etki gosterir. Diger yandan,
fungal metabolit avrainvillamid ve bakteriyel metabolit epolaktan, Hsp60'in sistein kalintilarina
baglanarak ve katlanma aktivitesini inhibe ederek etki gosterir. Ancak Hsp60'in Alzheimer

hastaligindaki rolii hala tartismalidir ve daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir.
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Sekil 2.11 Farkli saperon molekiillerinin kimyasal yapilari: Mizoribin, EC3016,
Avrainvillamid, Epolaktan, MKT-077, YM-01, JG-98, Radikol, Geldanamisin, 17-AAG,
Pochoxime C (0S47720), R55 ve OT1001 (184,185,186).

2.6.5 Hsp70

Hsp70'in AP42'ye baglanarak kendi kendine agregasyonunu engelledigini gosteren ¢aligmalar
bulunmaktadir. Martin-Pefia ve arkadaslari, Alzheimer hastaligt modellerinde Drosophila
sineklerinde Hsp70'iin sitozolik ve ekstraselliiler olmak tizere iki izoformunu inceleyerek Ap42
agregasyonu kaynakli hafiza bozulmasina karsi koruyucu roliinii degerlendirmistir. Hayvan
caligmalari, Hsp70'iin hem hiicre i¢inde hem de hiicre disinda ¢ift fonksiyona sahip oldugunu
gostermistir. Hsp70, AB42 norotoksisitesine ve sinaptik kayba karsi koruma saglar. Ayrica, tau
ve hiper-fosforile olmus formuna baglanarak agregasyonu azaltir ve tau'nun mikrotiibiillere
baglanmasini tesvik eder. Hsp70, mikroglia, insiilin pargalayici enzim ve tiimor biiylime
faktorii-p1'i aktive ederek B-amiloidleri parcalar ve hafiza bozukluklarini onler. Alzheimer
hastaligi beyin dokusunda Hsp70 diizeylerinin arttigi ve aktive glia ve stresli ndronlarin

varligiyla iligkili oldugu gosterilmistir. Ayrica, Hsp70lin Alzheimer hastaligindaki
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ekstraselliiler birikimlerle iligkili oldugu bulunmustur. Hsp70'i hedefleyen ilag tedavileri
ozellikle Hsp70 ATP baglanma bolgesini hedefleyen ve inhibe eden dnceki antikanser ilaglarin
in vitro ve ex vivo ortamlarda tau seviyelerini azaltma yetenekleri nedeniyle Alzheimer

hastaliginin tedavisinde aday olarak degerlendirilmektedir.

MKT-077 (1-etil-2-((Z)-((E)-3-etil-5-(3-metilbenzo[d]tiazol-2(3H)-iliden)-4-oksothiazolidin-
2-iliden)metil) piridin-1-ium kloriir), mitokondriyal Hsp70 bolgesine baglanan bir antikanser
rodasyanin bilesigidir ve antiproliferatif bir ajan olarak islev goriir. Ancak, bu bilesigin
kullanim1 toksisite yan etkileri ve diisiik kan-beyin bariyeri penetrasyonu nedeniyle
durdurulmustur. Ote yandan, MKT-077 tiirevidi olan YM-01, MKT-077'nin piridinyum
azotundaki etil grubunun metil grubuyla tek bir degisiklik yapilarak gelistirilmistir. JG-98, YM-
0l'e kiyasla Hsp70 ile %60 daha yiiksek baglanma affiniteye sahip baska bir MKT-077
tirevidir (187,184,185,186).

2.6.6 Hsp90

Hsp90, tau fosforilasyonu ve defosforilasyonunu diizenleyen baska bir HSP tiirtidiir. Hsp90'in
inhibe edilmesi, tau fosforilasyonunu azaltarak hiperaktivasyon durumunda tau patogenezi ile
iligkilendirilen tau kinazlerin azalmasina neden olur. Hsp90 inhibitdrleri baglangicta kanser
tedavisinde kullanilmistir. Ancak, son zamanlarda Alzheimer hastalig1 i¢in umut verici bir
tedavi olarak degerlendirilmektedir. Radikicol (RDC) ve geldanamisin (GA) Hsp90
inhibitorleridir. Geldanamisin, dogal bir antifungal bilesiktir ve ilk kesfedilen Hsp90
inhibitoridiir. Ancak, bu inhibitor tizerindeki ¢alismalar toksisitesi nedeniyle durdurulmustur.
Ote yandan 17-AAG (17-(Alilamino)-17-demetoksigeldanamisin), daha diisiik toksisiteye
sahip ve daha iyi farmakokinetik profili olan bir geldanamisin tiirevidir. Bu inhibitor tau
fosforilasyon yolunu dolayli olarak bloke ederek (Hsp70'i indiikleyerek) transgenik fare
modelinde biligsel fonksiyonun iy1 bir sekilde iyilesmesini gostermistir (188). Pochoxime C
(0S47720), Alzheimer hastaligi fare modelinde test edildiginde iyi giivenlik ve etkinlik
profilleri sergileyen bir santral sinir sistemi ge¢irgen Hsp90 inhibitoriidiir. Yapilan ¢alismalar,
0S47720min 1s11 sok faktorii (HSF-1) aktivasyonu ve bagimli transkripsiyonel olaylar
araciligiyla sinaptik fonksiyonu giiglendirerek etki gosterdigini ortaya koymustur.
Kombinasyonlu ¢aligmalar, HSP'leri hedeflemenin patojenik tau seviyelerini azaltma ve normal
tau homeostazini geri kazanma amaciyla yeni bir etki mekanizmasiyla ilaclar gelistirmek i¢in

umut verici bir strateji oldugunu gostermektedir.
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2.6.7 Vakiiolar siniflandirma proteini 35 (VPS35)

Noronlarda ve gliyal hiicrelerde protein birikimi hiicresel protein homeostazinin bozulmasina
neden olabilir. Endozomal-lizozomal sistem, proteinlerin geri doniigiimii ve pargalanmasi i¢in
tasima islevini lstlenir. Bu sistemde herhangi bir islev bozuklugu Alzheimer hastaligi gibi
bir¢cok hastaliga yol acgabilir. Retromer, endozomdan trans-Golgi agina kargo molekiillerini
tastyan diizenleyici proteinlerden olusan bir komplekstir. Retromer fonksiyonunun kaybi,
VPS35'in diizenlenmesinin azalmasina ve AP olusumunun artmasina, biligsel bozukluklarin
ortaya ¢ikmasina ve sinaptik islev bozukluguna neden olmasi Alzheimer hastalarinda rapor
edilmistir (190,191). VPS35 asir1 ifadesinin 3xTg fare beyinlerinde bellek fonksiyonu
iizerindeki etkilerini degerlendiren bir ¢alisma, asir1 VPS35 ifadesinin AP peptidinin ve tau
noropatolojisinin (¢oziniir, ¢okelmis ve fosforile tau) Onemli Olgiide azaldigini, ayrica
noroinflamasyonun azaldigini ve sinaptik islev bozuklugunun iyilestigini ortaya koymustur. Bu
bulgular, VPS35'in Alzheimer hastalig1 tedavisi i¢in umut vadeden bir terap6tik hedef oldugunu
gostermektedir. Ayrica, retromer stabilitesini ve islevini artirarak AP oligomerizasyonunu
endozomdan uzaklastirma ve APP'nin patojenik islenmesini azaltma potansiyeline sahip kii¢iik
bir  farmakolojik  kaperon  molekiili  olan R55  (tiyofen-2,5-diylbis(metilen)
dikarbamimidotiotedihidrokloriir), nérodejeneratif hastaliklarin tedavisi icin umut verici bir

molekiil olabilir (192).

2.6.8 0T1001

Norodejeneratif hastaliklarda gangliosid birikiminin protein yanlis katlanmasi ve agregasyonu
ile iliskili oldugunu gosteren ¢aligsmalar incelenmistir. Alzheimer hastaligi beyinlerinde mono-
sialogangliosid (GM1, GM2 ve GM3) diizeylerinin anormal oldugu rapor edilmistir. Ayrica,
AP'nin mutasyona ugramis formlari 6zellikle Dutch mutan APPE693Q gibi GM2 ve GM3'iin
pro-agregasyon Ozelliklerine duyarlilik gostermis ve bu durum gangliosid bagli AR (GAP)
peptidinin  olusumuna yol a¢mis, AP peptitlerinin agregasyonunu veya birikimini
hizlandirmistir. B-heksosaminidaz (B-heks), GM2 gangliosidini katabolize eden lizozomal bir
enzimdir ve aktivitesinin arttirllmast GM2 diizeylerinin ve AP agregasyonunun veya
birikiminin azalmasina yol agabilir. Kii¢iikk molekiiller, farmakolojik saperonlar gibi vahsi tip
proteinlere secici olarak baglanarak ve normal katlanmalarin1 geri kazandirarak tedavi edici
ajanlar olarak kullanilabilir. OT1001, B-heks'i hedefleyen bir iminosakkarit saperondur ve
beyindeki diizeyini arttirarak GAP patolojisini azaltir. Dutch APPE693Q transgenik fareler
lizerinde yapilan ¢alismalar, OT1001'in iyi farmakokinetik O6zelliklere, beyne gecebilme
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yetenegine ve diisiik yan etkilere sahip oldugunu gostermistir. Bu ozellikler bilesigi -heks

aktivitesini artirmak i¢in iyi bir ilag aday1 haline getirir (193).

2.6.9 Dogal Oziitler

Dogal bilesikler uzun bir siiredir bir¢ok patolojik hastaligin tedavisinde terapdtik ajanlar olarak
kullanilmaktadir. Son zamanlarda yapilan ¢aligsmalar, bu bilesiklerin norokoruyucu etkiye sahip
oldugunu gostermis ve in vitro ile in vivo c¢alismalar, Alzheimer hastalig1 icin tedavi
potansiyeline sahip olduklarini kanitlamis ve bazilarinin klinik deneme asamalarina girmesine
olanak tanimistir. Nikotin, Alzheimer hastalig1 i¢in klinik denemelere giren ilk dogal bilesiktir.
Daha sonra C, E ve D vitaminleri gibi diger bilesikler noroinflamasyon ve oksidatif hasara karsi
koruyucu rolii nedeniyle daha fazla ilgi ¢ekmistir. Bugula neritina adli bir bryozoandan elde
edilen makrolid lakton oOziitii olan bryostatin, a-sekretaz aktivitesini indiikleyebilme, AP
iiretimini azaltabilme ve Alzheimer fare modelinde 6grenme ve bellegi artirabilme yetenegini
gostermistir (194). Geleneksel Cin tibbt (TCM) gibi halk tibbinda kullanilan diger dogal
bilesikler, Alzheimer hastaligin1 ¢esitli mekanizmalar {lizerinden etkileyerek tedavi etmede

biiyiik potansiyele sahiptir (195).

Tablo 2.6 Halk tibbinda kullanilan dogal bilesikler ve etki mekanizmalar1 (194).

Sira Dogal bilesikler Etki mekanizmasi

No.

1 Schisantherin A, Ginsenoside Rh2 | AP olugsum inhibitdrleri
ve Angelica sinensis ekstreleri

2 Shengmai (SM) formiilii, Karinik | AB birikiminin azaltilmasi
asit C ve Tanshinon ITA (TIIA)
ekstresi

3 Onjisaponin B, Notoginsenoside | AB'nin par¢alanmasinin tesvik edilmesi
R1 ve delta-9-Tetrahidrokanabinol
(THC)/kannabidiol (CBD)

4 Rhynchophylline (RIN), INM-176 | AR  norotoksisitesinin inhibe edilmesi ve
(Angelica gigas'in etanolik | mikroglial hiicrelerin asir1  aktivasyonunun
ekstresi), Houttuynia  cordata | azaltilmasi, noroinflamasyon, oksidatif stres ve
Thunb. (Saururaceae) su ekstreleri, | kalsiyum  homeostazinin ~ bozulmasi  gibi
Huperzin A ve Diospyros kaki L. | durumlarin azaltilmasi, néron kaybina neden
f’ten etil asetat ekstresi olan etkilerin azaltilmasi
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Tongmai Yizhi Decoction (TYD)
(alt  adet hammadde igerir.
Carthamustinctorius L.'den safran
sarist (SY), G. jasminoides J. Ellis
meyvesinden geniposid, Panax
ginseng C. A. Mey'den ginsenozid
Rd, Crocus sativus L.'den krokusin
ve kinonlar):

Hiperfosforile tau proteininin inhibisyonu ve
agregasyonunun onlenmesi

bulunur)

6 Ginkgo biloba Antioksidan, anti-enflamatuar, nérokoruyucu

7 Curcumin Anti-enflamatuar, antioksidan, amiloid-beta
birikimini engelleyici

8 Resveratrol Antioksidan, anti-enflamatuar, amiloid-beta
birikimini engelleyici

9 Yesil ¢ay ekstresi Antioksidan, anti-enflamatuar, amiloid-beta
birikimini engelleyici

10 Huperzin A Asetilkolinesteraz inhibitorii, nérokoruyucu

11 Ginseng Antioksidan, anti-enflamatuar, nérokoruyucu

12 Ashwagandha Anti-enflamatuar, antioksidan, ndrokoruyucu

13 Salvia miltiorrhiza Anti-enflamatuar, antioksidan, nérokoruyucu

14 Houttuynia cordata Anti-enflamatuar, antioksidan, ndrokoruyucu

15 Polifenoller (meyve ve sebzelerde | Antioksidan, anti-enflamatuar, nérokoruyucu

Halk tibbinda kullanilan bu dogal bilesikler, Alzheimer hastalig1 i¢in potansiyel terapotik

etkilere katkida bulunan ¢esitli etki mekanizmalarina sahiptir. Antioksidan 6zellikleri sayesinde

oksidatif stresi azaltir ve ndronlar1 hasardan korur. Ayni zamanda anti-enflamatuar etkileri ile

noroenflamasyonu azaltir ve beyin fonksiyonu fiizerindeki olumsuz etkilerini hafifletir.

Curcumin, resveratrol ve yesil cay ekstresi gibi baz1 bilesikler, Alzheimer hastaliginin belirtisi

olan amiloid-beta birikimini engellemekte etkilidir. Asetilkolinesteraz inhibitdrleri arasinda yer

alan Huperzin A, beyinde asetilkolin seviyelerini artirarak biligsel fonksiyonu iyilestirebilir.

Ayrica, bu bilesikler ndrokoruyucu 6zelliklere sahiptir, bu nedenle néronlarin hayatta kalmasini

ve fonksiyonunu destekler. Bu dogal bilesiklerin preklinik ve erken klinik ¢aligmalarda umut

verici sonuglar gosterdigi unutulmamalidir, ancak Alzheimer hastalifinin tedavisindeki

giivenilirlik ve etkinliklerinin belirlenmesi i¢in daha fazla aragtirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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2.7 Oksidatif Stres

Oksidatif stres, serbest radikallerin artist ve bu reaktif molekiillerin endojen antioksidan
savunma mekanizmalariyla dengesiz bir etkilesimi sonucunda ortaya ¢ikar. Bu serbest
radikaller DNA, lipidler, proteinler ve niikleik asitler iizerinde oksidatif hasara yol acarak
oksijen veya azot tiirlerinden kaynaklanan zararlara neden olabilir. Yaslanmanin altinda yatan
kesin hiicresel mekanizmalar hala belirsiz olsa da oksidatif hasarin organlar, dokular ve
hiicrelerin islev kaybina neden oldugu bilinmektedir. Oksidatif stres, amyotrofik lateral skleroz
(ALS), Parkinson hastaligi (PH), Alzheimer hastalig1 (AH) ve Huntington hastaligi (HH) gibi
cesitli norodejeneratif bozukluklarin gelisimine ve ilerlemesine katkida bulunmaktadir

(196,197).

2.7.1 Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), dis yoriingesinde tek sayida elektron igeren atom veya
molekiillerdir. Bu tiirler, elektronlarini ¢iftler halinde tutan bilesiklere kiyasla daha kararsizdir.
ROS'lar eksik elektronlar1 nedeniyle kararsizdir ve bundan dolay1 diger molekiillerle etkilesime
girerek yapilarini bozmalarina neden olabilir. Bu reaktif tiirler ¢esitli enzimatik ve oksidasyon
reaksiyonlarinin siiregleri sirasinda olusur. Mitokondriyal solunum zinciri ROS iiretiminin ana
kaynagidir (198). Mitokondri i¢ zarinda elektronlar taginarak oksijenin suya donustiiriillmesi
normalde bir enerji iiretme siirecidir. Ancak, hipoksik kosullar altinda bu islem ger¢eklesmez,
bu da siiperoksit anyonlarinin iiretiminin artmasina neden olur (199,200). Bu siirecte elektron
tagima sistemi (ETS) tamamen verimli degildir, en uygun kosullar altinda bile bazal diizeyde
elektron sizintis1 gerceklesmektedir. Bu istenmeyen elektron sizintis1 molekiiler oksijenle

reaksiyona girerek hiicresel ROS iiretimini 6nemli 6l¢iide arttirmaktadir (201).

Oksijen (02), yasamsal fonksiyonlarin temel kaynagi olup ayni zamanda baslica serbest
radikal kaynagidir. Oksijenin farkli faktorlerin etkisi altinda veya yiiksek konsantrasyonlarda
bulundugu durumlarda siiperoksit (O*) radikali, singlet oksijen (O?), hidrojen peroksit (H20>),
hidroksil (OH) radikali gibi reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna neden olmaktadir (202).

Siiperoksit radikali: Toksik etkisi olmayan O*'un aerobik hiicre metabolizmasi sonucunda bir
elektron alarak olusan bir tlirdiir. H2O2'nin kaynagidir ve siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi

araciligiyla H,O> ve O2'e doniistiiriiliir (203).

Hidroksil Radikali: Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlarinin {iriinii olup en toksik reaktiftir.

Niikleik asitler, amino asitler, fosfolipidler, organik asitler, sekerler ve lipoproteinler gibi
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bircok madde ile reaksiyon olusturabilir. Ancak, bu maddelerin 6zel bir antioksidan savunma
mekanizmas1 bulunmamaktadir. Hidroksil radikali, lipoproteinlere etki ederek hiicre
membranlarinda hasara neden olabilir ve ayn1 zamanda protein oksidasyonunu artirarak hiicre

ici normal siirecleri bozabilir (204, 205).

Hidrojen Peroksit: Siiperoksidin SOD enzimi araciligiyla veya spontan olarak iiretilebilen
uzun Omiirlii bir molekiildiir. Eslenmemis elektron igermedigi i¢in serbest radikal olarak kabul
edilmez. Ancak, siiperoksit ile reaksiyona girerek en reaktif ve hasar verici serbest radikal olan
hidroksil radikali olusumuna neden oldugu i¢in reaktif oksijen tiirii sayilmaktadir (206).
Stiperoksitin aksine, hiicre membraniyla korunan yapilara kolaylikla penetrasyona ugratabilir,
bu nedenle siiperoksitin ulagsamadig1 bolgelerde hidroksil radikalinni olusturmaktadir, Ayrica,

Fe*? iyonlar1 ile reaksiyona girdigi durumlarda da hidroksil radikali iiretimine neden

olabilmektedir (206).

2.7.2 H202 ve Norodejenerasyon

Oksidatif stres, norodejenerasyon patolojileri dahil olmak iizere ¢esitli hastaliklarin ayirt edici
ozelligidir. H2O> genellikle noérodejeneratif bozukluklarda redoksla diizenlenen olaylarin
merkezi unsuru olarak kabul edilir (207). ROS ve hastalik arasinda dogrudan bir baglanti
bulunmaktadir. Siiperoksit anyon radikallerini H2O> ve oksijene doniistiirerek redoks
homeostazinda rol oynayan bir enzim olan SOD ile iligkili patoloji tarafindan saglanir. ALS'ye
neden olduguna inanilan SOD1'deki mutasyonlar, motor néronlardaki SOD1 agregasyonuyla
iliskilendirilmistir, bu da mitokondriden kaynaklanan serbest sisteinlerin oksidasyonuyla
oksidatif stresin olusabilecegi diisiiniilmektedir (207). Ayrica, down sendromunda kodlayan
genin {igiincii bir kopyasina bagli olarak SOD1'in asir1 aktivitesi, ndronal 6liimii tesvik etmek
icin yeterli toksik seviyelere ulagabilen H>O> birikimi ile sonuglanir. Alzheimer hastaliginda
oksidatif stresi iceren bircok kanit bulunmaktadir. Ozellikle, peroksiredoksin seviyeleri AH'de
degiskenlik gosterir ve lipid peroksidasyonu, beyin amiloid beta (AP) plak yiikii ile pozitif bir
korelasyon i¢indedir. Bu durum, ROS'un Alzheimer hastalig1 patogenezine bir katkis1 oldugunu
distindiirmektedir (208). Ayrica, Huntington hastaliginda oksidatif hasar, diisitk molekiiler
agirlikli antioksidan metabolizmasini ve azaltilmig askorbat alimini tehlikeye atar ve serbest
radikallerin iiretimini artirabilir. Ayn1 zamanda Parkinson hastaligi ve ROS patlamasinin
norodejenerasyona eslik ettigi prion patolojisi gibi durumlarda da redoks dengesizligini

disiindiirmektedir (209). Antioksidan uygulamasi ROS'un temizlenmesiyle birlikte cesitli
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hastaliklarin tedavisi, 6zellikle nérodejenerasyon gibi durumlar i¢in gegerli bir terapotik strateji

olusturmaktadir (209).

2.7.3 Alzheimer Hastah@indaki Oksidatif Stresin Rolu
2.7.3.1 Amyloidler ve Oksidatif Stres

Amiloid plaklar muhtemelen oksidatif stresin bir sonucu olarak olusmaktadir. Abeta 42 proteini
icindeki 35. pozisyondaki metiyonin, reaktif oksijen tiirlerinin iiretiminde 6nemli bir rol oynar.
Yapilan caligmalar, bu siirecin diisiik molekiiler agirlikli antioksidanlarin tiikenmesine yol
actigin1 gostermistir (210). Metiyonin 35. pozisyondaki rolii, gesitli oksitleyici ajanlar
tarafindan siilfiir kisminin oksitlenmesine izin veren bir kimyasal siire¢ tarafindan olusur. Bu
stireg, reaktif oksijen tiirlerine benzer maddelerin ortaya ¢ikmasina neden olarak metiyonin
stilfoksiti meydana getirir. Metiyonin siilfoksitin indirgenmesi, metiyonin siilfoksit rediiktaz
gibi enzimler araciligiyla gerceklesir. Metiyonin siilfoksit daha sonra metiyonin siilfona kadar
daha da oksitlenebilir. Metiyonin siilfoksit rediiktaz, oksitlenmis metiyonini i¢eren siilfoksit
grubunu indirgenmis forma doniistiirmekten sorumludur. Bu siirecin amiloid plak olusumunu
korumak i¢in umut vadeden bir terapi hedefi oldugu belirtilmektedir (211). Metiyonin 35'in
oksidatif durumunun Alzheimer hastaligindaki amiloid plak olusumuyla iligkili oldugunu
belirten ¢alismalar bulunmaktadir (212). Ancak, siilfoksit iceren Abeta 42'nin sitotoksisitesinin
de kanitlandig1 diger calismalar gostermistir (213). Bu celiskili bulgular, metiyonin 35'in
roliiniin tam anlagilabilmesi icin daha fazla deneysel ¢alisma gerektirdigini gostermektedir.
Bazi ¢aligmalarda ise metiyoninin oksidatif durumunun plak olusumunda ve reaktif oksijen
tirlerinin katalitik tiretiminde 6nemli bir rol oynamadigina dair ifadeler bulunmustur (214).
Metiyonin 35'in roliiniin anlagilmas1 i¢in saf Abeta 42'nin kimyasal 6zellikleri ve hiicre i¢indeki
etkilesimleri daha detayl bir sekilde arastirilmalidir. Ote yandan, amyloidlerin oksidatif strese
katkida bulunabilen agir metalleri selatorleme kapasitesinin olmasi, daha ileri aragtirmalarin

gerekliligini ortaya koymaktadir.

2.7.3.2 Metabolizma, Reaktif Bilesenlerin Kaynagi

Temel metabolizma, reaktif oksijen tiirler1 kaynagi ve Alzheimer hastalifinin gelisimine
katkida bulunan karmasik bir faktordiir. Metabolizmanin antioksidan homeostazdaki ve
Alzheimer hastaligindaki rolii, genis dlgegi nedeniyle karmasiktir (215). Insanlar, metabolik
islevleri i¢in oksijene ihtiya¢ duyarlar ve bu ihtiyag¢ oksidatif fosforilasyonun bir parcasi olarak
enerji tiiketimiyle siki bir gsekilde baglantilidir. Alinan oksijenin yaklasik %1', zararsiz

bilesikler yerine hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen tiirlerine iletilir (216). Temel
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metabolizma tarafindan iiretilen reaktif oksijen tiirlerinin miktarin1 anlamak 6nemlidir, ancak
reaktif bilesiklerin {iretimi ayn1 zamanda cesitli diger yollarla da gergeklesebilir (217,218).
Ornegin, cesitli oksijenazlar, nitrik oksit sentaz1 ve mitokondrial solunum zinciri kompleks IV
gibi faktorler reaktif oksijen ve azot tiirleri iiretiminde rol oynar (219,220). Bu reaktif
bilesiklerin iiretimi, patolojik kosullar altinda artabilir. Ornegin, hipoksi durumunda iiretim

onemli Olglide artabilir.

Nitrik oksit, Alzheimer hastalifindaki 6zel bir reaktif bilesik roliine sahiptir ve hastalikla
iliskilendirilen risk faktorleri arasinda yer alir. Bu bilesigin Alzheimer hastaligindaki oksidatif
stresi tetikleyen bir faktor olabilecegi diisiiniilmektedir (221). Nitrik oksit, nitrik oksit sentaz
(NOS) enzimi tarafindan sentezlenen bir molekiildiir. Bu sentez L-arginin, oksijen, NADPH ve
NOS enzimi arasinda gergeklesen bir reaksiyonla meydana gelir. Ancak, bu siire¢ ayn1 zamanda
stiperoksit anyonu gibi reaktif oksijen tlirlerinin olusumuna da zemin hazirlar. Hastalik
ilerledik¢e NO sentezi artar ve bdylece oksidatif stresin artisina neden olabilir. Oksidatif stres,
hiicrelerdeki reaktif oksijen ve azot tiirlerinin dengesiz bir birikimini ifade eder. Nitrik oksit,
sliperoksit anyonu ile reaksiyona girerek peroksintriti olusturabilir. Peroksintrit, hiicrelerde

sitotoksik etkilere neden olan bir bilesiktir ve oksidatif stresin bir sonucudur (222,223).

Alzheimer hastaligiyla iliskilendirilen diger bir risk faktorii hipertansiyondur. Hipertansiyon,
NO sentaz aktivitesini artirabilir, buna bagl nitrik oksit seviyelerindeki artisa yol acabilir. Bu
durum hastaligin ilerlemesini hizlandirabilir. Yapilan ¢alismalar, endotel tipi nitrik oksit
sentazin1 ifade edemeyen farelerde daha yliksek patolojik bulgular ve daha yogun tau
fosforilasyonu oldugunu gostermistir. Bu bulgular nitrik oksidin Alzheimer hastaligindaki
patolojik siireclere karmasik bir sekilde katildigini gostermektedir (224). Diisiik molekiil
agirlikli antioksidanlarin basit bir sekilde uygulanmasi veya antioksidan potansiyele sahip
ilaglarin hazirlanmasi, bu iki yol arasinda miidahale edildigi i¢in siirl terapétik etkiye sahip
olabilir. Bu nedenle reaktif oksijen ve azot tiirlerinin hastaliklarda farkli rollerini anlamak ve

buna yonelik tedavi stratejilerini gelistirmek icin daha fazla arastirmaya ihtiyag¢ vardir.

Mitokondrial solunum zincirinin karmasik IV'iiniin normal ve bozulmus fonksiyonlari, zararsiz
bir bilesik olan suyu iiretirken ayn1 zamanda zararli hidrojen peroksiti iireten 6nemli bir
metabolik yol Ornegidir. Bu durum mitokondrilerin, hiicrenin en metabolik olarak aktif
bolgeleri reaktif oksijen tiirlerinin énemli iireticileri oldugunu gostermektedir (225). Reaktif
oksijen tiirleri mitokondriyi hasar verdiginde tiim hiicre igin ciddi sonuglara yani apoptoza

neden olabilir (226). Mitokondrilerin Alzheimer hastalifindaki rolii 6nemli bir konu olarak
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kabul edilmis ve oksidatif stres ile baglantili olabilecegi diisiiniilmektedir (227). Alzheimer
hastaliginin arastirilma siirecinde, mitokondri ile ilgili birkag teori 6ne siiriilmiistiir. Bunlardan
biri, mitokondrilerin Alzheimer patolojisi tarafindan zarar gordiiglinii ve hastaligin amiloid
plaklar veya norofibriller demetlerin varhigi ile birlikte kotiilestigini One siirerken, digeri
hastaligin etiyolojisinin mitokondrilerde ve mitokondriyal bozulmanin veya reaktif bilesiklerin
asir1 liretiminin amiloid plaklar ve norofibriller demetlerin olusumundan 6nce gelen bir adim
oldugunu varsayar. Alzheimer hastaligindaki mitokondri roliine dair siipheler, y sekretazin
mitokondriye ¢ok yakin olan endotel tipi nitrik oksit sentazini ifade ettigi hiicre zarlarinda
yiiksek aktivite sergilemesiyle de desteklenmektedir (228,229). Bu nedenle, mitokondrial
metabolizmadaki bozukluklar amiloid plaklarin olustugu bolgelere kolayca ulasabilir. Yapilan
caligmalar, mitokondriyal metabolizmanin hiperfosforile tau veya mitokondri yakinindaki

amiloid plaklar nedeniyle degistigini dogrulamistir (230,231).

2.7.4 Oksidatif Stres Modelleri

Oksidatif stresin modellenmesine yonelik en yaygin yaklasimlar, birincil noral hiicre kiiltiirleri,
beyin dokusu eksplantlari, néral hiicre hatlar1 gibi modellerin hiper veya hipoksi, enerji
kaynaklarinin eksikligi (glikoz) gibi pro-oksidatif kosullara maruz birakilmasi ve harici pro-
oksidanlarin eklenmesi araciligiyla olusturulur (232-233). Farkli deneysel modeller arasinda
hiicre veya doku kiiltiirleri, noral hiicrelerin oksidatif durumundaki degisiklikleri dogrudan
olgmek i¢in benzersiz bir olanak saglar ve doku/hiicre kiiltiirii, oksidatif stresin patolojik bir

stirece dahil edilmesiyle ilgili olarak tercih edilen model haline getirir (234).

Hiicre kiiltiiriinde oksidatif stresin etkilerini incelemek i¢in ¢esitli hiicre tipleri
kullanilmaktadir. Farkli hiicre tiirlerinin pro-oksidatif ajanlara maruz birakilmasi, cesitli beyin
hiicrelerinin belirli hastaliklarin patogenezinde rol oynayan oksidatif hasarlara duyarliligindaki
potansiyel farkliliklarin arastirilmasina olanak tanir. Oksijen ve glikoz yoksunlugu yoluyla
olusturulan oksidatif stres modeli, oligodendrositlerin de oksijen ve glikoz yoksunlugunun

ndronlarda mitokondriyal disfonksiyonu indiikledigini gdstermektedir (235,236).

Kiiltiirlenmis ndron hiicrelerinde amiloid beta peptitleri kaynakli toksisitenin, dogrudan
oksidatif strese bagh etkilesimlerden kaynaklandigi gosterilmistir (237). Bu nedenle, hiicre
kiiltiiri modellerinin kullanimi, alzheimer hastaligi gibi ndrolojik bozukluklarla iligkili
mekanizmalar hakkindaki hipotezlerin test edilmesine olanak saglar. Beta amiloidin toksisitesi,
ndronal hiicre hatlar1 kullanilarak Af'nin neden oldugu nérodejenerasyon mekanizmalarinin

anlasilmasina katki saglamaktadir. Farkli AP peptitlerine maruz birakilan birincil néron
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kiiltiirleri, noral hiicre dizileri ve organotipik beyin kiiltiirleri {izerine yapilan calismalar,
Alzheimer hastaliginda oksidatif stresin gelisiminde Af’nin olas1 roliinii destekleyen veriler
saglamistir (238,239). Beta peptitlerin artan ROS iiretimine, lipidlere ve proteinlere, oksidatif
hasara, antioksidan savunma degisikliklerine ve oksidatif strese bagli gen ekspresyonu

degisikliklerine neden olma yetenegi, bircok arastirma tarafindan kanitlanmistir.

Huntington hastalarindan alinan 6liim sonrasi beyin dokusunda mitokondriyal kompleks II'nin
azalmis aktivitesi tespit edilmistir. Hastalarin korteks ve striatal doku Orneklerinde
izoprostanlar ve 3-nitropropionik asit (3-NP) gibi lipid peroksidasyon iiriinlerinin artan
seviyeleri de belirlenmistir. Bu nedenle 3-NP kompleks II'nin huntington hastalig: ile iliskili
oksidatif stresin modellenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Kiiltiirlerde 3-NP ile
indiiklenen norotoksisite ¢alismalari, oksidatif hasarin néronal hiicre 6limii mekanizmasinda
yer aldigimi ve Huntington hastaligi ile iligkili oksidatif stresin ayirt edici ozelliklerini

aciklayabilecegini gostermistir (240,24 1).

Parkinson hastaliginda oksidatif hasarin biyolojik belirtegleri oncelikle nigrostriatal sistemde
bulunur. Dopaminerjik néron kaybi beyindeki oksidatif stresin olasi bir nedeni olarak dopamin
metabolizmasindaki bozulmalar1 isaret eder. 6-hidroksidopaminin (6-OHDA) toksisitesi ile
olusturulan oksidatif stres Parkinson hastalig1 modellemesine olanak saglamaktadir (242,243).
Buna ek olarak N-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP), parkinsonizmin etkeni olarak
tanimlanmistir (244). Hiicre kiiltiiri ve hayvan modellerinde, MPTP ndrotoksisitesi ile
oksidatif stres olusturularak Parkinson hastalifi modellemesi yapilmistir (245). Ayrica,
deneysel Parkinson hastaligi modeli olusturmak ve hastaligin mekanizmasin1 arastirmak
amaciyla kullanilan rotenon, organik bir pestisittir. Insan néroblastoma hiicre serisi olan SH-
SYS5Y hiicrelerinde rotenon toksisitesi ile olusturulan oksidatif hasar, rotenonun SH-SY5Y
hiicrelerinde norotoksik etkilere neden oldugunu ve in vitro Parkinson hastaligi modeli
olusturmak amaciyla kullanilabilecegini gdstermistir (246). Donapezilin ve kuarsetin
kombinasyonunun Alzheimer hastaligi (AH) tedavisindeki koruyucu ve tedavi edici etkilerini
arastirmak amaciyla glioblastoma (U-118 MG) hiicre hattinda H>O» toksisitesi araciligiyla

olusturulan oksidatif hasar modellemesi yapilmistir (247).

2.7.5 Antioksidanlar

Serbest radikallerin olusmasim1i  engelleyerek veya mevcut radikallerle savasarak
olusturabilecekleri hiicre ve doku hasarmi Onleyen maddelere "antioksidanlar" denir.

Antioksidanlar bu korumayi serbest radikallerle hizli bir sekilde reaksiyona girerek
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otooksidasyon ve/veya peroksidasyonun ilerlemesini 6nleyerek gergeklestirirler. Endojen ve
ekzojen antioksidanlar olmak {izere iki ana gruba ayrilirlar. Endojen antioksidanlar kendi
icerisinde enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar olarak ayrilirken; ekzojen antioksidanlar
vitamin ve ila¢ olarak yararlanilanlar olarak gruplandirilirlar. Endojen antioksidanlardan biri,
siiperoksit dismutaz, O radikalinin, H2O> ve O? doniisiimiinii katalizleyerek antioksidan

savunmay1 gerceklestirir.

Olusan H>O», katalaz veya glutatyon peroksidaz yardimi ile ortamdan uzaklastirilir. Katalaz,
H,02’in H20 ve O»ye doniisiimiinii katalizlerken, glutatyon peroksidaz H>0,’in
indirgenmesinde rol oynamaktadir. Nonenzimatik antioksidanlar ise glutatyon, bilirubin,
albiimin, irik asit, melatonin, koenzim Q10, transferrin, selenyum gibi 6rnekler verilebilir
(248). Ekzojen antioksidanlarin vitamin olarak kullanilanlarina Beta-karoten (Vitamin A),
askorbik asit (Vitamin C), a-tokoferol (Vitamin E) ve folik asit (Vitamin B9) 6rnek verilebilir
(249). Kafeik asit, hidroksisinamik asitler polifenoller adi verilen biiyiik bir kimyasal grubun
onemli bir temsilcisidir ve genellikle klorojenik asit adi verilen bir kinik asit esteri olarak
gidalarda bulunur. Kafeik asit, dogal olarak ¢esitli yiyecekler, icecekler, kuruyemisler, bitkiler,
sebzeler, meyveler ve yaglarda bulunur. Kafeik asit iceren gidalarin tiiketimi viicudun
antioksidan seviyesini artirabilir ve hiicresel sagligin desteklenmesine yardime1 olarak oksidatif

stresi azaltma 6zelliklerine sahiptir (274).

2.8 Polifenoller

Polifenoller bitkilerde dogal olarak bulunan kimyasal bilesiklerin genis bir grubun adidir. Bu
bilesikler bitkilerin meyve, sebze, ¢ay, kahve, sarap, baharatlar ve diger besinlerinde yaygin
olarak bulunurlar. Polifenoller bitkilere renk, aroma ve tat verirken ayni zamanda bitkilerin
savunma mekanizmalarinda da rol oynarlar. Polifenoller fenolik yapisal birimlerden olusur. Bu
yapisal birimler fenol halkalar1 ve bunlara bagli olan hidroksil gruplarindan olusurlar.
Polifenollerin yapist ve ozellikleri fenolik yapisal birimlerin sayisi, diizenlenmesi ve yan
zincirlerin varligr gibi faktorlere baghidir. Bu nedenle polifenoller arasinda biiytik bir cesitlilik
bulunur. Polifenollerin bir¢ok farkli alt grubu vardir. Bunlar arasinda flavonoidler (flavonlar,
flavanoller, izoflavonlar, flavononlar, antosiyaninler), stilbenler, lignanlar ve hidroksisinamik
asitler bulunur. Her bir alt grubun kendine 6zgii kimyasal yapisi ve biyolojik aktiviteleri vardir.
Polifenollerin saglik {izerinde bir dizi olumlu etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Bir¢ok polifenol
antioksidan Ozelliklere sahiptir ve serbest radikallerle etkileserek oksidatif stresi azaltabilir.
Hiicrelerin ve dokularin hasara ugramasini Onleyerek ve oksidatif stresin neden oldugu

iltihaplanmay1 azaltarak gerceklesebilir.
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Sekil 2.12 Polifenol kimyasal yapis1 (250)

Oksidatif stres hiicrelerdeki DNA, protein ve lipit hasarina neden olan serbest radikallerin
birikmesi durumudur ve bir¢cok hastaligin gelisimine katkida bulunabilir. Polifenollerin
antioksidan etkileri serbest radikallerle etkileserek onlari stabilize ederek veya antioksidan
enzimlerin aktivitesini artirarak gerceklesebilir. Ayrica anti-inflamatuar etkileri sayesinde
iltihaplanma siireclerini baskilayabilirler. Bazi polifenollerin kardiyovaskiiler hastaliklar,
kanser, ndrodejeneratif hastaliklar ve metabolik sendrom gibi hastaliklarin  riskini
azaltabilecegi belirtilmektedir. Polifenollerin giinliik diyetimizde cesitli besinler yoluyla
alimmas1 onemlidir. Renkli meyve ve sebzeler, ¢ay, kahve, kirmizi1 sarap, zeytinyagi, ¢ikolata
ve baharatlar gibi besinlerde polifenoller bulunur. Ancak polifenollerin etkinligi ve saglik
iizerindeki etkileri hakkinda daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir. Yesil ¢ay, kirmiz1 sarap,
zeytinyagl, meyve ve sebzeler de polifenollerin diger 6nemli kaynaklar1 arasinda yer
almaktadir. Bu besinler, saglikli bir beslenme diizeninin 6nemli bir pargasi olarak tiiketildiginde

polifenollerin antioksidan ve diger saglik faydalarindan yararlanilabilir.

2.8.1 Polifenollerin Biyoaktiflikleri

Polifenoller, dogal bilesikler olup sentetik ve yar1 sentetik bilesikler de icerirler. Bu bilesikler,
fenolik yapisal birimlerin varhigiyla karakterizedir. Meyveler, sebzeler, tahillar ve icecekler,
polifenoller iceren besin kaynaklarindan sadece birkag 6rnektir. Uziim, elma, armut, kiraz gibi
meyveler onemli polifenol kaynaklari arasinda yer alirken; kirmizi sarap, ¢ay, kahve, ¢ikolata,
tahillar ve kuru baklagiller de diger polifenol i¢eren 6rneklerdir (251). Son olarak polifenoller

bitkilerin yapraklari, baharatlari, saplar1 ve ¢i¢eklerinde bulunur. Bir¢ok iilkede polifenoller
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giinliik diyetin bir parcasi olarak tiiketilir (252). Polifenoller, bazi besin bilesenlerinde bol
miktarda bulunan antioksidanlardir. Bu besinsel bilesiklerin giinliik alim1 1 g/giin kadar yiiksek
olabilir. Bu nedenle, polifenoller genellikle diger fitokimyasal besinsel antioksidanlardan daha

yiiksek miktarlarda besinlerde bulunurlar (253).

Polifenoller bitkilerin ikincil metabolitleridir ve ultraviyole radyasyon ve patojenlere karsi
korunma gibi savunma sistemine dahil olan bilesiklerdir (254). Polifenoller acilik, buruk renk,
koku ve oksidatif slireglere kars1 koruma 6zelliklere sahiptir. Bugiline kadar bitkilerde 8000'den
fazla fenolik bilesik tanimlanmistir. Polifenollerin o6rnekleri flavonoidler (flavonoller,
flavonlar, izoflavonlar, antosiyanidinler) resveratrol, curcumin, taninler, lignanlar ve fenolik
asitlerdir (255). Polifenoller bazi anti-enflamatuar ve antibiyotik 6zelliklere sahip olabilir ve
ayrica transkripsiyon faktorii Nrf2'yi aktive edebilir. Nrf2 hiicrelerin oksidatif stres ve

enflamasyona kars1 korunmasinda 6nemli bir rol oynar (256).

Cevresel faktorler, diyetin polifenol icerigi tizerinde biiylik bir etkiye sahiptir. Bu faktorler
arasinda toprak tipi, 151k maruziyeti, yagis, kiiltiir yontemleri ve aga¢ basina meyve verimi
bulunur. Flavonoid konsantrasyonlar1 ayrica 151k maruziyetine baglidir. Olgunlagma stireci bazi
fenolik asitlerin konsantrasyonunu azaltabilir veya artirabilir (257). Biyoaktiflik sindirim,
emilim ve metabolizma gibi birgok parametreye baghdir. Insan diyetinde, polifenollerin
biyoaktiflikleri iizerindeki etkisi basit iligkilerle belirlenmez. Bu kompleks etkilesimlerde, ¢ogu
polifenol ester formunda bulunur (258). Polifenoller genellikle bagirsaklarda tamamen
emilmezler. Bu bilesikler, bagirsak enzimleri veya kolonik mikroflora tarafindan hidrolize
edildikten sonra emilirler. Farkli metabolik yollarla degistirildikten sonra nihayet kana gecerler,
ancak baslangigtaki biyolojik formda bulunmazlar (258). Tamamlanmamis absorpsiyon
nedeniyle polifenoller kolona ulagabilir ve bagirsak mikrobiyotas: tarafindan metabolize
edilerek c¢esitli bakteriyel metabolitlere doniisebilir. Bu siire¢ sonucunda, mikromolar
miktarlarda flavonoidler ve monofenoller diskida bulunabilir (259). Polifenollerin
biyoaktiflikleri, viicutta emilimleri, dolasimlari, dagilimlar1 ve metabolizmalar1 gibi siiregleri
icerir. Polifenollerin biyoyararlanilabilirligi, bir polifenoliin viicutta ne kadar etkili bir sekilde

kullanildigin1 ve hedef dokulara ulasabildigini belirler.
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Sekil 2.13 Polifenol metabolizmasi (260).

Polifenollerin biyoaktiflikleri bir dizi faktdre bagldir. Oncelikle polifenollerin kimyasal
yapilar1  biyoyararlanilabilirliklerini etkiler. Ornegin polifenollerin molekiiler boyutu,
hidrofobisitesi, polarite ve ¢oziiniirliigli gibi faktorler emilim siirecini etkileyebilir. Bazi
polifenoller daha kolay emilirken bazilar1 ise daha az emilir. Ayrica polifenollerin besin
matrisine bagli olarak biyoaktiflikleri de degisebilir. Polifenoller gidalarin diger bilesenleriyle
etkilesime girebilir ve emilimlerini etkileyebilir. Ornegin, baz1 polifenoller diyet lifleri veya

diger besin bilesikleriyle etkilesime girerek emilimlerini azaltabilir veya artirabilir.

Bagirsak mikrobiyotast da polifenollerin biyoyararlanilabilirligini etkileyen ©onemli bir
faktordiir. Bagirsak mikrobiyotast polifenollerin bagirsakta metabolize edilmesini veya
degistirilmesini saglayabilir. Bu metabolizma siirecleri polifenollerin biyolojik etkilerini ve
biyoaktifliklerini etkileyebilir. Son olarak polifenollerin biyoaktiflikleri metabolizma ve
eliminasyon siiregleri tarafindan da etkilenir. Polifenoller karacigerde metabolize olur ve ¢esitli
metabolitlere doniigebilir. Bu metabolitlerin biyolojik etkileri ve biyoyararlanilabilirlikleri
polifenoliin tiirline ve metabolizma yoluna bagli olarak degisebilir. Polifenollerin
biyoaktiflikleri hala aktif bir arastirma alamidir ve tam olarak anlagilmamistir. Ancak

polifenollerin biyoyararlanilabilirliklerini ve biyolojik etkilerini degerlendirmek i¢in in vitro ve
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in vivo ¢alismalar yapilir. Bu ¢alismalar, polifenollerin saglik iizerindeki potansiyel etkilerini

daha iyi anlamamiza ve polifenollerin kullanimini optimize etmemize yardimci olmaktadir.

2.8.2 Polifenollerin Oksidatif Stres Uzerindeki Etkileri
2.8.3 Polifenollerin Antioksidan Ozellikleri

Polifenoller antioksidan Ozelliklere sahip dogal bilesiklerdir. Asir1 serbest radikal iiretimi
dokusal hasara ve inflamatuvar siireglere yol agabilir (261). Polifenollerin antioksidan aktivitesi
fonksiyonel gruplarinin yapisina baglidir. Hidroksil gruplarinin sayisi, radikalleri temizleme ve
metal iyonlarim1 selatlama gibi bircok antioksidan aktivite mekanizmasini etkiler (262).
Polifenollerin antioksidan aktiviteleri, genis bir serbest radikal yelpazesini temizleme
yetenekleriyle iligkilidir. Bu polifenollerin antioksidan kapasitesine etki eden g¢esitli
mekanizmalari igerir. Bu mekanizmalar arasinda radikallerin iiretiminden kaynaklanan reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunun baskilanmasi, ROS'un temizlenmesi veya antioksidan

savunmanin artirilmasi veya korunmasi gibi siire¢ler bulunmaktadir (263).

Polifenoller ROS olusumuna katilan enzimlerin katalitik aktivitesini azaltabilir. Polifenoller
cesitli mekanizmalar aracilifiyla oksidatif hasara karst koruma saglayabilir (264). ROS
olusumu, hidrojen peroksit indirgeme yoluyla yiliksek reaktif hidroksil radikali {iretimiyle
serbest metal iyonlarini artirabilir. Polifenollerin daha diisiik redoks potansiyelleri, metal
iyonlarim1 (Demir, Bakir) ve serbest radikalleri selatlayabilme kapasiteleri nedeniyle,

termodinamik olarak yiiksek oksidatif serbest radikalleri indirgeyebilir (265).

2.8.4 Serbest Radikallerin Polifenollerle Etkilesimi

Polifenoller, hiicresel zarin hidrofobik i¢ tabakasinda bulunan polar olmayan bilesiklerle
plazma zarinda tepkimeye girebilir. Bu degisiklikler, lipit veya proteinlerin oksidasyon hizim
etkiler. Baz1 flavonoidler, zarin hidrofobik ¢ekirdeginde oksidanlarin erisimini engelleyebilir
ve zarin yapisini ve islevini koruyarak hiicre zarmin biitiinliigiinii siirdiirebilir (266). Bu
stirecler, hiicresel etkilesim ve sinyal iletimi dahil olmak iizere polifenollerin temel etki
mekanizmalarini anlamaya yardimci olur. Polifenollerin nitrik oksit sentaz (NOS) aktivitesi ile
etkilesimi NO {iretimini modiile edebilir. Ksantin oksidaz (XO), serbest radikallerin ana
kaynag1 olarak kabul edilir. Quersetin, silibin ve luteolin gibi baz1 flavonoidlerin bu aktiviteyi
inhibe ettigi gosterilmistir. Flavonoidler ayrica peroksidaz aktivitesini azaltabilir, ndtrofillerin
serbest radikal salinimini ve bu hiicrelerin alfal-antitripsin tarafindan aktive edilmesini inhibe

edebilir (267).
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2.8.5 Oksidasyona Dahil Olan Enzimlerin inhibisyonu

Farkl1 polifenollerin siklooksijenaz (COX), lipooksijenaz (LOX) ve NOS gibi aragidonik asit
metabolizan enzimlerinin aktivitesini modiile ettigini gosteren cesitli aragtirmalar yapilmistir
(268). Bu enzimlerin inhibisyonu inflamasyonun temel araci olan AA, prostaglandinler,
16kotrienler ve NO iiretimini azaltir. inflamasyonun arasidonik asit yolunun mekanizmas1 Sekil

2.14'de gosterilmistir.

Arachidonic acid pathway
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Sekil 2.14 inflamatuar hastaliklara yol agan arasidonik asit metabolizmasinda yer alan
metabolik yolaklar (268).

Bakteriyel endotoksinler ve inflamatuar sitokinler makrofajlar1 uyarabilir ve buna bagl olarak
artmis iNOS ekspresyonu ve NO iiretimi ile oksidatif hasara neden olabilir. Polifenoller kiiltiire
edilen makrofajlarda LPS'ye bagli iNOS gen ekspresyonunu ve iligkili aktivitesini inhibe edip
oksidatif hasar1 azaltabilir (269). COX ve LOX, arasidonik asidin oksijenlenmesi yoluyla
prostaglandin ve lokotrien gibi enflamatuar mediatorlerin sentezinden sorumlu enzimatik
aktivitelerdir. Bu enzimler, inflamasyon siireclerinde rol oynayan ve doku hasarina yol agabilen
metabolitleri tiretebilirler (270). Dokularda oksidatif hasar 6zellikle XO (ksantin oksidaz)
yoluyla iiretilen metabolitlerin etkisiyle daha da artabilir. iskemi durumlarinda ksantin
dehidrojenaz (XDH) aktivitesi XO aktivitesine doniisebilir ve boylece reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) artisina neden olur. Polifenollerin, oksidatif hasar1 azalttig1 bildirilen bir mekanizma

olarak XO aktivitesini diislirme yetenekleri bulunmaktadir (271).

Polifenoller antioksidan o6zellikleri sayesinde serbest radikallerin zararli etkilerini azaltmada

etkin rol oynar. Bu bilesikler oksidatif stresi azaltarak hiicrelerin korunmasina ve sagliklarinin
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stirdiiriilmesine yardimci olurlar. Polifenoller serbest radikalleri notralize ederek oksidatif
hasar1 Onler ve antioksidan enzimlerin aktivitesini artirarak antioksidan savunmay1 destekler.
Ayrica polifenoller hiicrelerde oksidatif stresle iligkili enflamasyon siire¢lerini modiile edebilir.
Oksidatif stresin neden oldugu enflamasyon birgok hastaligin altinda yatan mekanizmalardan
biridir. Polifenoller anti-inflamatuar etkileriyle enflamasyonu azaltarak hiicresel sagligi ve

dokularin korunmasini desteklemektedir.

Polifenollerin oksidatif stres lizerindeki etkileri birgok arastirma ile desteklenmektedir. Bu
bilesiklerin antioksidan 6zellikleri, kanser, kalp hastaliklar1, diyabet, ndrodejeneratif hastaliklar
gibi oksidatif stresin rol oynadig1 bir¢ok hastaligin 6nlenmesi ve tedavisinde potansiyel bir
strateji olarak arastirilmaktadir. Kafeik asit hidroksisinamik asitler adi verilen bir grup
polifenoliin bir {iyesidir. Hidroksisinamik asitler fenolik asitlerin bir alt grubunu temsil eder.
Kafeik asit dogal olarak bir¢ok bitkide bulunan ve 6zellikle kahve, ¢ay, meyveler (elma ve

armut), sebzeler (marul ve brokoli) ve tahillarda bulunan bir bilesiktir.

Kafeik asit giiclii bir antioksidan olarak kabul edilir ve serbest radikallerle etkileserek oksidatif
stresin azaltilmasina yardimci olur. Ayrica anti-inflamatuar etkileri sayesinde iltihaplanma
stireclerini baskilayabilir. Kafeik asidin bazi arastirmalarda kanser hiicrelerinin biiylimesini
inhibe ettigi ve anti-kanser etkileri oldugu gosterilmistir. Hidroksisinamik asitler 6zellikle
klorojenik asit antioksidan 6zellikleriyle bilinir. Klorojenik asit cesitli besinlerde bulunan ve
genellikle yliksek miktarda tliketilen bir polifenoldiir. Antioksidan etkilerinin yani sira
klorojenik asit anti-inflamatuar, antikanser ve kardiyoprotektif gibi diger potansiyel saglik
faydalar1 da gostermektedir. Aragtirmalar klorojenik asidin antioksidan etkilerinin yan1 sira kan
basincini diislirme, kan sekerini diizenleme, kolesterol seviyelerini kontrol etme ve kilo verme

gibi olumlu etkileri olabilecegini gostermektedir.

2.9 Kafeik asit (3,4-dihidroksi-sinnamik asit)

Hidroksisinamik asitler, genellikle gidalarda klorojenik asit olarak adlandirilan bir kinik asit
esteri seklinde bulunan biiyiik bir kimyasal grup olan polifenollerin énemli bir temsilcisidir.
Polifenoller, organik bilesiklerdir ve bu sinifin bireysel iiyeleri, ¢esitli fenol yapisal birimlerin
varligiyla karakterize edilir. Bu biliylik yapisal ¢esitlilik, polifenollerin benzersiz fiziksel,
kimyasal ve biyolojik Ozelliklerini belirler ve ayn1 zamanda biyoyararlanimlarini etkileyen

onemli bir faktordiir (272). Polifenoller cogunlukla giiclii antioksidan 6zellikleriyle bilinirler.
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Sekil 2.15 Kafeik asidin kimyasal yapis1 (272)

Kafeik asidin antioksidan 6zellikleri kimyasal yapisindaki antioksidan ozelliklere atfedilir.
Aromatik halkasinda bulunan iki hidroksil grubu kafeik asidin antioksidan etkisini saglar (Sekil
2.15). Bu hidroksil gruplari kafeik asidin hidrojen atomlarin1 bagislamasina ve olusan fenoksil
radikallerini stabilize etmesine olanak tanir. Ayrica karbon zincirindeki ¢ift bag (doymamis yan
zincirde 2,3 cift bagi) fenoksil radikalinin stabilitesini artirir. Kafeik asidin iki degerlikli
metallerle selat olusturma yetenegi oldugu ileri siiriilmiistiir. Bu 6zelligi sayesinde kafeik asit
oksidasyon reaksiyonlarinda katalizor olarak veya reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna
katkida bulunan enzimlerin kofaktorleri olarak islev gorebilir. Ayrica kafeik asidin
antienflamatuar ve immiin diizenleyici yanitlarda gen ekspresyonunu modiile edebilen

ozellikleri vardir (273).

Kafeik asit molekiilii ile iligkili kimyasal faktorler, serbest radikallerin etkilerini azaltarak ROS
olusumunu engelleyebilir ve bu sayede insan viicudu tizerinde olumlu etkilere katkida
bulunabilir. Bu etkiler, ¢esitli hastalik tiirlerinin 6nlenmesine yardimer olabilir. Kafeik asit, A
proteinlerinin liretimini baskilayarak ve adenozin reseptdr antagonizmasi yoluyla ndronlari
eksitotoksisiteden koruyarak oksidatif stresi azaltabilir. Ayrica Parkinson hastaliginda, striatal
dopamin seviyelerinin ve dopamin tasiyict baglanma bolgelerinin kaybini azaltma konusunda

aktif bir rol oynayabilir.

2.9.1 Gidalarda kafeik asit varhgi

Kafeik asit dogal olarak c¢esitli yiyeceklerde, iceceklerde, kuruyemislerde, bitkilerde,

sebzelerde, meyvelerde ve yaglarda bulunur. Bu bilesik bitkilerde dogal olarak sentezlenir ve
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ayrica kahvedeki klorojenik asitlerin veya {iziimdeki kaftarik asidin metabolizasyonu

sonucunda serbest kalir (274).

Kafeik Asit Iceren Baz1 Yiyecekler: Kahve, Yesil ¢ay, Cay, Elma, Armut, Kiraz Visne,
Ahududu, Yaban mersini, Cilek Zeytin, Findik, Badem, Yulaf, Kepekli tahillar. Bu yiyecekler
kafeik asit icermektedir, ancak miktarlar1 yiyecegin tiiriine, ¢esidine ve islenme yontemine

bagl olarak degisebilir.

Tablo 2.7 Kafeik asit iceren baz1 yiyeceklerin drnekleri (275)

e

e ar

Food type [ Mean content
Fruits and fruit products

Plum, prune 1.11 mg/100 g FW
Date, dried 2.51 mg/100 g FW

American cranberry

231 mg/100 g FW

Black chokeberry

141.14 mg/100 g FW

Cloudberry 1.00 mg/100 g FW
Lingonberry, raw 6.34 mg/100 g FW
Grapefruit 2.00e-03 mg/100 g FW
Peach, peeled 0.63 mg/100 g FW
Date, fresh 337 mg/100 g FW
Apple (Dessert), whole, raw 0.33 mg/100 g FW
Pear, peeled 0.14 mg/100 g FW
Vegetables

Canliflower, raw

1.00e-02 mg/100 g FW

Eggplant (Purple), whole, raw

038 mg/100 g FW

Olive (Black), raw

2.10 mg/100 g FW

Olive (Green), raw

1.33 mg/100 g EW

Tomato, whole, raw

045 mg/100 g EW

Carrot, raw 0.0 mg/100 g FW
Potato, raw 1.62 mg/100 g FW
Alcoholic beverages i )
Beer (Alcohol fre;} 0.01 mg/100 mi
Beer (Dark) 0.03 mg/100 ml
Beer (Regular) 0.03 mg/100 ml
Wine (Red) 1.88 mg/100 ml
Wine (Rosé) 0.33 mg/100 ml
Wine (\White) 0.24 mg/100 ml
Non-alcoholic beverages

Coffee beverage (Filter) l 0.03 mg/100 ml
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s

Olive, oil, virgin

0.02 mg/100 g FW

Soy, oil

2 00e 04 mg/100 g FW

Seeds and Nuts

Walnuwt, dehulled

0.24 mg/100 g FW

Sunflower seed, meal

217 mg/100 g FW

Cereals and cereal products

Bread, rye. whole grain flour

0.77 mg/100 g FW

Common wheat, whole gramn flour

0.04 mz/100 g FW

Maize, refined flour

0.04 mg/100 g FW

Orat, refined flowr

0.04 mg/100 g FW

Oat, whole grain flour

0.16 mg/100 g FW

Rice, parboiled

0.34 mg/100 g FW

Eice, whele grain

0.05 mg/100 g FW

Foye, wheole grain flour

020 mg/100 g FW

Seasonings (herbs, spices)

Common sage, dried

26.40 mg/100 g FW

Common sage, fresh

742 mg/100 g FW

Common thyvime, dried

21.28 mg/100 g FW

Common thyme, fresh

11 70 mg/100 g FW

Italian oregano, fresh

10.40 mg/100 g FW

MMarjoram, dried

1.90 mg/100 g FW

Oregano, dried (wild marjoram)

10.70 mg/100 g FW

EFosemary, dried

9.67 mg/100 g FW

Fozemary, fresh

208 mg/100 g FW

Spearmint, dried

25.00 mg/100 g FW

Welsh onion, fresh

0.02 mg/100 g EW

Winegar

028 mg/ 100 ml

Caraway

16.40 mg/100 g FW

Ceylan cinnamon

24 20 mg/100 g FW

Cumin 16.60 me 100 g FW
Ginger, dried 15530 mg/100 g FW
Nutmeg 1650 mg/100 g W
Star anize 2020 mg/100 g FW

Kafeik asidin uygun dozu konusunda kesin bir bilgi bulunmamaktadir. Ancak, bazi bilim
insanlar1 insanlar i¢in toplam sinamat miktarinin neredeyse sifir ila 1 gram arasinda yeterli

oldugu konusunda hemfikirdir (275).

2.9.2 Kafeik asidin metabolizmasi

Klorojenik asidin hidrolizi, bagirsakta bulunan esteraz enzimleri tarafindan kafeik asit {iretimini
gergeklestiren onemli bir metabolik asamadir. Klorojenik asidin hidrolizi, bagirsak mukozasi
tarafindan emilip metabolize edilen kafeik asidin olusumuna neden olur. Kafeik asit emilimi
genellikle gidalarda ester formunda bulunan ve emilimi zor olan bir bilesik oldugundan bu
formda bulunur. Kafeik asidin emilimi %95+4 oraninda gerceklesir. Insan metabolizmasinda
kafeik asidin emilimi mideye gectigi anda pasif olarak baslar. Kolon bolgesindeki mikrobiyal

esteraz enzimlerinin etkisiyle kafeik asit serbest formda parcalanir ve bagirsak mukozasi
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tarafindan emilir. Aktif tasima yoluyla monokarboksilik asit tasiyicilarinin etkisiyle kafeik asit

bagirsak hiicrelerinin zarlarindan taginir.

Besin alimindan bir saat sonra kafeik asidin plazma konsantrasyonu hizla diiser. Kafeik asit,
absorpsiyondan hemen sonra metilasyon, siilfasyon ve glukuronidasyon gibi detoksifikasyon
islemleriyle daha hidrofilik bir hale getirilir. Bu siireg, kafeik asidin toksisitesini azaltir ve
atilimini kolaylastirir. Ince bagirsagin salgiladigi feruloilkinik asitlerin hidrolizi sonucu kafeik
asit ve ferulik asidin metabolizmas1 gerceklesir. Kafeik asitin 3- ve 4-O-siilfatlarina
metabolizmast izoferulik asit ve bunun ardindan 3-O-siilfasyon ve glukuronidasyon
reaksiyonlartyla gerceklesir. Kolon bolgesi, muhtemelen kafeik asidin dihidro-izoferulik aside
metabolize oldugu yerdir. Kafeik asit genellikle idrar yoluyla atilir ve idrarla atilim miktari

%S5,9 ile 27 arasinda degisir (253,276).

Sekil 2.16 Fenolik bilesiklerin emilim ve metabolizasyonun varsayilan mekanizmasi
(253,276).
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Sekil 2.16 PP- polifenol aglikon, PP-g polifenol glikozit, PP-m polifenol
stilfat/glukuronid/metil metabolitleri, SGLT1 sodyuma bagh glikoz tasiyict 1, GLUT2- glikoz
tasiyic1 2, LPH- laktaz florizin hidrolaz, MRP1-2-3- coklu ilaca direngli proteinler, CBG-
sitozolik B-glukosidaz, COMT- katekol-O-metil transferaz, SULT- siilfotransferaz, UGT-
iiridin-5'- difosfat glukuronosiltransferaz.

2.9.3 Kafeik asidin biyoaktivitesi

Kafeik asidin iddia edilen bir¢ok saglik faydasi arasinda antiinflamatuar, antikanser ve antiviral

ozellikler bulunmaktadir. Ayrica, kafeik asit viicutta serbest radikallerin neden oldugu oksidatif
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stresi azaltabilen bir antioksidandir. Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin asir1 iiretimi ile
antioksidan savunma arasindaki dengesizlik olarak tanimlanir. Bu dengesizlik genellikle
kanser, ateroskleroz, kardiyovaskiiler hastaliklar, major depresyon, Parkinson hastaligi,
Alzheimer hastaligi ve diger insan hastaliklarinin gelisimine veya ilerlemesine katkida

bulunabilir (277).

Kafeik asidin, diisiik yogunluklu lipoproteinlerdeki (LDL) alfa-tokoferol iizerinde koruyucu
etkisinin daha Once gosterildigi bildirilmistir (278). Ayrica, kafeik asidin klorojenik asit ve
kaftarik asit gibi diger bilesiklerle kombinasyonunun, in vitro ve in vivo olarak cesitli
sistemlerde daha giiclii antioksidan aktivite sergiledigi ve klorojenik asidin iskemi-reperfiizyon
hasarma kars1 koruyucu etkisinde dnemli bir rol oynadig1 gosterilmistir (279,280). Kafeik
asitler, cilt bakim iiriinlerinde antioksidan aktiviteleri nedeniyle kullanilmis ve ayn1 zamanda
umut verici fotokoruyucu ajanlar olarak degerlendirilmistir. Ancak, literatiirde
hidroksisinnamik asitlerin cildi foto-oksidatif hasardan korumada ne kadar etkili olduguna dair

sinirlt kanitlar bulunmaktadir.

Kafeik asit igeren gidalarin tiiketiminin, antioksidan ve pro-oksidan 6zelliklerinden dolay1
kanserojeneze kars1 koruma sagladigi gosterilmistir. Kafeik asit, oksidatif DNA hasar ile
iliskilendirilen kanser hiicrelerinde pro-oksidatif o6zellikler sergileyerek apoptozis
(programlanmis hiicre 6liimii) ile kanser hiicrelerinin 6liimiinii indiikler. Bu antikanser etki
Kanimozhi ve Prasad tarafindan yapilan bir calismada gosterilmistir. Kafeik asit kullaniminin
HeLa ve ME-180 kanser hiicre hatlarinda lipid peroksidasyonu (hiicre zarinin oksidatif hasar
gormesi) belirteclerini artirdigi, kafeik asit ile tedavi edilen kanser hiicre hatlarinda artan
apoptotik (programlanmis) morfolojik degisikliklerin gozlemlendigi bildirilmistir. Ayrica
yiiksek diizeyde reaktif oksijen tiirleri ve degistirilmis mitokondriyal membran potansiyeli

tespit edilmistir (281).

Kabata-Dzik ve arkadaslar yiirittigli bir calismada, tglii negatif MDA-MB-231 meme
adenokarsinom hiicre hattinda kafeik asit ve kafeik asit fenetil esterinin (50 ve 100 uM
dozlarda) sitotoksik aktivite ve migrasyon hizi inhibisyonunu karsilastirmistir. Calismalari, her
iki bilesigin gogiis kanseri MDA-MB-231 hiicrelerinin migrasyon hizini azalttigin1 ve kafeik
asit fenetil esterinin tedavisinin daha iyi sonuglar verdigini dogrulamistir (282). Kafeik asit
fenetil esterinin meme kanseri hiicrelerinin biiyiimesini inhibe ettigi dogrudan rapor edilmistir.
Ayrica, kafeik asidin oral karsinom SCC-25 hiicreleri ve bas-boyun skuamdéz karsinom

hiicrelerinin canliligini ve gog siirecini inhibe ettigi gosterilmistir (283,284).
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Rosendahl ve arkadaslarinin ¢aligmalarina gore, kafeik asit ve kafein 6zellikle MCF-7, T47D
ve MDA-MB-231 gogiis kanseri hiicrelerinde test edilmistir. Yapilan ¢alismalar, kafeik asidin
meme kanseri hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini ve hiicre dongiisii ilerlemesini etkiledigini
gostermigstir. Kafeik asidin en giiclii etkisinin dstrojen-pozitif MCF-7 hiicrelerinde (MCF-7
hiicreleri) gozlendigi belirtilmistir (285). Kafeik asidin hepatokarsinoma kars1 pozitif etkisi
yapilan ¢aligmalarda gézlenmistir. Bu bilesigin asir1 reaktif oksijen tiirleri olusumunu 6nledigi,
vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) kaynakli vaskiilarizasyonu azaltarak ve matris
metaloproteinaz 2 (MMP-2) ve MMP-9'u baskilayarak tiimor hiicrelerinin DNA oksidasyonu
ve anjiyogenez yoluyla Oliimiinii destekledigi belirtilmistir (286). Takeda ve arkadaslari
tarafindan yapilan calismada, Kafeik asidin 4 mg/kg dozunda kullanildginda antidepresan
etkileri tespit edilmistir (287). Lee ve arkadaglar1 ayni sekilde propolisin ana bileseni olan

kafeik asit fenetil esterinin antidepresan etkilerini rapor etmislerdir (288).

Kafeik asit, diger antioksidanlar gibi cilt elastikiyetini iyilestirerek yaslanmay1 etkileyebilir ve
kirigikliklara karsi olumlu bir etki saglayabilir. Ayrica, kafeik asidin gii¢lii antioksidan
aktivitesi, kollajen iiretimini artirarak erken yaslanmay1 6nlemesine ek olarak antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugunu da gostermektedir. Bu 6zellikleri, cilt hastaliklarinin tedavisinde
umut verici bir madde haline getirmesini saglamaktadir (289). Ayrica, kafeik asidin kirigiklik

onleyici aktiviteye sahip oldugu in vivo olarak gosterilmistir. (290).

Bastianini ve arkadaglar1 yaptig1 calismada, kafeik asidin kozmetik uygulamalar i¢cin umut
verici bir hammadde oldugunu bildirmiglerdir. Kafeik asidin, daha yiiksek biyoyararlanimi ve
uzun siireli antioksidan aktivitesi nedeniyle anyonik kil i¢inde basarili bir sekilde tasindig
belirtilmistir (291). Chao ve arkadaslari, kafeik asit ve ellagik asidin antienflamatuar
ozelliklerini incelemislerdir. Calismalarinda, bu bilesiklerin diyabetik farelerde dislipidemi,
hiperpithtilagma, oksidatif stres ve iltihaplanmaya kars1 kalp koruyucu etkileri oldugunu
gostermislerdir. Ayrica, kafeik asit ve ellagik asidin diyabetik farelerde lipit metabolizmasini

ve glisemik kontrolii 1yilestirdigi gézlemlenmistir (292).

Hsu ve arkadaslar, kafeik asidin antihiperglisemik etkisini incelemislerdir. Streptozotosin
kaynakl1 ve insiiline direngli iki sican modelinde yapilan ¢aligmalarda, kafeik asidin plazma
glukoz seviyelerinde doza bagimli bir diisiise neden oldugu ve insiiline direngli sicanlarda
plazma glukoz artisin1 azalttigi gosterilmistir. Kafeik asidin glukoz kullanimini artirarak

plazma glukoz diizeylerinin diismesine katkida bulundugunu gdstermisglerdir (293).
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Dogal olarak olusan bilesiklerin tiiketimi veya takviye edilmesinin, bir¢cok hastaligin
onlenmesine yardime1 olabilecegi gosterilmistir. Kafeik asit gibi biyoaktif bilesiklere olan ilgi,
pozitif antioksidan &zelliklerinin kanser, inflamasyon, diyabet ve Alzheimer hastaligi gibi
hastaliklarin tedavisinde veya 6nlenmesinde rol oynayabilecegi nedeniyle artmaktadir. Ayrica,
kafeik asidin kirisikliklar1 6nleme 6zelliklerine sahip oldugundan, yeni kozmetik {iriinlerinin
iiretiminde de faydali olabilir. Ancak bu maddenin insanlardaki etkinligini tam olarak anlamak
icin daha fazla calisma gerekmektedir. Ayrica, kafeik asidin uygun uygulama sekli ve dozunu
belirlemek icin yapilan ¢alismalarin 6nemi biiyiiktlir. Bu tiir calismalar, kafeik asidin saglik
iizerindeki etkilerini daha iyi anlamamiza ve potansiyel kullanim alanlarini belirlememize

yardimci olacaktir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal
3.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calisma kapsaminda kullanilan baslica cihazlar ve sarf malzemeler ilgili tablolarda
listelenmistir (Tablo 3. 1 ve Tablo 3. 2).

Tablo 3.1 Kullanilan cihazlar ve kullanim amaglari.

AdvModeli Calismada Kullanim Amac
Giivenlik Kabini Hiicre kiiltirii calismalarinda steril
(Biosafety Cabinet Class It Guvenlik ortamin saglanmasi

Kabini)

Etiiv (MMM Medcenter Einrichtungen Gereken tiim malzemelerin istenen
Gmbh Ecocell) - sicakliga getirilmesi
Inkiibatér (Thermo Scientific Heracell 1501  Hiicre kiiltiirii calismalarinda hiicrelerin
Co2) inkiibasyonu i¢in kullanilds
Floresan Invert Mikroskop Hiicrelerin kontroli i¢in
(Axio Vert. A1 Mikroskop (ZEISS) kullanildi
Plak Okuyucu (Thermo Scientific Multiskan 96 kuyulu plaklarin absorbanslarinin
EC okunmasi. MTT sonuclarinin
) degerlendirilmesi
Mikro Plak Yikavici (Thermo Scientific Bivokimyasal analizlarin calisilmasinda
Wellwash) kullanilds
EVE Otomatik Hiicre Sayaci(Nanoentek). Hiicre sayimi
Santrifii) (Hettich Universal 320r) Coktirmenin gerekli oldugu tim
denemelerde
Olympus CX31 Upright Mikroskop Hiicrelerin kontrolii 1¢in
kullanildi
Olvmpus CX41 Upright Mikroskop Hiicrelerin kontroli 1gin
kullanildi
Pipet Pompasi (Brand Accu-Jet® Pro) Cozelts hazirlanmasi

Pipetler (0.5-2 M1, 0.5-100 M, 50-200 Ml, Céozeltilerin hazirlanmasi
200-1000 M1, 1-5 Ml Gilson)

Hassas Terazi (AND HR-250AZ Marka Cozeltilerin hazirlanmasi 1¢in gerekli
(0.0001 G’a Duvarl) tartimin alimmasi

Vorteks (Velp Scientifica Classic Vortex Cozeltilerin homojen karigimlarinin
Mixer) hazirlanmasi

Manyetik Isiticili Kanstiric: (Velp Cozinme 1slemini hizlandirmak
Scientifica) _

Buzdolab: (+4°c Arcelik) Kimyasallarin ve érneklerin saklanmasi
Derin Dondurucu (-20°% Arcelik) Hiicrelerin kisa siire saklanmasi

Derin Dondurucu (-80°% New Brunswick Hiicrelerin uzun siire saklanmasi
Scientific)
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Tablo 3.2 Kullanilan sarf malzemeler ve kullanim amaglari

Kafeik Asit

Hiicrelerde etkisi arastirilan molekdil

Memantin

Hiicrelerde etkisi arastirilan molekiil

Glioblastoma U-118 MG

Tim denemelerde kullanilan Glioblastoma (U-
118 MGQG) hiicre serisi

Dimetil siilfoksit (DMSO) (Merck)

Hiicrelerin dondurma ortaminin hazirlanmasi,
¢Ozeltilerin  hazirlanmasinda ¢oziicii  olarak
kullanilmasi

Dulbecco modified Eagle Medium (DMEM-

U-118 MG hiicrelerin biiyiime orami1

Gibco)

Tripsin (Merck) Pasaj ve ekimlerde hiiclerinin biiyiime ortami1

Penisilin/Streptomisin (Gibco) Hiicrelerin biiylime ortami bileseni

L-Glutamin (Hyclone) Hiicrelerin biliylime ortami bileseni

Fetal Bovine Serum (FBS) (Gibco) Hiicrelerin biiylime ortami bileseni

Etanol (Delta) Yikama islemlerinde

Tripan Mavisi (%0,5) (Biological Industries)
edilebilmesi

Hiicre sayiminda, Canli ve 6lii hiicrelerin ayirt

Hidrojen Peroksit H>O» (Merck) Hiicrelerde toksisite olusturmak

Cell Proliferation kit (XTT) (Sartorius) Hiicre canlilig aktivitesini degerlendirmek

3.1.2 Hiicre Kiiltiirii Uygulamalar

Hiicre Kkiiltiiri c¢alismalar1 denemelerinde kullanilmak iizere Glioblastoma (U-118 MG)
hiicreleri kullanilmistir. Hiicre kiiltiirii uygulamalar1 U-118 MG hiicrelerinin ¢ogaltilmasini,
dondurulmasimi, c¢oziilmesini ve sayilarak istenen flask ya da platelere ekilmesini

kapsamaktadir.

3.2 Metot

3.2.1 Glioblastoma hiicre serisi

Biz c¢aligmamizda memantin ve kafeik asidin ayri ayr1 ve birlikte noroprotektif aktivitesini
incelemek i¢in U-118 MG hiicrelerini kullandik. Calismamizda U-118 MG hiicre hattimi
segcmemizin birka¢ nedeni vardir. Calismamizda deneysel seri sayisinin fazla olmasi nedeniyle
cok sayida hiicreye ihtiya¢ duyulmaktadir. Ancak oksidatif stres gibi hiicre 6liimiiniin yliksek

oldugu modellerde birincil ndron hiicrelerinin sayisi yeterli degildir. Bu nedenle, ¢ok sayida
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hiicreye ihtiya¢ duyuldugundan, oksidatif stres iceren ¢alismalarda gliablastoma hiicre hatlar

kullanilmaktadir ve bu hiicreleri kullanan literatiirde ¢calismalar mevcuttur (294,295,296).

Kaynagi: U-118 MG hiicre hatt1 (50 yasinda Kafkasl bir erkek beyni), J. Ponten ve arkadaslar
tarafindan 1966'dan 1969'a kadar malign gliomalardan tiiretilen bir dizi hiicre serisinden

iretilmistir.

Ozellikleri: Dondurularak -80 derecelik dondurucuda saklanmis U-118MG hiicre serisi yiiksek
glikozlu Dulbecco'nun modifiye edilmis Eagle Medium (DMEM) ortaminda (DMEM-Gibco)
%35 CO>'lik nemli bir atmosferde %1 L-glutamin ve %10 Fetal Bovine Serumu (FBS-Gibco) ve
%]1 penicillin-streptomycin (pen-strep) ile desteklenerek 37°C'de tutulmustur (297). Hiicreler
her giin inverted mikroskop ile kontrol edildi ve yaklasik %70-75 yogunluga ulastiklarinda
seyreltilerek pasajlar yapildi.

Fotograf 3.1. U-118 MG Hiicre hatt1 invert mikroskop goriintiisii.

3.2.2 Hiicrelerin Pasajlanmasi
> llk kez ¢oziilen hiicreler 25cm? flasklara 8 mL DMEM besi ortami igerisine ekildi.

> Hiicreler %80-85 yogunluga (confluent) ulastiktan sonra 75cm? flasklara 15 mL biiyiime
ortami igerisinde pasajlandi ve bu flasklarda cogaltildi.

» Hiicrelerin medyumlari iki giinde bir yeni medyum ile degistirildi.

» Deneysel asamalarin tamami1 96 kuyucuklu platelerde gergeklestirildi.

» Hiicreler %80-85 yogunluga ulastiklarinda 1:2 ya da 1:4 oraninda seyreltilerek pasajlandi.
3.2.3 Hiicrelerin Toplanmasi ve Dondurulmasi

» Flasklardaki biiylime ortam1 uzaklastirildi.
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» Flasklar PBS ile yikandi.

> Flasklara 25 cm? flask icin 1-2 mL, 75cm? flask i¢in 3-5 mL 6nceden 37 °C ye 1sitilmis
tripsin/ EDTA ilave edildi.

» Flasklar 4-5 dakika 37°C sicaklikta inkiibatore birakildi.

» Flask ylizeyinden ayrilan hiicreler 15 mLIik tiiplere toplandi.

» Tiplere 5’er mL biiyiime ortami olarak medyum ilave edildi.

» Pellet istenen miktarda, onceden 37°C de inkiibe edilmis biiyiime ortami igerisine eklendi.

» Hiicre siispansiyonu sayildi, seyreltilerek flasklara ya da plaklara pasajlanabilir duruma
getirildi.

» Dondurulacak hiicre siispansiyonuna 1:1 oraninda soguk %95 FBS %5 DMSO ilave edildi.

» Bu sekilde tlipteki son konsantrasyonlar: %40 FBS, %10 DMSO ve %50 biiyiime ortami1
bulunmaktadir.

» Elde edilen siispansiyon cryo tiiplere paylastirilarak agamali olarak donduruldu ve -20°C’ye
kaldirildi.

» -20°C’de bir saat bekletildikten sonra cryo tiipler 3-4 hafta icerisinde ¢oziilecekse -80°C’ye,
uzun siire saklanacaksa sivi nitrojene kaldirilir.

3.2.4 Hiicrelerin Coziilmesi
» Sivi nitrojende muhafaza edilen hiicreler gerektiginde ¢oziilerek kullanildi.
» Swvi nitrojen ya da -80°C’den alinan cryo tiipler hizla 37°C’de ¢o6ziildii.

» 4°C'nin tizerindeki DMSO hiicrelere toksik etki gosterdiginden dolay1 37°C'de hiicreleri
¢ozdiirlirken hizli bir sekilde calisildi.

» Tiip icerisindeki siispansiyon 15 mL’lik tiiplere aktarildi ve lizerine 10 mL 6nceden 37°C’de
inkiibe edilen biiylime ortami ilave edildi.

» Tiip 1500 rpm de 10 dakika santrifiij edildi.

» Siipernatan kisim atildu.

> Pelet 7 mL biiyiime ortaminda siispanse edildi ve 2 adet 25cm? flasklara paylastirildi.
» Flasklar, 37°C'de, %5 CO2 ve %95 nem igeren etiive alinarak inkiibasyona birakild.
3.2.5 Hiicrelerin Sayilmasi

Yapilacak tiim denemelerde belirli sayida hiicrenin flasklara ekilmesi i¢in hiicre
stispansiyonunun mililitresindeki hiicre miktarinin belirlenmesi gerekmektedir. Yontemin

prensibi, membran biitiinliigii bozulmus hiicrelerin Tripan mavisi boyasint hiicre i¢ine almalar1
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ve Olii hiicre olarak degerlendirilmeleri veya membran biitiinliigiinii koruyan hiicrelerin ise

membrandan boya gecisine izin vermemelerine dayanmaktadir (298).

Canli hiicreler mitokondri organelinde enerji iiretimi yapabildiklerinden dolayr hiicre
membranindan giren boya maddesini aktif tagimayla hiicre disina ¢ikartarak, renksiz goriiliir ve
olii hiicreler mitokondri organelinde metabolik enerji ihtiyacini yerine getirememekte hiicre
membranindan gegen boya maddesini absorblar, hiicre disina ¢ikartamaz aktif tagima i¢in enerji

ihtiyaclarini karsilayamadiklarindan ve mavi renkte goriiliir.

» U-118 MG hiicre siispansiyonundan 50 ul alinarak 1,5 MI’lik eppendorf tiipe aktarildi ve

izerine 50 pl %0,5 tripan mavisi boyasi ilave edilerek iyice karigmasi saglandi.

» U-118 MG hiicre serisinde hiicre canlilig1 tespit edildi. Tripan mavisi ile boyanan hiicre
siispansiyonundan 10’ar pl 6rnek alinarak, 6zel EVE™ Lamin her iki kuyucuguna sayim i¢in

yiiklendi (Fotograf 3.2).
» EVE otomatik hiicre sayaci ile hiicre sayimi gergeklestirildi.

» Tripan mavisi boyasini igine alip mavi renkte goriinen hiicreler 6lii, boyay1 metabolize edip

parlak goriinen hiicreler ise canli olarak degerlendirildi.

> Hiicre sayis1 /ml= Ortalama sayim degeri x seyreltme faktorii x 10* Formiiliinden bir hiicre

siispansiyonunun bir mililitresindeki hiicre sayis1 belirlendi.

> 96’11k plate 100 pl ekildiginde kuyucuk basima 1,1 x 10* hiicre gelecek sekilde ekildi.

Fotograf 3.2. EVE otomatik hiicre sayaci ile hiicre sayimi1
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3.2.6 Hiicre hatlarinda H20: ile oksidatif stres olusturulmasi

Glioblastoma U-118 MG hiicre serisi lizerinde hidrojen peroksit (H202) (Merck KgaA 64270
Darmstadt) oksidatif stres kaynagi olarak uygulandi. U-118 MG hiicre ekimi 96°lik platelere
her kuyucuga yaklasik 10.000/100ul gelecek sekilde hiicre ekimi yapildi. U-118 MG

hiicrelerinin uygun hiicre serisi olusturuldu.

(Calismada hiicreler seri diliisyonlar halinde hazirlanan (100-500uM) H2O:> ¢ozeltisi seriler
halinde gruplara boliinen hiicre serisine ilave edildi. 51 ul %35°luk H20: tizerine 10 ml DMEM
eklenerek 10" M H,0, ¢dzeltisi hazirlandi. Hazirlanan ana stok ¢ozeltiden seyreltilerek 100,
200, 300, 400 ve 500 uM H>0’ nin farkli konsantrasyonlart hazirlandi. U-118 MG hiicreleri
H>O>: nin farkli konsantrasyonlart ile 20 saat inkiibasyona birakild: ve inkiibasyon siirelerinin
ardindan XTT (2,3-bis[2-metoksi-4-nitro—5-sulfofenil |-2H-tetrazolyum-5-karboksianilid tuzu)

analiz yontemi ile hiicre canlilig1 (sitotoksisite durumu) degerlendirildi (299).

Fotograf 3.3 U-118 MG hiicre hatt1 tizerinde H2O> uygulamasi

3.2.7 Memantin ve kafeik asit stok cozeltilerinin hazirlanmasi

Memantin stok ¢ozeltisi: Memantinden (Cayman chemical company) 2,2 mg tartilarak 1000ul
etanol (%96) icinde ¢oziildilkten sonra olusturulan 107 M’lik stok ¢dzelti DMEM ile

seyreltilerek 10 pM konsantrasyonda memantin ¢ozeltesi hazirlandi.

Kafeik asit stok cozeltisi: Kafeik asit (Sigma) 1,8 mg tartilarak 100ul etanol (%96) i¢inde
¢oziildiikten sonra olusturulan 102 M’lik stok ¢dzelti, DMEM ile seyreltilerek kafeik asidinin
0.1,1 ve 10 uM farkl konsantrasyonlardaki ¢dzeltisi hazirlandi.
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Coziicii olarak kullanilan etanol %0,1, %0.01 ve %0.001 olmak iizere 3 farkli oranda
Glioblastoma hiicre hattinda denenmistir, hiicre canliligin da azaltici veya arttirict etkisi

goriilmemistir.

3.2.8 H20: ile memantin ve kafeik asit stok ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Memantinden 2,2 mg tartilarak 1000 pl etanol iginde ¢oziildiikten sonra olusturulan 10~ M’Iik
stok ¢ozelti DMEM ile seyreltilerek 10 uM’lik konsantrasyonda ¢ozeltisi hazirlandi. Kafeik
asitten 1,8 mg tartilarak 100 pl etnaol iginde ¢oziildiikten sonra olusturulan 102 M’lik stok
cozelti DMEM ile seyreltilerek 0.1,1 ve 10 uM’lik 3 farkli konsantrasyonlarda ¢ozeltisi

hazirlandi.

3.2.9 U-118 MG hiicrelerinde memantin ve kafeik asidinin etkilerinin ayr1 ayr
degerlendirilmesi

U-118 MG hiicre ekimi: 96°lik platelerde uygun hiicre serisi olusturuldu. ilk uygulamada
besiyerleri degisimi yapilarak %5 CO2 ve %95 hava igeren etiiv igerisinde 37°C ‘de 48 saat
boyunca inkiibasyona birakildi.

Olusturulan U-118 MG hiicre serisi platelerindeki besiyeri aspire edilerek yerine memantinin
etkisi icin 10 uM’lik konsantrasyondan 100ul ilave edilerek 20 saat siire ile inkiibe edildi.
Inkiibasyon siirelerinin ardindan XTT (2,3-bis [2-metoksi-4-nitro—5- sulfofenil]-2H-

tetrazolyum-5-karboksianilid tuzu) analiz yontemi ile hiicre canlilig1 degerlendirildi.

Kafeik asidinin etksi i¢in olusturulan U-118 MG hiicre serisi platlerindeki besiyeri aspire
edilerek yerine 0.1,1 ve 10 uM kafeik asitten 100’er pl ilave edilerek 20 saat siire ile
inkiibasyona brakildi. Inkiibasyon siirelerinin ardindan XTT (2,3-bis [2-metoksi-4-nitro—5-
sulfofenil]-2H-tetrazolyum-5-karboksianilid tuzu) analiz yontemi ile hiicre canlilig

degerlendirildi.

3.2.10 U-118 MG hiicrelerinde oksidatif hasar olusum 6ncesi Memantin ve Kafeik asit
etkisinin degerlendirilmesi

Memantin hasar 6ncesi etkinliginin belirlenmesi i¢in 96 kuyucuklu plate esit sayida hiicreler
birakildi. Ardindan hiicre kontrol, besiyeri kontrol ve memantinin 10 pM’lik dozundan 100l
eklenerek hiicreler 4 saat siire ile inkiibasyona birakildi. 4 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda
ortamdaki ¢o6zelti aspire edilerek yerine H20: ile hazirlanan memantinin 10 uM’lik dozundan
100ul uygulanarak hiicreler 20 saat siire ile inkiiba edildi. Daha sonra 50 uM XTT soliisyonu 4
saat inkiibe edilerek hiicre canlilig1 450 nm dalga boyunda degerlendirildi.
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Kafeik asit 6nce uygulamasinin etkinliginin belirlenmesi amaciyla 96 kuyucuklu plate esit
sayida hiicreler ekildi. Ardindan hiicre kontrol, besiyeri kontrol kafeik asidinin 0.1,1 ve 10
uM’lik dozlarindan 100’er pl uygulanarak, hiicreler 4saat siire inkiibasyona birakild1. 4 saatlik
inkiibasyon sonunda ortamdaki ¢ozelti aspire edilerek yerine H>O» ile kafeik asidinin 0.1,1 ve
10 uM’lik 3 farkli dozundan 100’er pl 20 saat siire ile inkiibe edildi. 50 uM XTT soliisyonu 4
saat inkiibe edilerek hiicre canlilig1 450 nm dalga boyunda degerlendirildi.

3.2.11 U-118 MG hiicrelerinde oksidatif hasar olusumu sonras1 memantin ve kafeik
asidinin etkisinin degerlendirilmesi

H>07’ nun ilk uygulamasinda 96’lik platelerde U-118 MG hiicrelerinin uygun hiicre serisi
olusturuldu. 200 puM’lik H2O: ¢ozeltisinden 100ul uygulanarak 4 saat siire ile inkiibasyona
birakildi. 4 saatlik inkiibasyon sonunda ortamdaki c¢ozelti aspire edilerek yerine HO> ile
hazirlanan memantinin 10uM’lik dozundan 100ul konularak 20 saat siire ile inkiibasyon
yapildi. Daha sonra 50 pM XTT soliisyonunda 4 saat inkiibe edilerek hiicre canliligi 450 nm
dalga boyunda degerlendirildi.

Kafeik asidinin degerlendirilmesi i¢in H>O>’nun ilk uygulanmasinda 96’lik platelere U- 118
MG hiicrelerinin uygun hiicre serisi olusturuldu. 200 uM ‘lik H2O> ¢dzeltisinden 100pl
uygulanarak 4 saat siire ile inkiibasyona birakildi. 4 saatlik inkiibasyon sonunda ortamdaki
cozelti aspire edilerek yerine H>O> ile hazirlanan kafeik asidinin 0.1,1 ve 10 uM 3 farkli
dozundan 100’er pl ilave edilerek 20 saat stire ile inkiibasyon yapildi. Daha sonra 50 uM XTT
soliisyonunda 4 saat inkiibe edilerek hiicre canlilig1 450 nm dalga boyunda degerlendirildi.

3.2.12 Hiicre Proliferasyon Canlilik Testi II (XTT)

Canlilik testi farkli konsantrasyonlardaki memantin ve kafeik asidinin U-118 MG hiice hatt
iizerine etkisinin belirlenmesi amaciyla kullanildi. Bu ¢alismada giiniimiizde en yaygin olarak

kullanillan XTT (Biological Industries) yontemi tercih edilmistir.

XTT (2,3-bis [2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil]-2H-tetrazolyum-5-karboksianilid tuzu) testi
canli hiicrelerin mitokondriyal dehidrogenazlar tarafindan bir tetrazolyum tuzunun bir
formazan {irtiniine ¢evrilmesi (Sekil 3.1), ortaya ¢ikan bu iiriin miktarinin spektrofotometrede
kolorimetrik olarak 6l¢iilmesi esasina dayanan hizli ve giivenilir bir yontemdir (Riss et al 2016).
Bu amagla hiicreler 96-kuyucuklu platelere her bir kuyucukta 1x10* hiicre olacak sekilde
DMEM besiyeri ortamina ekilir ve kiiltiire edilir. 24 saat sonra platelerin igindeki besiyeri

uzaklastirilarak ve kuyucuklara etkisi memantin ve kafeik asit fenol kirmizisi igermeyen
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DMEM igerisinde diliiye edilerek hiicrelere 24 saat boyunca uygulanir. Kiiltiir siiresinin
dolmasiyla hiicrelere XTT ¢o6zeltisinden 50 uM eklenip 4 saat bekletilir ve siire sonunda 450nm
dalga boyundaki absorbans degerleri mikroplak okuyucu ile saptanir. Memantin ve kafeik
asidinin i¢eren kuyucuklardan (kontrol hiicreleri) okunan absorbans degeri %100 kabul edilir

ve diger orneklerin absorbanslarindan canlilik degeri buna gore hesaplanir.

Yiizde Canlilik = [Ornek ABS ortalama / Kontrol ABS ortalama] x 100
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— / \ 50, =
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X1 Formazan

Sekil 3.1 XTT “in formazan kristaline doniisiim reaksiyonu

3.2.13 istatistiksel analiz

Verilerin degerlendirilmesinde degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Shapiro- Wilk testi
ile incelendi. Hiicre canliliginin gruplar arasindaki farkliligimin incelenmesinde One-Way
Anova (tek yonlii varyans analizi) yontemi uygulandi. Coklu karsilagtirmalar i¢in Tukey HSD,
Tamhane T2 ve Dunnett testi kullanildi. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul edildi.
Istatistik parametreleri Mean+SD ile ifade edildi. Verilerin degerlendirmesinde IBM SPSS
versiyon 22 (IBM SPSS for Windows version 22, IBM Corparation, Armonk, New York,
United States) paket programindan yararlanildi.
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4. BULGULAR

4.1 Hiicre Kiiltiirii Uygulamalan

4.1.1. Hiicre hatlarinda H20: ile oksidatif stres olusturulmasi

U-118 MG hiicrelerinde oksidatif hasarin olusturulmasi i¢in kullanilan hidrojen peroksit 100,
200, 300, 400 ve 500 uM konsantrasyonlari, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel
anlamli bir sekilde hiicre canlilifinda azalmaya sebep olmustur (Tablo 4.1, p<0.001). 100, 200,
300, 400 ve 500 uM konsantrasyonundaki hidrojen peroksit gruplar1 arasinda anlamli bir fark
bulunmazken, yaklasik %65 hiicre 6liimii olusturan hidrojen peroksit konsantrasyonu (200 uM)

bundan sonraki deneylerde hiicre hasar modeli olusturulmasi i¢in kullanildi (Sekil 4.1).

Tablo 4.1 U-118 MG hiicrelerinde H>O» ile olusturulan hasar modelinde istatistiksel sonuglar

Tek Basina H202 Uygulamasi
Grup Ortalama SS p
Kontrol 0.350 0.005
100 uM H20> 0.135 0.004
200 uM H20> 0.122 0.002
<0,001
300 uM H20> 0.120 0.001
400 uM H>0» 0.119 0.002
500 uM H20> 0.118 0.007

H>O> gruplari ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gériilmektedir
(p<0.001). *Gruplar arasindaki anlaml1 farklilik p: olasilik degeri.
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Sekil 4.1 U-118 MG hiicrelerinde hidrojen peroksitin hiicre canlilig1 iizerine etkisi
4.1.2. U-118 MG Hiicrelerinde kafeik asidin etkisinin degerlendirilmesi
Noroprotektif ajan olarak kullanilmas1 planlanan kafeik asit, U-118 MG hiicrelerinde 0,1, 1 ve
10 uM konsantrasyonlar istatistiksel olarak kontrol grubu ile benzer etki gostererek herhangi
bir hiicresel hasara neden olmamistir. Tek basina kafeik asit uygulamasinda, 50 ve 100 uM

konsantrasyonlarinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel anlamli bir sekilde hiicre

canliliginda azalmaya sebep olmustur (Tablo 4.2 ve Sekil 4.2).

Tablo 4.2 U-118 MG Hiicre hattinda kafeik asit uygulamasi

Tek Basina Kafeik asit Uygulamasi
Grup Ortalama SS p
Kontrol 0.602 0.015
0,1 uM Kafeik asit 0.611 0.014
1 uM Kafeik asit 0.607 0.015 <0,001
10 uM Kafeik asit 0.603 0.007
50 uM Kafeik asit 0.563 0.011
100 uM kafeik asit 0.180 0.006

50 ve 100 uM kafeik asit grubu ile kontrol (p<0.001) arasinda anlamli farklilik gosterirken,
diger kafeik asit gruplar1 ile kontrol grubu arasinda benzerlik goriilmektedir. *Gruplar
arasindaki anlamli farklilik p: olasilik degeri.
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Sekil 4.2 U-118 MG hiicrelerinde kafeik asidin hiicre canliligina etkisi
4.1.3. U-118 MG hiicrelerinde Memantin uyglamasinin degerlendirilmesi

NMDA reseptor antagonisti olarak kullanilmasi planlanan memantin, U-118 MG hiicrelerinde
memnatinin 0,1, 1ve 10 uM konsantrasyonlari ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik gériilmemektedir (Tablo 4.3). Bu konsantrasyonlarda memantin hiicresel
bir hasara sebep olmamistir. Memnatinin 50 ve 100 uM konsantrasyonlar1 ise kontrol grubu

ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde hiicre canliliginda azalmaya sebep

olmustur (Sekil 4.3).

Tablo 4.3 U-118 MG Hiicre hattinda memantin uygulamasinin istatistiksel sonuglari

Tek Basina Memantin Uygulamasi
Grup Ortalama SS p
Kontrol 0.611 0.004
0,1 uM Memnatin 0.610 0.003
1 uM Memantin 0.612 0.004 <0,001
10 uM Memantin 0.612 0.004
50 uM Memantin 0.578 0.006
100 uM Memantin 0.473 0.022

50 ve 100 uM memantin grubu ile kontrol (p<0.001) arasinda anlaml farklilik gdsterirken,
diger memantin gruplar1 ile kontrol grubu arasinda benzerlik goriilmektedir. *Gruplar
arasindaki anlamli farklilik p: olasilik degeri.
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Sekil 4.3 U-118 MG hiicrelerinde memantinin hiicre canlilifina etkisi

4.1.4. U- 118 MG hiicrelerinde oksidatif hasar olusum 6ncesi memantin ile kafeik asidin
birlikte uygulamasinin koruyucu etkisinin degerlendirilmesi

Hidrojen peroksit uygulamasindan 4 saat 6nce memantin, kafeik asit ve memantin ile birlikte
kafeik asit U-118 MG hiicrelerinde uygulandi. Ilag gurplari, hidrojen peroksit grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamasina karsin kafeik asidin
10uM konsantrasyonda %3.38 ve kombine gruplarda 0,1 pM, 1 puM ve 10uM
konsantrasyonlarinda %3.38, %5.08 ve %5,93 kadar hidrojen peroksit ile olusturulan hasara
kars1 koruyucu etki goriilmektedir (Tablo 4.4, Sekil 4.4).
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Tablo 4.4 Oksidatif hasar olusum 6ncesi memantin ile kafeik asidin birlikte uygulanmasinin

hiicre canliligina etkisinin istatiksel degerlendirmesi

H:0: Uygulamasindan 4 Saat Once Memantin ile Kafeik Asidin Birlikte Uygulamasi

Grup Ortalama SS p

Kontrol 0.359 0.005
200 uM H20» 0.118 0.001
10 uM Memantin 0.122 0.004
0,1 uM Kafeik asit 0.122 0.003

1 uM Kafeik Asit 0.122 0.003 <0,001
10 uM Kafeik asit 0.122 0.002
10 uM Memantin + 0,1 pM Kafeik asit 0.122 0.002
10 uM Memantin +1 uM Kafeik asit 0.124 0.003
10 uM Memantin +10 uM Kafeik asit 0.127 0.002

Kontrol ile H>O> grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmektedir.
(P<0.001). H20: gruplar1 ile memantin, kafeik asit ve memantin ile birlikte kafeik asit gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0.05). *Gruplar arasindaki
anlamli farklilik p: olasilik degeri.

0,40
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0,30
0,25
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0,15

= = =
=+

0,10
Kontrol H202 10 Memantin 0,1 Kafeik asit 1 Kafeik Asit 10 Kafeik asit 10 Memantin + 10 Memantin 10 Memantin
0,1 Kafeik asit +1 Kafeik asit +10 Kafeik asit

Sekil 4.4 U-118 MG hiicrelerinde oksidatif hasar olusum 6ncesi memantin ile kafeik asidin
birlikte uygulamasinin hiicre calilifina koruyucu etkisi
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4.1.5. U-118 MG hiicrelerinde oksidatif hasar olusum sonrasi memantin ile kafeik asidin
birlikte tedavi edici etkisinin degerlendirilmesi

Hidrojen peroksit uygulamasindan 4 saat sonra memantin, kafeik asit ve memantin ile birlikte
kafeik asit U-118 MG hiicrelerinde uygulandi. Ilag gurplari, hidrojen peroksit grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamasia karsin kafeik asidin
10uM konsantrasyonunda %4.31 ve kombine gruplarda 0.1 pM, 1 uM ve 10uM
konsantrasyonlarinda %5.17, %6.03 ve %6.03 kadar hidrojen peroksit ile olusturulan hiicresel

hasara kars1 koruyucu etki goriilmektedir (Tablo 4.5, Sekil 4.5).

Tablo 4.5 Oksidatif hasar olusum sonras1t memantin ile kafeik asidin birlikte uygulamasinin

hiicre canliligina etkisinin istatiksel degerlendirmesi

H20: Uygulamasindan 4 Saat Sonra Memantin ile Kafeik Asidin Birlikte
Uygulanmasi

Grup Ortalama SS p
Kontrol 0.355 0.003
200 uM H20» 0.116 0.001
10 uM Memantin 0.118 0.002
0,1 uM Kafeik asit 0.121 0.004

<0,001

1 uM Kafeik Asit 0.121 0.002
10 uM Kafeik asit 0.121 0.007
10 uM Memantin + 0,1 pM Kafeik asit 0.122 0.006
10 uM Memantin +1 pM Kafeik asit 0.123 0.006
10 pM Memantin +10 uM Kafeik asit 0.123 0.007

Kontrol ile H2O> grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmektedir.
(P<0.001). H202 gruplar1 ile memantin, kafeik asit ve memantin ile birlikte kafeik asit gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0.05). *Gruplar arasindaki
anlamli farklilik p: olasilik degeri.
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Sekil 4.5 U-118 MG hiicrelerinde oksidatif hasar olusum sonrast memantin ile kafeik asidin
birlikte uygulamasinin hiicre canlilig1 tizerindeki tedavi edici etkisi
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S. TARTISMA

Bu tez ¢aligmasinda N-methyl-D-aspartate (NMDA) reseptor antagonisti memantinin, U-118
MG glioblastoma hiicre hattinda oksidatif hasar olusturulmadan ve olusturduktan sonra tek
basina ve noroprotektif 6zelligi olan kafeik asit ile birlikte kullanilmasinin hiicre canliligi
lizerine olan etkilerinin arastirilmasi amaclanmistir. Memantin, orta ve ileri asamadaki
Alzheimer hastaliginda plaseboya gore kognisyon ve fonksiyonu gelistirdigi gosterilen bir
NMDA reseptor antagonistidir. Genellikle demansta kognitif ve fonksiyonel performansi
iyilestiren ajanlarin davranigsal etkileri vardir. Winblad-Poritis ve diger arastirmacilar
tarafindan yliriitiilen iki randomize plasebo kontrollii ¢alismada, memantinin Alzheimer
hastaliginin ilerlemesini yavaslatmada orta derecede etkili oldugu gosterilmistir (287).
Memantin, ¢esitli in vitro (hiicre kiiltlirli) ve in vivo (canli organizma) model sistemlerinde
norokoruyucu etkiler sergilemektedir. Bu baglamda, memantin NMDA ve glutamat tarafindan
tetiklenen hiicre Oliimiini, kiiltiire edilmis sigan retinal gangliyon, serebellar, kortikal,
mezensefalik ve hipokampal noronlarda basariyla engellemistir (289,290, 291). Ancak kainat
veya alfa-amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoksozol asetonitril (AMPA) reseptor aktivasyonu
tarafindan tetiklenen hiicre hasarina kars1 koruyucu etkisi gozlenmemistir (292). Doku kiiltiirii
deneylerinde ise memantin, tau proteini hiperfosforilasyonunu azaltmis ve amiloid 6ncii protein
isleme siirecini amiloidojenik olmayan bir yol araciligiyla artirmistir (293,294). Tariot-Farlow
ve diger arastirmacilar tarafindan yapilan bir ¢alismada, orta ila siddetli Alzheimer hastaligina
sahip bireylerde memantin ve donepezil kombinasyonunun degerlendirildigi ve bu
kombinasyon tedavisinin hem biligsel hem de davranigsal etkinlik 6nlemlerinde daha fazla
semptomatik iyilesmeye yol actigr bildirilmistir (288). Miguel-Hidalgo ve arkadaslar
Alzheimer hastaliginin in vivo modellerinde yapilan ¢aligmalarda, memantin si¢anlarin
hipokampusuna 40 amino asitlik f-amiloid peptidi enjekte edilmesi sonucu olusan ndron hiicre
kaybini azaltmis ve yasa bagl hizlandirilmis amiloid birikimi ve hafiza bozuklugu gosteren
transgenik farelerde Morris su labirenti performansini iyilestirdigini gostermistir (295,296).
Fischer ve arkadaglarinin yaptig1 c¢alismada, memantin TG2576 transgenik fare
hipokampuslarinda A plak yiginlarini azalttig1 ve sinaptik yogunlugu artirdigina dair raporlar
mevcuttur (297). Bu tez calismamizda elde ettigimiz, Memantinin U-118 MG hiicrelerinde
hidrojen peroksit ile oksidatif hasar Oncesi ve hasar sonrast 10 uM konsantrasyonda
uygulandiginda hiicre canliligi tizerine olumlu etki olusturmasi yukardaki ¢alismalarla uyumlu
gorinmemektedir. Calismamizda memantinin diisitk noroprotektif etki olusturmasi

kullandigimiz in-vitro hiicre modeli ve sectigimiz konsantrasyonla iliskili olabilir.
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Kafeik asit ayrica viicutta serbest radikallerin etkisiyle olusan oksidatif stresi azaltabilen bir
antioksidandir. Kafeik asidin ndronlari in vitro ve in vivo kosullarda oksidatif strese ve -
amiloid birikmesine kars1 korudugu deneysel olarak gosterilmistir (298). Tesfahuneygn ve ark.
yaptiklar1 ¢alismada, kafeik asidin AP proteinlerinin liretimini baskilayarak ve adenozin
reseptOr antagonisti olarak ndronlar1 eksitotoksisiteden koruyarak oksidatif stresi azalttigini ve
ayrica Parkinson hastaliginda striatal dopamin seviyelerinin ve dopamin tasiyict baglanma
bolgelerinin kaybini azaltict aktivite gosterdigini bildirmislerdir. Mehrotra ve ark. yaptiklari
caligmada, kafeik asidin farelerde ve si¢anlarda miyeloperoksidaz, malondialdehit ve nitrit
olusumunu inhibe ettigini bildirmislerdir (299). Taram ve ark. tarafindan FeSO4 ve sodyum
nitroprussid (SNP) ile yaptiklar1 ¢aligmada, kafeik asidin, glutamat/glicin tarafindan neden
olunan norotoksisiteye karsi belirgin koruma sagladigi bildirilmistir. Ayrica bu sonuglar kafeik
asidin néronlarda glutamatin neden oldugu intraselliiler Ca** girisinin inhibisyonu ve buna
bagli olarak ROS olusumunun azalmasi ile eslik ettigini gostermektedir (300). Kafeik asit,
glutamat tarafindan indiiklenen kaspaz aktivasyonunu baskilayarak anti-apoptotik 6zellikler
sergilemektedir. Ayrica, Colin-Gonzélez ve arkadaglar1 yaptiklart ¢alismada, PC12
hiicrelerinde NMDA tarafindan indiiklenen erken ve gecikmis yaralanmalar1 inhibe ederek (5-
LOX aktivasyonunu inhibe ederek) sican beyin homojenlerindeki kinolik asidin neden oldugu
oksidatif stresi ve sigan striatal dilimlerindeki kinolik asidin neden oldugu oksidatif stresi
tyilestirdigi gosterilmistir (301,302). Omar ve ekibinin yaptig1 calismada, kafeik asidin PC12
hiicrelerinde AP tarafindan neden olunan norotoksisiteyi iyilestirdigi gosterilmistir (303). Bu
etki kalsiyum girisinin inhibisyonu ve tau fosforilasyonunun azaltilmasi ile birlikte ortaya
cikmistir (304). Deshmukh ve arkadaslarinin yaptiklar1 calismada da benzer sonuglar elde
edilmistir. Kafeik asidin streptozotosin ile indiiklenen norokognitif bozukluklar: 1yilestirdigi
bildirilmistir. Nesnel tanima gorevinde mekansal olmayan bellek performansini iyilestirip ve
Morris su labirenti testinde mekansal bellek performansini artirmigtir. Ayrica, streptozotosin
ile indiiklenen oksidatif stresi hafifletip ve AChE aktivitesinde doza bagl bir azalma saglamistir
(305). Ayn1 zamanda AB1-40 ile indiiklenen norotoksisitede beyin AChE aktivitesinin azaldigi
gdzlemlenmistir. Ilging bir sekilde kafeik asit ile yapilan 30 giinliik bir tedavi deneyimli
olmayan si¢anlarda 6grenme ve bellek yeteneklerini iyilestirdigi ve serebral korteks ve
striatumdaki AChE aktivitesini onemli 6l¢iide inhibe etmistir. Ancak hipokampus, hipotalamus
ve ponsdaki AChE aktivitesini artirmistir. Bununla birlikte kafeik asidin muhtemel anti-AChE
aktivitesi lizerine yapilan in vitro ¢alismalardan elde edilen veriler tutarsiz olmustur (306).
Kafeik asidin, Kaspaz 3 immiinoaktivitesini azalttigini, NF-kBp65 asir1 ekspresyonunu

diistirdiigiinii, beyin MDA diizeyini azalttigin1 ve SOD aktivitesini artirdigini1 belirtmek
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onemlidir. Bu bulgular, kafeik asidin inflamasyonu ve oksidatif stresi hafifletebilecegini
gostermektedir (307). Wang ve arkadaslar1 yaptiklart ¢alismada, kafeik asidin Alzheimer
hastaliginin in vivo modelinde AB1-40 tarafindan neden olan 6grenme ve bellek bozukluklarini
hafiflettigi ve sigcanlarda beyin hasarin1 azalttigt gozlemlenmistir. Bu etkinin AChE
aktivitesinin inhibe edilmesi ve oksidatif stresin azaltilmasi ile iliskili olabilecegini
sOylemislerdir (308). Calismamizda, kafeik asidin oksidatif stres hasar Oncesi veya sonrasi
uygulandiginda gosterdigi hiicre canliligl {izerine olan olumlu etkileri yukardaki calisma

sonuglar1 ile benzer goziikmektedir.

Sonu¢ olarak memantin ve kafeik asit ile birlikte uygulandiginda, konsantrasyona bagimli
olmadan siirli diizeyde olsa da ndroprotektif etki olusturmustur. Bu elde edilen in-vitro
sonuclar memantin ve kafeik asit kombinasyonun ndrodejeneratif hayvan modellerinde

denenmesi i¢in yeterli olacagini diistinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Bulgularimiza gore in-vitro sartlar altinda memantinin, kafeik asit ile birlikte kullanilmasinin
oksidatif stresin neden oldugu hiicresel hasara karsi1 koruyucu oldugu, memantinin klinik olarak
tek basina kullanilmasinin yararina gore kafeik asit ile birlikte kullanilmasinin Alzheimer gibi

norodejenaratif hastaliklarda daha etkili sonuglari olabilecegi kanatine varilmigtir.
Calismamizdan c¢ikarilabilecek sonuglar;

s Kafeik asit diyet takviyesi olarak kullanildigi ic¢in kafeik asidinin norodejenaratif
hastaliklarin 6nlenmesi ve ilerlemesine karsi bir potansiyeli oldugunu diisiinmekteyiz.
Yaptigimiz bu tez calismasi, kafeik asidinin molekiiler ve farmakolojik 6zelliklerini

gelestirmek i¢in daha fazla klinik 6ncesi ¢alismalarin yapilmasina isik tutabilir.

% Memantinin, kafeik asit ile birlikte deneysel kullanilmasi, oksidatif stres kaynakli hiicresel
hasara kars1 az da olsa noroprotektif etki gostermesine neden olmustur. Elde edilen in-vitro
sonuclar memantin ve kafeik asit kombinasyonun ndrodejeneratif hayvan modellerinde

denenmesi i¢in yeterli olabilir.
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