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Alzheimer hastalig1, hafizay1 ve diisiinme becerilerini ve nihayetinde en basit gorevleri yerine
getirme yetenegini yavas yavas yok eden norodejeneratif bir hastahiktir. Bu calismamizda, Insan
noroblastoma hiicre hatti (SH-SY5Y) retinoik asit uygulanmasiyla néron benzeri hicrelere
donistiiriilmiistiir. Doniisen hiicreler Alzheimer benzeri ortam olusturmak amaci ile H20; genis doz
araliklariyla uygulandi (0-200 uM) ve H2O2nin IC50 degeri MTT canlilik testiyle analiz edilmistir. Sonug
olarak elde edilen IC50 degeri kiiltiirlere uygulanarak aday molekiillerin koruyucu etkileri incelendi.
Sitotoksik ¢alismalar1 gergeklestirilmis olan 9 adet sodyum/potasyum bazli bilesiklerden Sodyum Hidrojen
Fosfat, Sodyum Sitrat Tirbazik Dihidrat, Sodyum Hidrojen Karbonat, Sodyum Fosfat Dibazik ve Potasyum
Tartarat molekiillerinin belirli dozlarda toksisiteye neden olmadigi bu ylizden néron koruyucu 6zellikleri
Alzheimer hastaligi modellinde denenebilecegi belirlendi. Yapilan ¢aligma sonucunda. Bu molekiiller
arasinda sodyum hidrojen fosfat, sodyum hidrojen karbonat, sodyum sitrat tribazik dihidrat ve potasyum
tartarat molekdllerinin pg/ml konsantrasyon seviyesinde de hiicre canliligint H,O, uygulanmasina kiyasla
onemli seviyelerde arttirdig1 tespit edilmistir. Ardinda hiicre hattindaki toksisitenin yol agtig1 apoptoz
/nekrozlar belirlemek amaciyla Annexin-V/PI incelemesi flov sitometri yontemi kullanilmigtir. Hiicre
hattinda ki apoptoz ve ¢ekirdek integritisi, Hoechst 33258 floresan boyama metodu kullanilarak mikroskop
altinda incelenmistir. Son olarak, secilen sodyum ve potasyumlu bilesiklerin asetilkolinesteraz (AChE)
aktivitesi, toplam antioksidan kapasite (TAK) ve toplam oksidatif durum (TOD) seviyeleri {izerine olan
etkileri belirlenmistir. Sonuglara gore, se¢ilen bilesiklerin kastrasyonlarinin H,O; karist koruyucu etkileri
hiicre canlilik testleriyle gosterilmisidir. Secilen bilesiklerin hiicrelerde gergeklesen nekroz oliimlerinde
onemli dlcilide diislise neden oldugu flov sitometri sonuglariyla gdsterilmistir. Yapilan ¢alismalar 1s181nda
secilen bilesiklerin uygulamalarinin AchE aktivitesinde ve TOD seviyesinde azalmaya ve TAK seviyesinde
atiga neden oldugu gozlenmistir. Bulgularimiz, segilen bilesiklerin anti-Alzheimer aktivitesini ortaya
koymustur.

2023, 68 Sayfa
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Ph.D

IN VITRO EVALUATION OF NEUROPROTECTIVE EFFECTS OF SODIUM
AND POTASSIUM COMPOUNDS AGAINST ALZHEIMER MODEL
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Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Mehmet Enes ARSLAN

Alzheimer’s Disease, which is one of the most common causes of dementia, is a neurodegenerative
disease that gradually destroys memory and thinking skills. Our study, the human neuroblastoma cell line
was transformed into mature neuron-like structures by application of retinoic acid. Transformed cells were
administered with H,O; at specified dose intervals (0-200 uM) to stimulate an AD-like environment and
the 1C50 value of H,O, was determined by using MTT viability test. It was determined that under specific
doses of citrate tirbasic dihydrate, sodium hydrogen carbonate, sodium phosphate dibasic and potassium
tartrate molecules did not cause toxicity, so their neuroprotective properties could be tested in AD model.
Among these molecules were found to significantly increase cell viability at pg/ml concentration levels
compared to H20- application. Flow cytometry method was used to observe apoptosis/necrosis caused by
H20- toxicity. Cell death mechanisms and cellular nuclear integrities were examined using Hoechst 33258
fluorescent staining method under a light microscope. The effects of selected sodium and potassium
compounds on AcHE, TAS and TOS level are investigated. The protective effects of the castrations of the
selected compounds against H,O, were demonstrated by MTT tests. Flow cytometry results showed that
the selected compounds significantly reduced the necrotic cell deaths. It has been shown that the
applications of the selected compounds cause a significant decrease in AChE activity and TOS level, and
an increase in TAS level. In the light of our findings, candidate molecules from sodium and potassium-

based molecules exhibited neuroprotective effect on the experimental AD model.
2023, 68 page

Keywords: Alzheimer's Disease, Cytotoxicity, Necrosis, Neuroprotective effect
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1. GIRIS

1. GIRIS

1.1. Alzheimer Hastah@ Tarihcesi

Alzheimer Hastalig1 yaklagik 100 yildan 6nce tanimlandi fakat demansin en
yaygin nedeni ve énemli 6liim nedenlerinden biri oldugu 70 yildir bilinmektedir. Alois
Alzheimer, 1901 yilinda Deter adinda 51 yasinda davranig problemleri ve unutkanligi
olan bir hastanin tedavisini tstlenmistir. Kadin hastada; sanrilar, siddetli hafiza kaybz,
yonelim bozuklugu, dil eksiklikleri ve davranmis bozukluklari semptomlari nedeniyle
Frankfurt'ta hastaneye kaldirilir. Auguste Deter’in 6liimiinden sonra hastanin beyninde
yapmis oldugu otopside atrofik bir beyin goriildiigiinii, mikroskobik beyin incelemesinde
ise noron kaybina esik eden senil plaklar, norofibriler yumaklarin varligini bildirmistir
(Stelzmann et al. 1995). AH Oskar Fischer, Francesco Bonfiglio ve Graetano Perusini
tarafindan tanimlanmustir (Lage 2006). Alois Alzheimer ilk olarak tanimlanan bir
hastaligin vakasi1 yayimladi ve bunu "presenile dementia" (presenil demans) olarak
adlandirdr; bu hastalik daha sonra 1910 yilinda Emil Kraepelin psikiyatri kitabinda ilk

defa Alzheimer hastalig1 olarak isimlendirildi.

Sekil 1.1. Alois Alzheimer tarafindan 1911 yilinda ¢izilen erken ve ge¢ donem
norofibriler yumaklar.(Stelzmann et al. 1995).

Elektron mikroskobunun kesfiyle 1960’11 yillarda Alzheimer’in belirttigi NFY’ler
ve plaklar goriintiilendikten sonra bu konuda g¢alismalar artmistir. 1960’11 yillarin
sonlarina kadar AH demansa bagli bir hastalik olarak diisiilmekteydi daha sonra el yapilan

calismalarda SP, NFT ve biligsel zayiflama arasinda baglant1 oldugu gosterilmistir (Lage
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2006). Yapilan diger ¢alismalarda AH demanstan farkli oldugunu ve bu hastaligin kalitsal
cesitlerinde tanimlanamayan mutasyonlarin bulundugu gostermislerdir (Tanzi et al.
1996). AH tanmimlandiktan sonra 50 yil boyunca patolojik degisiklerle ilgili biiyiik bir
gelisme olmadi fakat; elektron mikroskobunun kesfiyle 1960’11 yillarda NFY ve SP’lerin
goriintiilenmesiyle AH olan ilgi ve ¢alismalar artmistir (Berchtold and Cotman 1998).
1976 yilina gelindiginde Robert Katzman’in epidemiyolojik verilere bakarak senil ve
presenil AH histopatolojik olarak benzer oldugunu gosteren ¢alismasinda ayni zamanda
bu c¢alismada AH’nin yaglhlar i¢cim 6liim nedenleri arasinda dordiincii sirada oldugunu
Oner siirmesiyle AH bakis a¢is1 degismistir. AH demansin nadir goriilen tiirii olmaktan
cikarmig biiylik bir saglik sorunu oldugunu olarak kabul gordii ve AH arastirmak
amactyla Ulusal Alzheimer Hastaligi Aragtirma Merkezleri kuruldu (Boller and Forette
1989).

1.2. Alzheimer Hastahg

Demans, bireylerin giinliikk faaliyetlerini gerceklestirme yetenegini etkileyen;
hafiza, dil, problem ¢6zme ve diger biligsel becerilerdeki diisiis ile karakterize edilen bir
rahatsizliktir. Alzheimer hastaligi, genellikle hafif biligsel bozukluk ile baslayan ve yavas
yavas daha siddetli hale gelip kisiyi fonksiyon goéremez hale getiren demans ile
karakterize edilen hastaliktir. Diger goriilen sik bulgular arasinda konfilizyon, zayif
muhakeme, dil zorluklari, gorsel sikayetler, ajitasyon, ice kapanma ve hallsinasyonlar
bulunmaktadir (Bekris et al. 2010). Yapilan ¢aligmalarin 1s1ginda AH’nin bir¢ok risk
faktoriine bagh olarak ortaya ¢ikabilecegini belirtmektedir. AH i¢in en 6nemli bireysel
bir risk faktorii yastir, ortalama yas Omriiniin uzamasiyla birlikte AH insidans1 da
artmistir. AH artmasi ile AH hastaligina bagl bakim ve tedavi maliyetleri de artmistir.
Alzheimer hastalig1, ndron ve sinaps kaybina neden olan, biligsel islev kaybinin yan1 sira
beyin dokusunda AP plaklarin ve NFY yumaklarin olusumu bunlarin patolojik
birikimleriyle karakterize edilen ndrodejeneraitif bir hastaliktir (Lashley et al. 2018;
Halawany et al. 2017).



Sekil 1.2. (A) Alzheimer hastaliginin iki ayirt edici 6zelligi, AD beynindeki amiloid
plaklar (ok bas1) ve norofibriler yumaklar (oklar) (Nixon et al. 2005).

1.3. Alzheimer Hastaliginin Epidemiyolojisi

Glinlimiizde 65 yas listii 9 kisiden bir tanesi AH iken 85 yas iistii kisiler de bu oran
her 3 kisiden biri AH ile miicadele etmektedir. Yaslanma AH i¢in en 6nemli risk faktorii
olarak bildirilse de erken yaslarda baslayan AH vakalar1 tim vakalarin %5 ‘ini temsil
etmektedir. 60 yas alt1 vakalarda erken baslangi¢cli AH olarak bildirilmektedir. Demans
vakalarmin yarisindan fazlasint AH vakalar1 olusturuldugu disiiniiliirse AH’nin
dogrudan ve dolayli olarak toplumun geneli iizerinde ciddi maliyet olusturmaktadir.
Uluslararas1 Alzheimer Hastaligi Dernegi’nin 2018 yilinda yayinladigi rapora gore;
diinya tizerinde yaklasik 50 milyon Alzheimer hastasi eger tedavi ve dnleme konusunda
biiyiik bir gelisme olmazsa 2030 yilinda 82 milyona, 2050°de 152 milyona ylikselmesi
beklenmektedir (Anonymous 2018). Ulkemiz deki durum ise; TUIK ’in agikladig1 6lim
ve Oliim nedeni istatistiklerine gore, Alzheimer hastaligindan hayatin1 kaybeden yaslilarin
sayisi, 2015 yilinda 12 bin 59 iken 2019 yilinda 13 bin 498'e yiikseldi. Alzheimer
hastaligindan 6len yaglilarin oran1 2015 yilinda %4,3 iken bu oran 2019 yilinda da
degismedigi gozlemlenmistir. Alzheimer hastaligindan 6len yaslilarin orani cinsiyete
gore incelendiginde, erkeklerde azalis, kadinlarda artis oldugu goriildi. Alzheimer
hastaligindan 6len yaslilarin oran1 2015 yilinda erkeklerde %3.4, kadinlarda %5,2 iken
bu oranlar 2019 yilinda erkeklerde %3,2'ye diiserken, kadinlarda %5,4'e yikseldi
(Anonim 2015).
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1.4. Alzheimer Hastah@mn Histoptolojisi

AH’nin histoplatolojisinde 6nemli rol oynayan beyinde amigdala, hipokampus ve
neokortekste SP ve nérofibriler yumak (NFY) olusumu, sinaps, noron kayb1 ve beyinde
belirgin bir atrofi de sik gbzlenen bulgular arasindadir. Patolojik olarak AH, kolinerjik
néron kaybi, APP’nin anormal isenmesine dayali olarak AP proteininin hiicre dis1
birikimi, hiperfosforile tau proteinin hiicre i¢ci NFY olusumu, glikoz kaybi ile
karakterizedir. Buna ek olarak; hiicre dist Ap’nin birikmesi ve NFY’lerin hiicre igi
birikmesi bagli oksidatif stres, eksitotoksisite, noroinflamasyon ve ndrotransmiter

eksikliklerinde 6nemli rol oynamaktadir (Kumar et al. 2018).

1.4.1. Amiloid plak olusumu

Amiloid 6nci proteini (APP), bircok dokuda eksprese edilen ve Alzheimer
hastaliginin patogenizde merkezi bir rol oynayan néronlarin sinapslarinda eksprese edilen
biitiinleyici bir zar proteinidir. Transmembran proteini olan APP, biiylik bir hiicre dis1
glikosile edilmis N-terminali ve daha kisa bir sitoplazmik C-terminali kisimlarindan
olusur (Coulson et al. 2000). APP, hiicre yiizey reseptor gorevi sinaps olusumu néral
plastisite, anti mikrobiyal aktivite ve demir tasinmasinin diizenlenmesinde rol
oynar(Duce et al. 2010). APP 37 ila 49 amino asit kalintis1 peptit iiretmek icin f-
sekretazlar ve y-sekretazlar tarafindan kesilen bilinen en iyi dncii molekiildiir. Insan
APP'si iki alternatif yolla iglenebilir: amiloidojenik ve amiloidojenik olmayan yol (Nunan
and Small 2000). APP ilk 6nce a-sekretaz (namiloidojenik olmayan yol) veya p-sekretaz
(amiloidojenik yol) tarafindan béliinerek membrana bagh o- veya B-C terminal
fragmanlart (CTF'ler) olusturur. APP'nin a-sekretaz tarafindan boliinmesi, hiicre
yilizeyinden sAPPa'y1 serbest birakir ve 83 amino asitli bir C-terminal APP fragmani
(C83) birakir. sAPPa iiretimi, elektriksel aktiviteye ve muskarinik asetilkolin
reseptorlerinin aktivasyonuna yanit olarak artar, bu da ndronal aktivitenin APPnin a-
sekretaz boliinmesini arttirdigini gosterir (Haass et al. 1995). Daha sonraki siireglerde y-
sekretaz tarafindan a- ve B CTF'lerin intramembran boliinmesiyle beraber sirasiyla P3 (3
kDa) ve AP (4 kDa) peptitlerini serbest birakir (Iwatsubo 2004). APP'nin amiloidojenik

islenmesi, AB'nin N ve C uglarinda - ve y-sekretaz tarafindan ardisik boliinmeleri igerir.
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Sekil 1.3. Amiloid Prekiirsor protein (APP)’nin proteolitik kesimi (Yuan et al. 2013)

APP B-sekretaz tarafindan kesilerek 99 aminoasit C-termial (C99) fragment olusur
ilerleyen siireglerde y-sekretaz ¢oklu kesim yaparak 43,45,46,48,49 ,51 amino asitli
fragmentler oluturmaya devam eder ve finalde Ap formlar1 olan AB40 ve 42 amino asitli
AP42 birikmeye baglar (Takami et al. 2009). C99'un y-sekretaz tarafindan boliinmesi,
cekirdege yer degistirebilen APP’ni hiicre i¢i alanini serbest birakir ve 6zellikle apoptotik
genlerin indiiklenmesi dahil olmak {izere gen ekspresyonunu diizenleyebildigi yerlerde.
APP/C99'un kaspazlar tarafindan boliinmesi, nérotoksik bir peptit tiretmektedir (Lu et al.
2000). B bolgesi APP pargalama enzimi noronlarda bol miktarda bulunur ve beyindeki

amiloidojenik isleme yolunu hizlandirir ve néronal sagkalimi bozar.

1.4.2. Norofibril yumaklar

Fizyolojik formunda mikrotiibiil ile iligkisi olan tau proteini, ndral hiicre iskleteini
stabilize ederek mikrotiibiillerin hiicre i¢i birlesmesini destekler (Hanger et al. 2014)
insan tau proteini ikincil yaptya sahip olan katlanmamus bir proteindir. insan tau proteinin
alt1 izoformu, Ui¢ veya dort mikrotuibul baglama alani tekrari ile tanimlanan alternatif RNA
birlestirme yoluyla ortaya ¢ikar (Andreadis 2005). Tau proteini agirlikli olarak beyindeki
ndronlarda bulunur, ancak daha diisiik glia seviyelerinde de ifade edilebilir. Tau proteinin
translasyon sonrasi modifikasyonlar1 ve protein kinazlar tarafindan fosforillemesi

glikojen sentaz kinaz 3 de dahil olmak Uzere, tau’nun hem fonksiyonunu hem de
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stabilitesini etkileyen kritik bir araci olarak hareket ettigi gosterilmistir (Teravskis et al.
2020). Fizyolojik kosullar altinda, tau'nun fosforilasyonu, kinesin ve dinein motorlari ile
rekabet halinde mikrotiibiillere baglanmasini modiile eder, boylece hiicresel kargolarin
sirasiyla ileri ve geri tasinmasini diizenler (Bodea et al. 2016). Patofizyolojik kosullar
altinda tau’nun hiperfosforilasyonu Alzheimer hastaligi dahil olmak {iizerek diger
norodejenerik hastaliklar1  kapsayan taupatiler tanimlanmistir. Patolojik olarak
tauopatiler, tau'nun anormal hiperfosforilasyonu ve bunlarin bozukluklarin beyin lezyonu
ile ayirt edici 6zelligini temsil eden, ¢ift sarmal filamentlerin baskin ¢dziinmeyen toksik
tirlerine ve NFY'lere agregasyonu ile karakterize edilir (Alonso et al. 1996). AH sirasinda
taunun hiperfosforilasyonu, ayni yasta hasta olmayan bireylere gore yaklasik sekiz kat
daha fazladir. Tau proteinin hiperfosforilasyonu mikrotiibiil baglama 6zelligine miidahale
eder ve agrega olusturma egilimindedir. NFY'lerin toplanma miktar1 ve dagilim
modelinin, hastalik siddeti ve biligsel gerileme siiresi ile dogrudan iliskili oldugu bulundu
(Serrano-Pozo et al. 2011). Yapilan caligmalara ragmen tau aracili ndrodejenarasyonu
harekete geciren molekiiler yolaklar hala belirli degildir. Yapilan ¢alismalarin 15181nda,
fosforilasyonun ve daha az derecede glikosilasyonun, tau'nun fizyolojik islevlerinin
diizenlenmesi i¢in ¢ok Onemli oldugunu ve anormal hiperfosforilasyonun hiicresel
lokalizasyon modelini ve MT'lere baglanma yetenegini bozdugunu ve sonug olarak tau

agregasyon surecini besledigini bulmustur (Brion et al. 1993).

Saghkhk Insan
Bevni

Alzheimer Hastas Naorofibriler
Beyni PSR Yumaklar

Tau protein
iphiklen

Sekil 1.4. Norofibril yumak olusumu (Barron et al. 2017)
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AH sirasinda tau proteini mikrotiibiillerden ayrilir ve sitoplazmada birikir ve daha
sonra noronal hiicre govdelerinde filamentli inkliizyonlarin olusumuna yol acar (Cripps
et al. 2006). Filamentli tau inkliizyonlar1 néronal ve gliyalde birikir beyin hiicreleri ve
norotoksisiteye neden olur (Lee and Leugers, 2012; Lee et al. 2001). Norofibriler
lezyonlar, esas olarak anormal derecede hiperfosforile edilmis tau'dan olusan PHF'ler ve
diiz filamentler tarafindan olusturulur (Lee et al. 2001). Periyodikligi 60-80 nm ve
genisligi 8 ila 20 nm arasinda degisen iki protofilament biikiimii PHF'leri olusturur, ancak
bu sarmal periyodiklik diiz filamentlerde yoktur. Tau agregasyonu sireci, fonksiyonel
taumonomerden hastaliga spesifik tau filamentleri olusturmak i¢in dort temel adimi
iceren cekirdeklenme-uzama modelini takip eder (Congdon et al. 2008). Tau'nun
kiimelemeyi baslatmak ve kiimeleme yetkin bir yapiy1 benimsemek i¢in minimum bir
konsantrasyona ihtiyaci vardir. Bu nedenle, mikromolar alt1 protein konsantrasyonlarinda
normal fizyolojik kosullar altinda, tau monomerleri agrega olusumuna direnir. Toplama
yetkin konformasyonlar elde edildiginde, tau dimerlerinin olusumu baslar.Bu
cekirdeklenme asamasi hiz sinirlayicidir ve fizyolojik tau konsantrasyonlarinda enerjik
olarak tercih edilmez . Son adim, tau monomerlerinin sonradan olusan filament uglarina

eklendigi filament uzamasidir (Bergen et al. 2000).

1.5. Alzheimer Hastah@inda Risk Faktorleri

15.1. Yas

Bir¢cok epidemiyolojik calisma, yas, cinsiyet, itk ve sosyal sif gibi ¢esitli
demografik faktorler arasinda yasin bilissel gerileme ve AH i¢in en Onemli risk
faktdrlerinden biri oldugu konusunda hemfikirdir (Herrup 2010). Ilerleyen yasla birlikte,
AH prevalans1 75-84 yasindaki bireylerde tahmini olarak %19'a, 85 yasindan biiyiiklerde
ise %30-35" hatta %50'ye yukselir (Ferri et al. 2005).

1.5.2. Genetik

AH ilk semptomlarina goére bagslama yasina gore simiflandirilabilir. Erken
baslangiclt Ah, 65 yasin altindaki bireyleri etkiler ve AH vakalarinin yaklasik %4-6'sin1

olustururken, ge¢ baslangicli AH 65 yas ve lizerindeki bireyleri etkiler. Semptomlarin
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baslangi¢ yasmin yani sira, AH erken ve gec¢ formlar1 diger klinik, ndropsikolojik,
noropatolojik ve norogorintileme degiskenlerinde farklilik gosterir (Mendez 2017).
Erken AH genellikle APP, PSEN1 ve PSEN2 genlerindeki mutasyonlar nedeniyle
olusurken, ge¢c form AH esas olarak APOE genindeki bir polimorfizm ile iligkilidir.
Ozellikle €4 alelinin varlig1 ile iliskilendirilmektedir (Cacace et al. 2016). APP geninde
30’dan fazla baskin mutasyon bulunmus ve erken baslangigli otozomal dominant AH
vakalarinin yaklagik %15' ile iligkilidir. PSEN1 genindeki mutasyonlar, erken baglangich
AH vakalarinin %80' ile iliskiliyken, vakalarin %5't PSEN2 mutasyonlart ile iligkilidir
(Calero 2015). APP gen mutasyonlarinin ¢ogu ve ayrica PSEN1 mutasyonlari, ya AB42
artan ekspresyonu, AB40'in azalmasi veya her ikisi ile AB42:AB40 oraninda bir artisa yol
acar. Regililasyonun bozulmasi beyin dokusunda amiloidojenik kaskadini1 destekleyen
erken AP birikimini destekler (Bekris et al. 2010). Apolipoprotein E (ApoE), 19.
kromozomda yer alan APOE geni tarafindan kodlanan lipid metabolizmasinda yer alan
bir proteindir. AH €4 aleli, gec baslangicli AH i¢in ana risk faktoriidiir. Heterozigotlukta
e4'lin varhigt AH gelisme riskini 3 kat artirirken, homozigozda risk 12 kat artar. Tersine,
€2 alelinin varligi1 AH gelistirme riskini azaltir (Mahley 2016). Yapilan bazi ¢alismalarda
mekanizmalar 6nerilmis olmasina ragmen apoE arasindaki iliskinin nedenleri heniiz tam
olarak anlagilamamistir. Bu ¢aligmalar arasinda, bazilari apoE'min A peptidine
baglanabildigini gostermektedir. ApoE4 izoformu, fibrillerde polimerizasyonunu ve
birikmesini tesvik eden A} peptidine baglanirken, apoE2 ve apoE3 formlari, bu peptidin
temizlenmesini tesvik etmede daha etkilidir ve beyin dokusunda birikmesini azaltir (Kim
etal. 2009). Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda, miyeloid hicreler 2 (TREM2) geninde
eksprese edilen tetikleyici reseptordeki nadir degisikliklerin, AH gelisimi i¢in risk oranini
%2,9 artirdig1 gozlemlendi (Jonsson et al. 2013). Gen, 6p21 kromozomu (zerinde
bulunur ve TREM2 proteini, merkezi sinir sisteminin fagositik hiicreleri olan mikroglia
ylizeyinde yiiksek oranda eksprese edilmis bir reseptordiir ve merkezi sinir sisteminde
fagositik ve inflamatuar yanitlar1 modiile etme islevine sahiptir (Jiang et al. 2018).
Gendeki eksikligin AH i¢in risk oranini arttirdig1 patofizyolojik mekanizmanin hala daha

1yi acikliga kavusturulmasi gerekmektedir.
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1.5.3. Serebrovaskuler hastahklar

Serebrovaskiiler hastaliklar ve AH, siklikla ortiisen birgok risk faktoriinii paylasir.
Hemorajik enfarktlar, kuclk ve buytk iskemik kortikal enfarktlar, vaskilopatiler ve
serebral beyaz cevherdeki degisiklikler gibi serebrovaskiiler degisikliklerin demans
riskini arttirdigi bilinmektedir.2015 yilinda Liu ve arkadaslarina gore noropatolojik
bulgular, demansli bireylerin %6 ila 47'sinde eszamanli serebrovaskiiler hastalik
olusumuna sahip oldugunu géstermektedir (Liu et al. 2015). AH’nin “¢ift vurus” teorisine
gore, vaskuler risk faktorleri kan-beyin bariyerinde islev bozukluguna ve beyin kan
akiminda azalmaya, bolgeye kan akiminin azalmasina (oligoemi) yol agar. Bu olay
amiloidojenik olmayan ve amiloidojenik yolaklarla nronal hasara yol agar. Ilk olarak,
kan beyin bariyerinin islev bozuklugu oligoemiye ve ndrotoksik molekiillerin birikmesine
ve coklu fokal iskemik enfarktiislerin ortaya ¢ikmasi ile iliskili olaylara, hipoksiden

kaynaklanan mikro yaralanmalara neden olarak ndronal hasara yol agar (Zlokovic 2011).

1.5.4. Tip 2 diyabet

Epidemiyolojik ¢aligmalar, tip 2 diyabet mellitus ile artan AH olma riski arasinda
net bir iligski oldugunu gostermistir. Bu iliski i¢in ¢esitli mekanizmalar 6nerilmektedir,
instilin direnci ve insiilin eksikligi, bozulmus insiilin reseptorii, hipergliseminin
toksisitesi, gelismis glikasyon son iiriinlerinden kaynaklanan yan etkiler, serebrovaskdiler
hasar, vaskiiler inflamasyon ve digerleri (Li et al. 2015) insiilin direnci veya eksikligi,
NFT olusumuna yol agan tau proteininin hiperfosforilasyonunu indiikleyebilir. Insiilin ve
insiilin benzeri biiyiime faktorii, insiilin reseptoriine baglanarak onun otofosforilasyonuna
ve aktivasyonuna yol acar. Bu reseptoriin aktivasyonu, tau protein fosforilasyonu igin
o6nemli olan glikojen sentaz kinaz 3B (GSK3f) enzimini fosforile eden ve inhibe eden
fosfoinositid 3-kinaz (PI3K) enziminin fosforilasyonuna yol acar. Bdylece insdlin
eksikligi/direnci GSK3B anormal aktivasyonuna ve dolayisiyla p-tau olusumunun

artmasina neden olur (Kimura 2016).
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1.5.5. Hipertansiyon

Hipertansiyon, vaskuler duvarlarda hipoperfiizyon, iskemi ve serebral hipoksiye
yol acgabilecek degisikliklere neden olarak AH gelisimini tetiklemeye yol acabilir.
Yapilan calismalar 1s1ginda serecbral iskeminin, AP sentezinde yer alan presenilin
ekspresyonunu uyarmanmn yani sira APP ve AP birikimine yol acgabildigini
gostermektedir. Hipertansiyon AH olusumuyla ilgili olan kan beyin bariyerinde islev

bozukluguna da yol agar (Skoog and Gustafson 2006).

1.5.6. Dislipidemi

Yiiksek kolesterol diizeyleri, AH gelisimi i¢in risk faktorleri olabilecegi 6ne
siriilmiistiir. Calismalar da saglikli bireylere kiyasla AH hastalarda kolesterol
seviyelerinin %10 daha yiiksek oldugu gostermistir (Popp et al. 2013).
Hiperkolesterolemi, hem ateroskleroz gelisimi ve AH gelisimi i¢in hem de diger
norodejeneratif hastaliklar igin  bir risk faktoridur (Xue-shan et al. 2016).
Hiperkolesterolemi, oncelikle kan-beyin bariyeri lizerindeki etkilerinden dolayr AH
riskini arttirir.  Hayvan modellerini  kullanilarak yapilan deneysel ¢alismalarda,
hiperkolesteroleminin, artan NFT olusumu, bilissel diisiis, néroinflamasyon, kolinerjik
noronlarin iglev bozuklugu ve AH ile uyumlu serebral mikro hemorajilerin varligina ek
olarak artan AP peptit birikimi ile iligkili oldugunu gostermektedir (Ricciarelli et al.
2012).

1.5.7. Sigara tuketimi

Sigara igmek cesitli mekanizmalarla AH gelistirme riskini etkileyebilir. Sigara
kullantminin serbest radikallerin olusumunu artirdigi, bunun yaninda oksidatif stresi
artirabildigi ve bagisiklik sisteminde proinflamatuar etkiyi tesvik ederek fagositlerin
aktivasyonuna ve dolayisiyla ek oksidatif hasara yol agabildigi bilinmektedir. Bunlara ek
olarak sigara kullanimi1 AH riskini artiran serebrovaskiiler hastaliklara yol acabilir (Traber

etal. 2000).
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1.6. Alzheimer Hastahi@imin Teshis ve Tedavisi

1.6.1. Alzheimer hastahi@inin teshisi

AH demansin goriilen en sik tablosudur, bunu sirasiyla vaskiiler demans, sayisiz
diger norodejenaratif patolojiler takip eder. Gelisen teknoloji ve modern beyin
gorunttleme tekniklerine ragmen, AH diger demansa neden olan néropatolojilerden ayirt
etmek zordur (Hyman et al. 2012) PET kullanan mevcut goruntiileme modallerinde in
vivo amiloid yiikiiniin a¢ik kanitin1 saglarken, AH sinaptik kayip, gliozis, Lewy
cisimcikleri, ndron kaybi, graniilovakuolar dejenerasyon ve serebral amiloid anjiyopati
gibi bir¢ok histopatolojik 6zelligini lmeden dnce miktarini belirlemek zordur. AH Lewy
cisim hastaligi ve vaskiiler hasarlar gibi kognitif bozuklugu siddetlendirebilen diger
komorbiditelerle birlikte bulunur (Montine and Larson 2009). Lewy cisim hastaligi,
amiloid B benzer fibriller olusturdugu bilinen bir protein olan a-siniklein proteininin
toplanmasin1 ve birikmesini igceren ndrolojik patolojiye sahip hastaliktir. En son tani
kriterlerine gére, AH'nin klinik baslangici ii¢ genis doneme ayrilabilir: klinik dncesi, hafif
bilissel bozukluk (HBB) ve AH demansi1 (Sperling et al. 2011). Amiloid kaskadi
hipotezine gore, AH ile ilgli patolojik bozukluklari klinik 6ncesi asamasindan on yil
oncesine dayandigi diisiiniilmektedir. Klinik éncesi faz asemptomatik serebral amiloidoz
ile baglar. Monomerik Amiloid plak, rezervuarint BOS'ta birakarak toplanmaya baglar ve
noronal yiizey ve sinapslarda birikmeye baslar (EIman et al. 2014). Preklinik fazin ikinci
asamasi sirasinda, BOS artan tau, posterior singulattaki hipometabolizma ve kortikal
incelme gibi belirli BOS biyobelirtecleri saptanabilir hale gelir (Albert et al. 2011). HBB
evresinde hasta toplumun 6zerk ve islevsel bir iiyesi olarak kalmasina izin veren bir
dizeyde olsa da biligsel islevde bir azalma ile karakterize edilen AH evresidir. AH
biyobelirtecleri ve goriintiileme modalitelerindeki gelismelere ragmen, HBB evresinde
klinisyen tarafindan biligsel ve fonksiyonel testler yoluyla biraz 6znel bir belirleme
yapmastyla belirlenebilir bunun yaninda heniiz bir laboratuvar testiyle teshis
edilememektedir (Albert etal. 2011). Bununla birlikte, PET gorintileme ve BOS analizi,
demans semptomlarini ayirt etmek i¢in hala gecerli yontemdir. Demans1 ayirt ederken,
bunama benzeri semptomlardan sorumlu diger metabolik veya yapisal etiyolojileri ayirt
etmek 6nemlidir. HBB evresinde hasta veya aile Uyelerinden biri durumu fark etmese

bile, ilerleyen donemlerde bellek, dikkat, dil ve yiiriitme islevi gibi ¢esitli alanlardaki
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diisiis zamanla fark edilebilir olacaktir. AH'nin diger demansa neden olan hastaliklardan
basarili bir sekilde ayirt edilebildigi nokta genellikle hastaligin Alzheimer demans
stirecinde geg¢ ortaya ¢ikar (Knopman et al. 2001). Demans tanis1 genellikle ayrintili bir
Ooykii ve MoCA veya MMSE gibi biligsel islev testinin ardindan konur. AD'yi diger
demans nedenlerinden ayirt etmek, 6zellikle hastaligin ilerlemesinin erken evrelerinde
genellikle zor olabilir (McKhann et al. 2011). Hem MMSE hem de MoCA testleri, klinik
kullanimlar i¢in gilivenilir olarak kabul edilir, bunama olmayanlara kiyasla demans teshisi
icin yeterince yuksFFek hassasiyet ve 6zgiilliik saglar (Kahle-Wrobleski et al. 2007).
Klinik 6ykii ve biligsel testlerin yani sira biyobelirtegler; 6rnegin BOS A seviyeleri ve
PET taramalar1 demans semptomlarinin etiyolojisine dair ek bilgiler saglayabilir. Her iki

test yontemi de tek basina AD tanisi koymak igin yetersizdir (Dubois et al. 2014).

Biyobelirtecler

AH icin biyobelirtecler, bir hastada AH patolojisinin ilerlemesini
degerlendirmeye ve isaretlemeye yardimci olabilecek oOlgiilebilir gostergelerdir.
Biyobelirteglerin, hastalik ilerlemesinin belirli asamalarin1 saptamak ve doktorlarin
AH’nin seyrini izlemesine yardimci olmak ic¢in tani siirecine entegre edilebilecegini
gostermektedir (Bateman et al. 2012). AH biyobelirtegleri iki ana sinifa ayrilabilir:
dogrudan ve dolayli. Dogrudan biyobelirtegler, A proteini ve tau birikimi gibi AH
patolojisini yansitan spesifik anahtar proteinlerdir. AH patolojisinin Direkt AP
biyobelirtegleri, ¢esitli spesifik ligandlarin kullanimi yoluyla PET gérintilerinde beyinde
AP birikintilerinin kanitinin yani sira BOS'daki azaltilmig A seviyelerinin 6lgimind
icerir (McKhann et al. 2011). AB'nin serebral birikimi orta yasta baglar ve bireyin yasiyla
birlikte siklig1 artar (Meyer 2010). AB'nin serebral birikimi orta yasta baglar ve bireyin
yasiyla birlikte siklig1 artar. Tau birikiminin dogrudan biyobelirtecleri, BOS i¢indeki
toplam tau veya fosforile edilmis tau proteinini (p-tau) igerir. Yuksek tau seviyeleri, AH
ilerlemesiyle ile iligkili olsa da ancak tau proteini prion hastaliklar1 ve travmatik beyin
hasar1 gibi diger norodejeneratif bozukluklarda da ortaya cikabilir. BOS'ta tau'nun
dogrudan 6l¢iimii, genel olarak néronlara ve sinapslara verilen hasarin giiclii bir belirteci
olarak kabul edilmesinin yani sira ayni zamanda ozellikle AH ile iligkilidir.Beynin
interstisyel sivisindaki monomerik tau miktar1 da mikrodiyaliz yoluyla ol¢iilebilir.

Interstisyel sivida monomerik tau'nun &nemli dlgiide azalmasmin, tau birikmesinin
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baslangici ile iliskili oldugu gosterilmistir (Yamada et al. 2014). BOS’da yiiksek A} ve
yuksek tau seviyeleri gosteren biyobelirteclerin bir kombinasyonu, AH ilerleme

olasiliginin yiiksek oldugunu gosteren son derece bilgilendirici veriler saglar (Dubois et
al. 2014).

Goruntileme

Modern goriintiileme  tekniklerindeki son gelismeler sayesinde AH
aragtirmalarimin 6n saflarina tasidi ve AH'min patogenezi hakkindaki bilgimizi biiyiik
olgtide artirdi. AH’n1 incelemek igin birincil gériintiileme yontemleri, biyiik anatomik ve
baglanti degisikliklerini incelemek icin MR ve AP ve mikrotiibll tau proteininin
yayilmasini izlemek i¢in molekiiler bir goriintileme yontemi olan PET'lerdir. PET
gorinttleme takibi ile, Ap birikimi klinisyenlere AH diger demans bigimlerinden ayirt
etmede yardimci olma potansiyeline sahiptir, ancak PET heniiz tanisal amaclar icin
yaygin klinik kabul gérmemistir (Hardy and Selkoe 2002). Hem BOS hem de
goruntuleme biyobelirteclerini birlestirmek, en yiiksek tanisal dogrulugu saglar ve bu
goriintiileme modalitelerinin klinik kullanim i¢in daha genis bir uygulamasini saglar
(Walhovd et al. 2010). Klunk ve arkadaslarinin in situ amiloid birikimi PET
goriintiilemeleri devrim yaratt1.*'C radyo izotopuna dayali olarak PiB izleyicisi, fibriler
amiloid tarleri igin nanomolar bir afiniteye sahiptir (Klunk et al. 2004). Amiloid PET ile
Olgiilen amiloid yiikii, hastaligin ilerlemesi ile yiiksek oranda iliskilidir (Visser et al.
2009). Son zamanlarda FDA onayli Florbetapir gibi 18F radyoizotopuna dayali
radyoizleyiciler, 11C tabanli radyoizotoplarin daha yiiksek bir sinyal-giiriiltii oranina
sahip olmasina ragmen, bir siklotrona olan ihtiyacin ortadan kalkmasi nedeniyle, daha
kisa yar1 omiirlii 11C tabanli radyoizleyicilerin yerini giderek daha fazla aliyor (Clark et
al. 2011). Diger radyoizleyicilerden daha yiiksek bir teshis dogrulugu saglayabilen bir
hedefleme PET radyo izleyicileri gelistirilmistir. Ornegin, 18F-flutemetamol, %93'ten
daha biiyiik bir duyarlilik ve 6zgiilliikk gostermistir (Vandenberghe et al. 2010).
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Sekil 1.5. Tau ve Ap PET goruntlleri. CDR, klinik demans derecelendirmesi; SUVR,
standartlagtiritlmis alim degeri orani Biligsel olarak saglikli kontrollerde (iist-
CDRO) ve AD hastalarinda (alt-CDR>0) (Brier et al. 2016).

CDR O

SUVR

CDR=>0

PET ile ¢lgllen tau yukd, BOS tau seviyesi ile iyi bir korelasyona sahiptir ve BOS
AP 42 seviyeleri ile ters orantilidir. Beyindeki AB 42 “yutucu” BOS'tan AP 42'nin
“kaynagin1” kullandig1 i¢in, AP norotoksisitesi tau patolojisini tetikler (Gordon et al.
2016). Brier ve arkadaslari, AH'li bir hasta kohortunda ve saglikli kontrollerde tau'nun
ilerlemesini izlemek i¢in tau bazli PET kulland1 (Brier et al. 2016). Modern MR tabanli
molekdler gorintileme teknikleri, amiloid veya tau kiimelerini PET benzeri hassasiyetle
tespit etmek icin bir yol saglayabilir. MR'm bir norogoriintiileme yontemi olarak giicii,
klinik ortamlarda her yerde bulunmasinin yani sira, anatomik yapilarin yliksek
¢cozlnlirliiklii gorlintiilenmesinde ve bilgisayarli tomografiye gore iistiin kontrastinda
yatmaktadir (Albert et al. 2011). DTI, viicuttaki su protonlarinin difiizyonunu 6lgen MR
tabanli bir tekniktir. Beyaz madde ve gri madde gibi farkli dokular farkli difiizyon
katsayilarina sahiptir ve bu nedenle bir DTI gortintiisiinde farkli kontrast seviyeleri
gosterir. AH hastalari, beyaz madde aglarinin en kisa yol uzunluklarinda artiglar ve AH
ile iliskili aglarda, 6zellikle 6n lobda topolojik bir diizensizligi gosteren kiiresel verimde

azalma gostermistir (Lo et al. 2010).
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P<0.001
corrected

P<0.05
corrected

Sekil 1.6 AH hastalarimin fraksiyonel anizotropi artisini (mavi-mor skala) saglikli
kontroller (kirmizi-sar1 skala) ile karsilastiran diflizyon tensér goriintiisii
(Douaud et al. 2011).

1.6.2. Alzheimer hastahginin tedavisi

AH'nin mevcut tedavisi sadece semptomatiktir. AChE inhibitorleri (donepezil,
galantamin ve rivastigmin) ve NMDA antagonisti (memantin), FDA tarafindan AH icin
su anda onaylanan dort ilagtir (Anonymous 2018). Kolinerjik hipoteze dayanarak, AH'nin
biligsel islev bozuklugu ve diger semptomlari, kolinerjik noéronlarin kaybi ile
aciklanmaktadir. AChE inhib<itorleri, asetilkolinin hidrolizini 6nleyerek ve ardindan
sinaptik seviyelerini artirarak kolinerjik sinir iletimini arttirir. Donepezil, galantamin ve
rivastigminin hafif ila orta dereceli AH'li hastalarda etkinligi kanitlanmistir (Atri 2019).
Farmakokinetik ve farmakodinamiklerinde bazi1 farkliliklar olmasina ragmen, ¢ ilag
arasinda etkinlik acisindan 6nemli bir fark yoktur. AChE inhibittrleri normalde hastalar
tarafindan iyi tolere edilir. Bulanti, kusma, diyare ve anoreksi gibi gastrointestinal etkiler
en sik goriilen yan etkilerdir (Tricco et al. 2018). FDA tarafindan onaylanan son ilag olan
Memantin, rekabetci olmayan bir NMDA antagonistidir. Kesin etki mekanizmasi
belirsizligini koruyor ancak glutamatin uyarici norotoksisite etkisini azalttigi
diistiniiliiyor (Long and Holtzman 2019). Memantin, monoterapi olarak kullanildiginda
orta ila siddetli AD tedavisinde orta derecede etkinlik ve giivenlik profili gostermistir

(McShane et al. 2019).
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1.7. Voltaj Kaph Iyon Kanallari

Voltaj kapili iyon kanallar1 (VGIC'ler), hiicrelerin elektriksel sinyallesmesinde
onemli roller oynayan transmembran proteinlerdir. VGIC'lerin aktivitesi, hiicrenin zar
potansiyeli tarafindan diizenlenir ve agik kanallar iyonlarin hiicre zarlar1 boyunca bir
elektrokimyasal gradyan boyunca hareket etmesine izin verir. Ilettikleri iyonlara bagh
olarak VGIC'ler voltaj kapili sodyum, potasyum, kalsiyum veya kloriir kanali olarak

smiflandirilabilir (Ruiz and Kraus 2015).

1.7.1. Voltaj kaph sodyum kanallari

Voltaj kapili sodyum akimlari, 1952'de Hodgkin ve Huxley tarafindan dev
miirekkep baliklarinin aksonlarindaki elektrik iletkenligini incelerken kesfedildi
(Hodgkin and Huxley 1952). Yirmi alt1 y1l sonra Sodyum kanallar1 (Navs) yilan balig
elektroplaksindan izole edildi ve saflastirildi (Agnew et al. 1978). Yapilan ¢alismalarda
bugiine kadar Navl.l'den Navl.9'a kadar adlandirilan dokuz Navl kanal alt tipi
klonlanmigtir. Yakin zamanda yeni bir Nav2 kanallar ailesi kesfedildi, ancak islevi
hakkinda ¢ok az sey biliniyor (Watanabe et al. 2000). Memeli Nav kanallar1, bir veya iki
B alt birimi (30-40 kDa) ile birlesen biiyiik bir sozde tetramerik gdzenek olusturucu a alt
birimi (260 kDa) tarafindan olusturulur. Buna karsilik, 6karyotik Nav'lerin yapisini
arastirmak icin kullanilan prokaryotik Nav kanallari, homotetramerler tarafindan
olusturulur. Nav kanali a alt birimleri, dokuya 6zgii ekspresyon profillerini gosterir.

Navl.1l, Navl.2 ve Nav1.3 alt tipleri merkezi sinir sisteminde (MSS) ifade edilir.

Navl.6, hem periferik hem de merkezi sinir sisteminde ifade edilirken, Nav1.7,
Navl.8 ve Nav1.9 ¢ogunlukla periferik sinir sistemi (PSS) ile sinirlidir (Catterall et al.
2005). Navl1l.4 ve Navl.5 kanallar sirasiyla iskelet ve kalp kaslarinda bol miktarda
bulunur. Nav kanallari, sinirlerde ve kas liflerinde aksiyon potansiyellerinin baslatilmasi
ve yayilmasinin altinda yatan Na+ akimlarinin iiretilmesinden sorumludur. Birincil
duyusal ndronlarda, 6rnegin bir aksonun zararl bir uyaran tarafindan depolarizasyonu,
sinir sistemi yoluyla agr1 olarak algilanabilen duyusal bilgilerin beyne iletilmesine yol
acar. iskelet ve kalp kas1 hiicrelerinde alinan aksiyon potansiyelleri, viicut hareketlerini

ve kan akisini saglayan kas kasilmasini iiretir. Nav kanallari, uyarilabilir ve uyarilabilir
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olmayan hiicrelerin hiicre zarlarinda ifade edilir. Nav kanallarinin aktivasyonu voltajla
yonlendirilir ve proteinin voltaj sensorii tarafindan tespit edilen hiicresel membran
potansiyeli, kanallarin  bulundugu durumu belirler. Hiperpolarize dinlenme
potansiyellerinde Nav kanallarinin agik durumda olma olasiligi diisiiktiir. Membran
depolarizasyonu, voltaj algilama alanlar1 i¢indeki hareketler tarafindan indiiklenen o alt
biriminin konformasyonel bir degisikligini kolaylastirir, bu da Na+-segici kanal
gozeneklerinin agilmasina neden olur. Nav kanallar1 ¢ok hizli agilir ve sinir ve kas
liflerindeki noronal ve kardiyak aksiyon potansiyellerinin hizl yiikselisinin altinda yatan
Na+'nin ige dogru akimina aracilik eder (Catterall 2014). Genel olarak Nav kanallari,
milisaniyeler i¢cinde kapanan/kapanan kinetik hizli gegici kanallardir. Bununla birlikte,
belirli kosullar altinda, tamamlanmamis hizli inaktivasyon, kalic1 sodyum akimlari
uretebilir. Bazi noronlarda, Nav kanallari, membran repolarizasyonu sirasinda hizl
inaktivasyondan sonra agilir. Kanal gozeneklerinin gegici agilmasi, yeniden canlanma
akimi olarak adlandirilan biiytlik bir ice dogru sodyum akimu iiretir. Nav kanallar1 ayrica
astrositler, mikroglia, makrofajlar ve kanser hiicreleri gibi uyarilabilir olarak kabul
edilmeyen hiicre tiplerinde de ifade edilir ve fagositoz, hiicre hareketliligi ve metastatik

aktivitenin diizenlenmesinde rol oynar (Black and Waxman 2013).

A Dinlenim Aktif inalktif
Na~ Na~ Na~ Na~

Na~
2 = B ~3
R(
< = ¢ n
3 Na~

Dis bélge

Kap: kapah

7
- 4

Sekil 1.7. Voltaj kapli sodyum kanallar1 (Katzung et al. 2006)
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Dinlenme membran potansiyellerinde, VKSK'ler kapatilir ve depolarizasyonun
aktive edilmesi gerekir. Aktivasyon {izerine, uyarilabilir hiicrelerde aksiyon
potansiyelinin yiikselmesine katkida bulunurlar. Kanal ag¢ilmasi, hiicre i¢ine hizli bir
sodyum iyonu akis1 ve zar potansiyelinin sodyum i¢in denge potansiyeline (¢ogu néronda
+ 60mV) dogru depolarizasyonu ile sonuclanir. VKSK'ler, aksiyon potansiyelinin asagi
inmesine katkida bulunan hizli inaktivasyon adi verilen bir igslem ile agildiktan sonra
milisaniyeler i¢inde kapanir. islevsel olarak, VKSK'lerin yapisi, voltaj sensoriine katkida
bulunan S1-S4 transmembran alanlar1 ve sodyum segici gozenek olusturmak iizere
duizenlenen S5-S6 ile iki boliime ayrilabilir (Catterall et al. 2005). Membran voltajindaki
degisikliklerin voltaj kapili iyon kanal1 proteinleri iizerinde konformasyonel bir degisiklik
sagladig1t molekiiler mekanizma, I-IV alanlarinin S4 segmentinde bulunan modiiler voltaj

sensorlerinin hareketi yoluyla gergeklesir (Alabi et al. 2007).

Hiicrenin depolarizasyonu, hiicre zar1 boyunca elektrik alanini degistirerek DI-I11
S4 voltaj sensorlerinin hizli hareketine ve iyon kanali gdézeneklerini agan proteinde
konformasyonel bir degisiklige neden olur (Bosmans et al. 2008). Voltaj algilamanin
molekiiler mekanizmast hakkinda bilinenlerin ¢ogu, yiiksek c¢oztnirlikli kristal
yapilarin elde edildigi voltaj kapili potasyum kanallar1 iizerindeki calismalardan
kaynaklanmaktadir. Dokuz farkli VGSC alt birimi farkli sekilde ifade edilir ve VGSC
islevinin bozulmasi ¢ok c¢esitli patolojilere yol agabilir. VKSK’larin epilepsi ve agridaki
rolii iyi bilinmektedir; bununla birlikte, kanser, multipl skleroz, kas ve bagisiklik
bozukluklari, otizm, ndrodejenerasyon ve kardiyovaskiiler komplikasyonlar dahil olmak
lizere diger bozukluklarda VKSK’larin roliine dair artan kamtlar vardir. insan kalitsal
bozukluklari artik kolaylikla haritalandirilabilir. Sodyum kanallarin1 kodlayan genlerdeki
mutasyonlara birtakim bozukluklar atfedilmistir ve farelerde hedeflenen sodyum kanal

mutasyonlar1 ve gen silinmesinin analizi ile daha fazla genetik anlayis saglanmistir.
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Tablo 1.1. Memeli hiicresine ait VKSK o ve B alt birim izoformlari, bu proteinlerin
kodlayici genleri.

VKSK alt birim izoformlar Kodlayici gen Kanal Lokalizasyonu
NaVii SCNTA MSS
NaVi» SCN2A MSS
| NaVi; SCN3A MSS
NaViy SCN4A Tskelet Kast
NaVis SCNS5SA Kalp Kast
NaVig SCNBA MSS ve PSS
NaVi7 SCN9A PSS
NaVig SCN10A PSS
NaVig SCN11A PSS
B1 SCN1B MSS, PSS, Kalp ve iskelet kast
g1B SCN1B MSS, PSS
g2 SCN2B MSS, PSS, Kalp kast
B3 SCN3B MSS, PSS, bébrek
B4 SCN4B MSS, PSS, Kalp ve iskelet kast

1.7.2. Voltaj kaph potasyum kanallar

Potasyum (K*) kanallar1 hiicre zarlarinda yer alir ve K* iyonlarinin hiicrelerden
disar1 akisini ve hiicrelere girisini kontrol eder. Hem uyarilabilir hem de uyarilamaz
hiicrelerde ¢ok Onemli roller oynarlar ve bazi parazitler disinda hemen hemen tiim
tirlerde bulunabilirler (Kuo et al. 2005). K* kanallari, lipit ¢ift tabakasin1 kapsayan
transmembran sarmallara (TMs'ler) sahiptir. Yap1 ve fonksiyona bagli olarak kanallar {i¢
ana smifa ayrilir: voltaj kapili (Kv), ice dogru dogrultucu (Kir) ve tandem gozenek alani
(K2P) kanallar (Buckingham et al. 2005). Ayrica, ligand kapili (Kligand) kanallar iki veya
alti TM'ye sahiptir ve cesitli haberciler tarafindan uyarilir. Ogrenme, ezberleme ve
algilama yetenegi noronlar arasindaki sinyal aligverisine baglidir (Armstrong et al. 1998).
Aksiyon potansiyeli, sinir hiicreleri tarafindan iiretilen elektrik sinyali ¢esitli voltaj kapili
iyon kanallar1 igerir (Bean 2007). Aksiyon potansiyellerinin néron hiicre govdelerinde ve
aksonlarda farkli islevleri vardir; ek olarak, cesitli noron tiirlerinin kendi aksiyon
potansiyeli modelleri vardir (Bean 2007). Kv kanallarinin ¢ogu, zar depolarize oldugunda
acilir ve zar hiperpolarize oldugunda kapanir (Swartz 2008). Kv kanalinin altt TM'si
vardir ve ilk dort sarmal (S1-S4), voltaj sensorii alanin1 (VSA) olusturur (Long and
Holtzman 2019). Son iki sarmal (sirasiyla KcsA'daki dis ve i¢ sarmallara karsilik gelen
S5-S6) gozenek olusturucu alani olusturur. Bugiine kadar mikrogliada bulunan Kv
kanallar1 6zetlenmistir ve esas olarak gecikmeli dogrultucu Kv kanallarindan olusur.
AH'den 6zellikle etkilenen bir alan olan hipokampus, mikroglia agisindan zengindir ve

mikrogliay1 hizla aktive ettigi gosterilen serebrovaskiiler hasarlara 6zellikle duyarhdir.
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Mikroglia, AH’da ndro-inflamasyona aracilik eden anahtar inflamatuar hiicrelerdir ve Kv
kanallari, mikroglial fonksiyonun, 6zellikle Kv1.3'iin temel diizenleyicileridir. Plazma
zar1 depolarize oldugunda S4, disa dogru hareket eder ve S5-S6 sarmallar1 daha sonra
konformasyonel degisikliklere ugrar, dolayisiyla K+ c¢ikisina izin vermek igin
sitoplazmik aktivasyon kapisini agar (Choe 2002). Cok sik olarak Kv kanali a-alt
birimleri, kanal trafigini ve gecitlemeyi etkileyen yardimci alt birimlerle kompleksler

olusturur (Yellen 2002).

Yeniden dongilye girenggy K*

Lipid tabakasi

N-terminal "
C-terminal

Sekil 1.8. VVoltaj kapli potasyum kanali (Liu et al. 2014)

Dizi homolojisine bagh olarak, Kv kanallar1 su sekilde siniflandirilir: Kvl1 ila
Kv12 alt ailesi ve her Kv alt ailesinin bir dizi alt tiirli tiyesi vardir. Kv alt ailesinin a alt
birimlerinin ¢ogu islevsel kanal gézenekleri olustururken, baz alt aile iiyeleri (Kv5, Kv6,
Kv8 ve Kv9) degistiriciler veya susturuculardir (iyon ileten kanallar olugturmaz, ancak
diger Kv alt ailesi iiyelerinin gecitleriyle heterotetramerize olabilir ve bunlari
degistirebilir) (Ottschytsch et al. 2002). Farkli noron tiirleri, ihtiyaglarina uygun benzersiz
bir Kv kanali seti ifade eder ve ndronun uyarilabilirlik modellerini kontrol etmesine izin
verir.Kv kanallarinin en iyi bilinen islevi, K+ akisi i¢in bir yol saglamak ve bdylece
noronal uyarilabilirligi azaltmak olsa da, son 13 yildaki ikna edici kamtlar, Kv
kanallarinin ndronal apoptoza dahil oldugunu gostermektedir. Ote yandan, belirli Kv
kanallarinin ~ ekspresyonunun olmamas1 veya aktivitelerinin azalmasi, ndronal
hipereksitabiliteye yol agarak epilepsi gibi noérolojik bozukluklara neden olur (Miceli et
al. 2008). Noronlar dahil birgok hicre tipinde apoptoz, sitozolik K+ konsantrasyonunda
bir distisle iliskilendirilmistir (Yu 2003). No6ronal hiicre apoptozisine, plazma
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membraninda Kv kanallarinin es zamanli artan ekspresyonunun eslik ettigi bilinmektedir

(Redman et al. 2007).

1.7.3. Voltaj kaph kalsiyum kanah

Birgok farkli hiicre tipindeki Ca*? kanallari, membran depolarizasyonunda aktive
olur ve aksiyon potansiyellerine ve esik alt1 depolarize edici sinyallere yanit olarak Ca*2
akisina aracilik eder. Voltaj kapili Ca*? kanallarindan hiicreye giren Ca*? birgok farkli
hiicresel olay1 baglatan elektriksel sinyallesmenin ikinci habercisi olarak hizmet eder.
Kalp ve diiz kas hiicrelerinde Ca*? kanallarinin aktivasyonu, dogrudan sitozolik Ca2+
konsantrasyonunu artirarak ve dolayli olarak sarkoplazmik retikulumda ryanodine duyarl
Ca*? salimim kanallar1 tarafindan kalsiyuma bagimli kalsiyum salmimini aktive ederek
kasilmay1 baslatir (Bers 2002). Enine tiibiillerdeki ayn1 Ca*? kanallar1 aym zamanda
sitozolik konsantrasyonu artiran yavas bir Ca*? iletkenligine aracilik eder ve bdylece sinir
uyarilarinin yiiksek frekansli dizilerine yanit olarak kasilma kuvvetini diizenler (Catterall
1991). Néronlarda voltaj kapili Ca*? kanallar1 sinaptik iletimi baglatir (Catterall and Few
2008). Birgok farkli hiicre tipinde, voltaj kapili Ca*2 kanallar1 yoluyla sitozole giren Ca*?
enzim aktivitesini, gen ekspresyonunu ve diger biyokimyasal siiregleri diizenler (Flavell
and Greenberg 2008).Farkl1 hiicre tiplerinde sinyal iletimi, farkli fizyolojik, farmakolojik
ve diizenleyici 6zelliklere sahip voltaj kapili Ca2+ akimlarina aracilik eden voltaj kapili
Ca2+ kanallarinin farkli molekiiler alt tiplerini igerir. VGCC'ler, iletim gdzeneklini, voltaj
sensOriinii ve gecit aparatini igeren tek bir al alt birimi ve {i¢ yardimci alt birimin a2-6, B
ve y kombinasyonunu igeren dort alt birimden olusan heteromultimerlerdir. al alt birimi,
her biri alt1 ntransmembran sarmal segmenti (S1-S6) olan dort homolog alan icerir. S4
segmenti voltaj sensorii olarak islev goriir ve iyon seciciligi ve iletkenligi S5 ve S6

tarafindan belirlenir (Armstrong and Hille 1998).
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Sekil 1.9. Voltaj kapl kalsiyum kanali (Simms and Zamponi 2014)

Sodyum /kalsiyum degistiriciler

Na*/Ca" degistiricileri, hemen hemen tiim hayvan hiicre tiplerinde Ca*
homeostazinin korunmasinda dnemli rollere sahip olan plazma membran proteinleridir.
Na*/Ca*? degistiricileri, ice dogru yonlendirilmis Na* gradyaninin enerjisini kullanarak
bir elektrokimyasal potansiyele kars1 sitoplazmik Ca™'yi ekstriide eden etkili elektrojenik
antiporterler olarak islev goriir (Philipson and Nicoll 2000). Na*/Ca*? degistiricilerinin
iki ana grubu, K*'dan bagimsiz ve K*'ye bagl Na*/Ca*? degistiricilerdir. NCX'ler 3 Na™'y1
1 Ca*? ile degistirir (stoikiometrisi mutlak olmasa da), NCKX'ler 4Na*'y1 1 Ca*? art1 1 K*
ile degistirir (Kang and Hilgemann 2004). Na'/Ca*™? degisim aktivitesinin kardiyak
kontraktilite, diiz kas tonusu, renal Ca*? geri emilimi, fotoreseptér sinyal iletimi ve noral

fonksiyonda kritik rolleri vardir.
Uyarilabilir hiicrelerde Na* ve Ca*? homeostazinin diizenlenmesinde 6nemli bir

oyuncu olarak, Na*/Ca*? degistirici (NCX), [Ca*?]i velveya [Na'] i dengesizliginin

meydana gelebilecegi AH dahil olmak iizere insan patofizyolojik kosullarinda yer alir.
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Secici iyon kanallart ve ATP'ye bagl pompalarla birlikte NCX, Na* ve Ca*
konsantrasyonlarinin fizyolojik bir aralikta korunmasina katkida bulunur (Blaustein and
Lederer 1999). NCX, esas olarak Ca*? diizensizligine karsi noronal hayatta kalma
mekanizmalarinda rol oynamis olsa da, birka¢ calisma, farkli patolojik kosullarda hiicre
ici Na* ylkselmesine noronal tepkilerdeki roliinii vurgulamistir (Gerkau et al. 2018).
Ayrica, NCX'in ER ve mitokondriyal Ca*? islemesine katkida bulunarak noroprotektif bir
rol oynadig1 gosterilmistir. NCX, Na* ve Ca*? iyonlarinin kars1 tasimasini katalize eder
plazma zari ¢ift yonliidiir. NCX'in 1Ca*2 iyonu i¢in 3Na* iyonlarinn bir stokiyometrisine
sahip oldugu genel olarak kabul edilir (Philipson and Nicoll 2000). Ozellikle, [Ca*3i
arttiginda, NCX, Ca*? ekstriizyonunu ve Na* akisini (ileri mod) birlestirerek [Ca*?]i'nin
dinlenme seviyelerine doniisiinii saglar. Buna karsilik, [Na*] i’de bir artis ve/veya
membran depolarizasyonu meydana geldiginde, NCX, plazma zar1 boyunca azaltilmis
Na* elektrokimyasal gradyanini takiben Na* ekstriizyonuna ve Ca*? akisina aracilik eder

(ters mod).

Uc NCX izoformu, 6zellikle AH'nin patofizyolojisinde yer alan serebral korteks
ve hipokampus gibi iki beyin boélgesinde eksprese edilir (Juhaszova et al. 1996).
Ozellikle, insan 6lim sonrast AH hastalarin beyinlerinden saflastirilan serebral plazma
membran vezikiillerinde NCX aktivitesinde bir artis gbzlemlediler. Yapilan ¢alismalarda
norodejenerasyondan etkilenen beyin bdlgelerinin hayatta kalan ndronlarinda NCX
aktivitesinin arttiZini buldular, bu da NCX fonksiyonundaki bu artisin AH patolojisi
sirasinda noronal sagkalima yardimci olabilecegini disiindiirdi. AB ‘ye maruz kalan
hipokampal néronlarda NCX akimlarinda bir artis gozlemlendi. NCX3 fragmani,
apoptotik hicre 6limuni geciktirebildiginden, AB1-42'nin nérotoksik etkisinin erken fazi
sirasinda koruyucu bir mekanizmay1 temsil ettigi diistintildii. NCX3'ln AR ile indiklenen
yukar1 regiilasyonu dogrultusunda, Colvin ve arkadaslari, 6nemli bir néronal hayatta
kalmanin gozlemlendigi alanlarda, o6liim sonrast AH beyinlerinden alinan plazma
membran keseciklerinde NCX aktivitesinde bir artis buldular (Blaustein and Lederer

1999). Bazi arastirmacilar, inme ve AH deney kosullar1 altinda, Ca*®

ya bagli kalpain
aktivasyonundan sonra benzer bir NCX3 bdliinmesinin meydana gelebilecegini buldugu

belirtmislerdir.

23



1. GIRIS

Sekil 1.10. Sodyum / kalsiyum degistiriciler (Annunziato et al. 2004)

NCX3'iin aracilik ettigi artan Na* bagimli Ca*? akisina, hem sitozolik Ca*? asir1
yiklenmesini hem de ER stresini onleyen bir mekanizma olan ER'ye artan Ca'*?
tamponlamasi eslik eder. NCX3 susturuldugunda veya devre dis1 birakildiginda, ER Ca2+
iceriginde Onemli bir azalma, kaspaz-12 aktivasyonu ve apoptotik ndronal 6lim
gozlemlenmistir (Pannaccione et al. 2012). ER icindeki Ca*? konsantrasyonlarindaki
degisiklikler ve ER Ca*? homeostazindaki degisiklik, hiicre fonksiyonu ve hayatta
kalmasi i¢in ¢ok Onemli goriinmektedir (Pahl 1999). ER, bir AP Uretim bolgesi
tanimlanmistir, bu nedenle ER Ca*? homeostazindaki bozukluklar ve bunun sonucunda
ER islev bozuklugu, APPnin patolojik islenmesine ve A seviyelerinin artmasina neden
olabilir (Paschen 2001). AH farelerinin hipokampal astrositlerinde meydana gelen AP
kaynakli ER stresi, AH'da ¢ok 6nemli bir patomekanizma oldugu gosterilen astrogliosis
ile iliskilendirilmistir. NCX3, ER Ca*? dolumunu gelistirerek ve AP hakareti sirasinda ER
fonksiyon degisikliklerini dnleyerek, yukari regiilasyonu nedeniyle AP toksisitesine kars1
onemli bir noroproteksiyon aracisi olarak ortaya c¢ikti, ER stresini geciktirdigi

distintilmustir (Alberdi et al. 2013).

ER icindeki Ca*? konsantrasyonlarindaki degisiklikler ve ER Ca*? homeostazi,
hiicre fonksiyonu ve hayatta kalmasi i¢in ¢ok énemli gorinmektedir. NCX'in ER Ca2+
yeniden doldurulmasina aracilik etmedeki katkisinin, beyin iskemisi sirasinda meydana

gelen oksijen ve glukoz yoksunlugu dahil olmak iizere diger patolojik durumlarda da
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noroproteksiyon i¢in belirleyici oldugu gosterilmistir (Gerkau et al. 2018). Bir aile tabanl
genom capinda iligskilendirme ¢aligmasi, NCX3 geni SLC8A3 {izerindeki nadir bir tek
niikleotid polimorfizminin AH’nin baslangi¢ yasiyla 6nemli bir iliskisi oldugunu
bildirerek, AH patogenezinde NCX3'ln kritik bir etkisi oldugunu diisiindiirmektedir
(Saad et al. 2015).

1.8. Alzheimer Hastah@imin Etiyolojisinde Hidrojen Peroksitin Rolii

Hidrojen peroksit (H20>), kararli, yiiksiiz ve serbest¢e yayilabilen bir reaktif
oksijen tur (ROS) ve ikinci habercidir. Reaktif oksijen turleri (ROS), norodejeneratif
hastaliklarda ana anahtar molekiillerdir. Alzheimer hastaliginin patolojisi ayrica oksidatif
stres ile iligkilidir ve H2O> ‘nin oksidatif stres ve AP peptidinin norotoksisitesinde rol
oynadig1 bilinmektedir. Ap'nin H2O; iiretme yetenegi ve HoO2'nin demir ve bakir ile
yiiksek derecede toksik ROS iiretme etkilesimleri, Alzheimer hastaligi ile iliskili oksidatif
stres igin bir mekanizma saglayabilir. H202 de dahil olmak tizere ROS beyinde surekli
olarak iiretilir ve beyin dokusu oksidatif strese karsi 6zellikle hassastir. Oksijen, zar
potansiyellerinin siirdiiriilmesi ve ndrotransmitterlerin salinmasi ve depolanmasi igin
temel bir unsurdur. Noronlar ayrica yiiksek diizeyde adenozin trifosfat tiikketimine ve
dolayisiyla yiiksek oksijen talebine sahiptir. Nispeten diisiikk seviyelerde antioksidan
enzimler ve antioksidan bilesiklerle birlestiginde bu, ndronlar1 oksidatif hasara karsi
oldukca duyarli hale getirir. H202 molekiilii beyinde 6nemli bir biyokimyasaldir ve
patolojik durumlarda terapdtik midahale icin énemli bir hedef olabilir. Saglikli beyin
dokusunda, glutatyon (GSH), E vitamini, diyet flavonoidleri ve C vitamini ve bir dizi
antioksidan enzim dahil olmak tizere bir dizi antioksidan bilesik vardir (Schulz et al.

2000).

Kiiltiirlenmis noronal hiicrelerde hidrojen peroksit maruziyeti, ROS {iiretimi ve
siiptirme aktivitelerinde bir dengesizlige neden olur. Bu siireg, hiicre hatt1 modellerinde
bu oksidatif stres indiikleyiciyi incelemek i¢in yaygin olarak kullanilabilir (Zhang et al.
2007). H20: ile induklenen oksidatif stres, tau proteininde hiperfosforilasyona neden
olabilir ve beyin hiicrelerinde toksik norofibriler yumaklarin olusumunu indiikleyebilir
(Hu et al. 2017). Retinoik asit (RA) induksiyonu, SH-SY5Y hicrelerinin néronal

morfolojik farklilasmasini gelistirecek ve tau ve GSK3-f ekspresyonu gibi Alzheimer
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hastalig1 belirteglerini artiracaktir. Bu nedenle, SH-SY5Y hicrelerinde H20: kaynakli

patojenite ve RA farklilagmasi, ndronal hiicre dejenerasyonunu incelemek i¢in uygun bir

model sistem goérevi gorebilir (Paik et al. 2019).
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Corcoran et al. (2010), yaptiklar1 bir ¢alismada Sodyum Selanatin PP2A fosfataz
enzimini aktive ederek tau proteinini defosforile ettigini ve hafiza eksiklilerini tersine
cevirdigi bulgusuna ulagsmigslardir. AH’da anormal derecede fosforile edilmis tau
proteinlerinde olusan norofibril yumaklar AH tanisindan 6nemli bir belirtegtir. Yapilan
calismanin ana fikri tau proteinin fosforilenmesine aracilik eden enzimlerin aktivitesini
artirmanin tau proteinin fosforillenmesinin azaltacagimi diistinmiislerdir. Tau proteinin
fosforilasyonun diizenlenmesinde rol oynayan anahtar enzimlerden birisi de serin-treonin
fosfotazdir (PP2A). Yapilan bu ¢alismada Sodyum Selenat PP2Aigin dnemli bir agonist
olarak haraket ederek fosfotazin aktivitesini dnemli Ol¢iide artirdigi belirlenmistir.
Sonuglari; Sodyum selanat verilen transgenik farelerin hipokampusunda daha diisiik
fosfat ve tau proteinine rastlanmis ve amigdalalari karsilastirildiginda Mo ris Su labirent

Hafiza testin de 6nemli 6l¢iide uzamsal 6grenme ve hafiza sergilemislerdir.

Govindarajan et al. (2011); Histon asetilasyonun diizensizligi yasa bagl hafiza
bozuklugunun baslangicinda ve nérodejenaratif hastaliklarin patagonezinde yer almistir.
Yapilan bu ¢alismada histon deasetilasyonun yiikseltilmesi ile hafiza bozuklugunun
tyilestirilebilecegi yeni bir terapotik bir yol olabilecegi diisliniilmiis. Yayinlanan
makalede siddetli amiloid birikiminin patolojisini farelerin 6n beyninde belirgin bir histon
asetilasyonu diizensizligi ile iligkili oldugu gosterilmistir. PAN- HDAC inhibitoru olan
sodyum butirat ile uzun sireli tedavi transgenik farelerde ileri asamadaki ¢agrimsal
bellegi iyilestirdigi gostermistir. Yapilan calismadan ¢ikan bir diger sonug; hafiza
fonksiyonun geri kazanilmasinda yiiksek hipokampal histon asetilasyonu ve 6grenmede
rol oynayan genlerin ekspresyonunun artmasiyla dogru orantilidir. Bu veriler 1s1ginda

HDAC inhibitorlerinin AH tedavisi i¢in potansiyel bir tedavi oldugu diisliniilmiistiir.

Jin et al. (2017); Sodyum selenatin tauopatik fare modellerinde norofibriler
yumaklar1 (NFT) azalttig1 rapor edilmistir, ancak Wnt/B-katenin sinyal yolu ve APP
islemesi tizerindeki etkileri AH olusumuna nasil yol ag¢tigi bilinmemekteydi. Bu
calismada ti¢lii transgenik farlerin 10 ay igme suyuna karistirilan sodyum selantla tedavi
edilmis ve 10 ayin sonunda hipokampal patolojileri incelenmis. Wnt/B-katenin

sinyallemesinin asagi regiilasyonu, AD patolojisinin degismesi ile yakindan iliskilidir.
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Sodyum selenat ile tedavi, tip 2A (PP2A) protein fosfatazlarinin aktivitesini dnemli
Olgiide arttrmis ve AH ayirt edici 6zelliklerini bastirmis. PP2A'nin sodyum selenat
tarafindan aktivasyonu, aktif B-katenin seviyesini artirabilir ve hipokampal dokuda
oncelikle AD model farenin kiiltiirlenmis noronlarinda GSK3p aktivitesini inhibe
edebilir, Wnt/B-katenin  sinyallesmesinin  aktivasyonuna ve hedef genlerin
transaktivasyonuna yol agar,pozitif olarak diizenlenmis genler c-myc, survivin, TXNRD2
ve negatif olarak diizenlenmis gen BACEI1 dahil. Bu bulgular, Wnt/B-katenin
sinyallemesinin AH 6nlenmesi i¢in potansiyel bir hedef oldugunu ve AH tedavisi igin

yeni bir ilag olarak sodyum selenat gelistirilebilecegini ortaya koymaktadir.

Pan et al. (2019); Rutin (quercetin-3-rutinosid), bazi patolojik durumlarda farkli
biyolojik fonksiyonlara sahip dogal bir flavonoid olarak uzun siiredir arastirilmaktadir.
Sodyum rutin (NaR), mikrogliadaki fagositozla iliskili reseptorlerin ekspresyon
seviyelerini artirarak mikrogliali artirarak Ap klirensini  destekleyebilecegini
diisinmuslerdir. NaR, anaerobik glikolizden mitokondriyal OXPHOS'a (oksidatif
fosforilasyon) metabolik bir ge¢isi tesvik eder, bu da mikrogliaya A klirensi icin yeterli
enerji (ATP) saglayabilir. NaR uygulamasi, noroinflamasyonu hafifletebilir ve
mitokondriyal OXPHOS ve mikroglia aracili ABKlirensini artirabilir, sinaptik plastisite
bozuklugunu iyilestirebilir ve sonunda uzamsal 6grenme ve hafiza eksikliklerini tersine
cevirebilir. Yapilan ¢aligmalarda, NaR'nin AH i¢in potansiyel bir terapdtik ajan oldugunu

gostermektedir.

Wang et al. (2019) yilinda; Son zamanlarda ortaya ¢ikan kanitlar 1siginda
bagirsak disbiyozu ve AH ilerlemesi arasinda iliski kurulmus fakat patagonezi hakkindaki
rolli belirsizligini koruyor. Yapilan bu ¢alismada bagirsak disbiyozu ve noroinflomasyon
arasindaki mekanik bir baglanti1 bulmaya ¢alisilmistir. AH ilerlemesi sirasinda bagirsak
mikrobiyatasinda; proinflamatuar T yardimci 1 (Thl) hiicrelerinin farklilagmasini ve
cogalmasini uyaran fenilalanin ve izoldsinin periferik birikimine yol ac¢tigini gbriilmiis.
Beyine sizmis periferik Th1 bagisiklik hiicreleri, AH ile iliskili néroinflamasyona katkida
bulunan M1 mikroglia aktivasyonu ile iliskilidir. AH bagli hafif bilissel bozuklugu olan
iki kiiclik bagimsiz hasta grubunda fenilalanin ve izolosin konsantrasyonlarinin
yukselmesi ve kandaki Thl hiicre frekansinin artmasi da goézlendi. Cin'deki bir faz 3

klinik denemesinde saglam ve tutarl bir bilis gelisimi sergileyen bir sodyum oligomanat
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olan GV-971, bagirsak disbiyozunu ve buna bagl fenilalanin/izoldsin birikimini bastirir,
noroinflamasyondan yararlanir ve bilis bozuklugunu tersine c¢evirir. Bagirsak
disbiyozunun tesvik ettigi néroinflamasyonun AH ilerlemesindeki roliinii vurgulamis ve
Bagirsak mikrobiyotasini yeniden sekillendirerek AH tedavisi i¢in yeni bir strateji

olabilecegi ortaya konulmustur.

Cisternas et al. (2014); Bugine kadar, AH'nin baslangict ve ilerlemesi,
hipertansiyon ve diyabet gibi patolojilerle iliskilendirilmistir.  Yiiksek Na+ alimi
hipertansiyon i¢in 6énemli bir risk faktorii oldugundan, bu hastaligin hastalarin yeme
davranisi ile yakin bir iligkisi vardir. Aslinda, K+ alimindaki artisla birlikte Na+
tiketiminde bir azalma, hipertansiyonu Onlemede farmakolojik olmayan birincil bir
yaklagimdir. K+ alimindaki bir artigin belirli ndropatolojik belirteglerin ekspresyonunu
veya bir fare modelinin biligsel performansini etkileyip etkilemedigini incelenmistir. K+
alimindaki bir artisin AP peptidinin kiimelenme modelinde bir degisiklige yol agtigin
gbzlemlenmis ve tau fosforilasyonunun bazi epitoplarinda kismi bir azalma ve biligsel
performansta iyilesme goézlemlenmistir. Ayrica glial fibriler asidik protein (GFAP),
interlokin 6 (IL-6) ve 4-hidroksinonenal (4-HNE) gibi inflamasyon ve oksidatif stres ile
ilgili belirteclerde de azalma gozlemlenmis. Veriler birlikte, diyetteki degisikliklerin,
ornegin K+ alimindaki bir artig, farmakolojik olmayan bir tedavi olarak AH baslamasinin

onlenmesinde dnemli olabilecegi diislinlilmiistiir.

Rangaraju et al. (2014) ; Otoimmiinitede terapotik 6nemi olan voltaj kapili bir
potasyum kanal1 olan Kv1.3, aktive edilmis mikroglia tarafindan yukar regiile edilir ve
in vitro olarak amiloid aracili mikroglial hazirlama ve reaktif oksijen tiirleri {liretimine
aracilik eder. Insan AD beyin dokusunda Kv1.3 kanal ifadesinin arttigin1 varsaydik. On
AH hastast ve on hastalik dis1 kontrol tizerinde gergeklestirilen kor bir 6liim sonrasi
immiinohistokimyasal yar1 kantitatif analizde, kontrollere kiyasla, AH beyinlerinin 6n
korteksinde onemli Olgiide daha yiiksek bir Kv1.3 boyama yogunlugu (p = 0.03) ve
Kv1.3-pozitif hiicre yogunlugu (p = 0,03) gozlemlenmistir. Bu, AH beyinlerinde artan
sayida Ibal-pozitif mikroglia ile paraleldi. Kv1.3-pozitif hiicreler mikroglial morfolojiye
sahipti ve amiloid plaklar ile iligkiliydi. AH beyinlerinde daha yuksek Kv1.3 ifadesi,
western blot analizi ile de dogrulandi. Bulgular, Kv1.3 kanallarinin insan AH biyolojik

olarak alakali ve mikrogliaya 6zgii hedefler oldugunu desteklemektedir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyaller

Tez kapsamindaki arastirmalarda kullanilan SH-SY5Y (ATCC®, CRL-2266™)
insan noroblastom hicre modeli ATCC® hicre kaltlrt koleksiyonundan temin edildi.
Caligsmada kullanilan kitler ve diger kimyasal malzemeler Tablo 3.1°de, cihazlar ise Tablo

3.2’de gosterilmektedir.

Tablo 3.1. Arastirmada kullanilan kit ve kimyasal listesi

Kitler Almdig1 Firma

MTT Cell Proliferation Assay Kit ~ Chemicon® (Germany)
LDH Assay Kit Cell Biolabs (Chinese)
DMEM Sigma-Aldrich® (Germany)
FBS (Fetal Bovine Serum) Gibco® (USA)
L-Glutamine Gibco® (USA)

PBS Sigma-Aldrich® (Germany)
Tripan Blue Sigma-Aldrich® (Germany)
DMSO Sigma-Aldrich® (Germany)
Tripsi/EDTA Sigma-Aldrich® (Germany)
Etanol Sigma-Aldrich® (Germany)
Triton-X-100 Cell Biolabs (Chinese)
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Tablo 3.2. Arastirmada kullanilan cihaz listesi

Cihazin Ada Modeli

Spektrofotometre Biotek EPOCH

Biyogiivenlik Kabim ESCO NordicSafe™

COy’li Inkiibatér ESCO Celculture

Santrifiy Hettich Zentrifugen Universal 320R
Invert Mikroskop Leica DFC450C Model: CH-9435
Vorteks Wisd Wisenux VM-10

Ultra Saf Su Cihazi

Masatistii pH Metre

Dyjital Mikrobiyolojik Emniyet Kabim
Sogutmali Santrifiij

Isitict-sogutucu Kuru Blok

C021 mcubator(1151t)

Dermn dondurucu — 86, biiyiik boy
UV-Visible Spektrofotometre

Millipore, Q-3W

Adwa . AD1000

ESCO, AC2-4ESM
Hettich, Universal 320R
Biocer, ch 202

Esco. ccl-170b

Esco. uus-439b

Mecasys, Optizen uv/vis

Vorteks DATHAN

Otoklav JSR, JSAC-60

Analitik Terazi (0,0001) Shimadzu ATX 224

Isitilic: Manyetik Kanstirie Dathan, shr

Su Banyosu Daithan

Sterilizator Microtech. mst 55
3.2. Yontem

3.2.1. Hucre kalturt ve néronal farklilasma

No6roblastoma (SH-SY5Y) hucre dizisi (ATCC, CRL-226) hiicresel bir Alzheimer
modeli olusturmak ve Sodyum Hidrojen Karbonat, Sodyum dihidrojen fosfat, sodyum
fosfat dibazik, sodyum asetat trihidrat, sodium sitrat tribazik dihidrat, sodium hidrojen
karbonat, potasyum klorlr, potasyum hidrojen fosfat, potasyum sodium tartarat

bilesiklerin hastaligin fenotipi Uizerindeki etkinliklerine yonelik aragtima i¢in kullanildi.
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%S5 fetal si8ir serumu, %1 penisilin/streptomisin igeren DMEM/F12 hazirland1 ve 5%
CO2 ve 37°C de biiylimesi i¢in birakildi. Hiicre kiiltlirii falakslart %80 yogunlukta
kapladiktan sonra, flask icindeki kiiltiirlere DMEM: F12 (%2 fetal si8ir serumu) icinde
10 uM olacak sekilde trans-retinoik asit (RA) uygulandi ve 7 giin inkiibe edildi. Daha
sonra hiicre kiiltiiriine 3 giin daha 50 ng/ml BDNF uygulandi. inverted mikroskop altinda
hiicresel farklilasma gozlemlendi ve bir akis sitometresi (The CyFlow® Cube 6,

Almanya) kullanilarak farklilasmay1 dogrulamak icin hiicre dongiisii analizleri yapildi.

3.2.2. Hucresel AH toksisite modeli

Farklilagtirilmig olan SH-SY5Y hcre kulturleri, 48 kuyucuklu plaklara her bir
kuyucukta 10° hiicre say1s1 olacak sekilde ekildi ve AH toksisite ortami olusturmak amaci
ile H202'nin inhibe edici dozlari, hiicre Kkiiltiirleri i¢in genis bir konsantrasyon
spektrumunda (12-1500 ug/ml) analiz edildi. H2O2'nin %50 inhibe edici konsantrasyon
(IC50) konsantrasyonu, AH toksisitesini uyarmak icin kultirlere eklendi. Sodyum
hidrojen karbonat, Sodyum dihidrojen fosfat, sodyum fosfat dibazik, sodyum asetat
trihidrat, sodium sitrat tribazik dihidrat, sodium hidrojen karbonat, potasyum Klordr,
potasyum hidrojen fosfat, potasyum sodium tartarat’in iyilesrici etkileri, hiicresel AH
modeli igin farkli konsantrasyonlarda (6,25-400 pg/ml) analiz edildi. 24 saatlik
inkiibasyonun ardindan, sitotoksisite deneyleri kullanilarak t¢li tekrarlanan Grnekler
incelenmistir. Pozitif kontrol icin inkibasyon surelerinin sonunda kilturlere 10 pl triton

X (Sigma-Aldrich® Germany) uygulandi.

3.2.3. Hoechst boyama

Hoechst boyama igin, ilk olarak ortam farkli konsantrasyonlarda L-malik asit ile
muamele edilerek hazirlanan hicre kdlturleri plakalarindan ¢ikarildi. Ardindan
kuyucuklar 2 kez PBS ile yikandi. Son olarak, oyuklar ImM Hoechst 33258 floresan boya
ile oda sicakliginda 5 dakika inkube edildi. Nikleer anomaliler bir floresan mikroskobu

altinda hesaplandi. Toplam 1.000 hiicre sayild1 ve mutasyonlar belirlendi.
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3.2.4. Hucre canhihg analizi

Hiicre canliligi arastirmak ve sonuglari iliskilendirmek igin 3-(4,5-Dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) hiicre canliligi deneyleri kullanildi. Hiicre
kiiltiirlerindeki hiicre canliliklarini arastirmak igin MTT test kiti (Sigma-Aldrich®, ABD)
kullanildi. Uretici talimatlarma gore hiicre kiiltirlerine 5 mg/ml MTT soliisyonu eklendi
ve 37°C'de 3 saat inkube edildi. Daha sonra saglik hiicreleri tarafindan iiretilen formazan
kristalleri inorganik bir ¢6ziclt (DMSO, Sigma-Aldrich®, ABD) kullanilarak ¢oziildii.
Son olarak, htcre kultarleri 570 nm dalga boyunda bir mikroplaka okuyucu kullanilarak

izlendi.

3.2.5. Asetilkolinesteraz (AChE) aktivite testi

Hicresel AH modelindeki asetilkolinesteraz (AChE) aktivitesi ticari bir kit
(Abcam®, UK, Cambridge) kullanilarak iireticinin talimatlarina gére arastirildi. 24
saatlik kimyasal uygulanan hiicre kiiltiirleri, kitin lizis tamponu kullanilarak lizlendi.Her
ornege 50 pl asetiltiyokolin reaksiyon tamponu eklendi ve oda sicakliginda 30 dakika
inkiibe edildi. Orneklerdeki renk yogunluklari, 410 nm dalga boyunda bir mikroplaka
okuyucu kullanilarak izlendi. Enzim aktivitelerini hesaplamak i¢in numunelerdeki

absorbanslar kitin standartlariyla karsilastirildi.

3.2.6. Toplam antioksidan durumu (TAS) ve toplam oksidan durumu (TOS)

analizleri

Toplam Antioksidan Durumu (TAS) ve Toplam Oksidan Durumu (TOS)
arastirmalart ticari kitler (Rel Assay Diagnostics®, Gaziantep, Tirkiye) kullanilarak
yapildi. Hicreler bilesiklerle 24 saatlik inkiibasyonda birakildi. TAS analizi, 18 pl hiicre
kiiltiri siipernatan1 (ve pozitif ve negatif kontroller olarak kitin standardi-Trolox 1
mmol/L ve dH20) 48 kuyucuklu plakalarda 300 pl Reaktif 1 ile karistirilarak kullanildi.
[k okuma bilesenlerin 660 nm absorbansta karistirilmasindan hemen sonra yapildi. Daha
sonra 6rnekler 37°C'de 5 dakika inkube edildi ve tekrar 660 nm dalga boyunda okumalar
yapildi. Tkinci okuma ise ilk okumadan cikarildi ve nihai sonuglara gére hesaplamalar

yapildi. TOS analizi, 45 pl hicre kultlira siipernatani (ve H202 10 pmol/L ve dH20) ve
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300 pl kit reaktifi karistirilarak gerceklestirildi. Absorbans okumalari, numuneler 530
nm'de karigtirildiktan sonra yapildi. Daha sonra her 6rnege kit reaktifi 2 eklendi ve
karisimlar 37°C'de 5 dakika inkiibe edildi. Absorbans, bir mikroplaka okuyucu

kullanilarak 530 nm'de izlendi.

3.2.7. Flow sitometri analizi

Secilen potasyum ve sodyumlu bilesiklerin uygulamasina karst hiicresel AH
modelinde apoptotik ve nekrotik durum, iiretici talimatlarmma gére Annexin V-FITC
Apoptosis Kit (Abcam®, BioVision, UK) kullanilarak belirlendi. 10° hiicre, 48

kuyucuklu bir plakaya ekildi ve bilesikler ile 24 saat streyle kilttirle muamele edildi.

3.2.8. istatistiksel analiz

Calismalardan elde edilen sayisal verilerin istatistiksel analizi, SPSS® Suriim
20.0 ile gergeklestirildi. Post Hoc LSD testi, Istatistiksel degerlendirme igin Tek Yonlii

Anova testi kullanilmis ve istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. SH-SY5Y Hiucre Hatinin Normal Noron Hiicrelerine Doniistiiriilmesi

SH-SY5Y hicre hatt1 T25 flaska ekildi ve hiicre kiiltiirti flakslardaki yogunlugu
%80’e ulagmas icin hiicreler 7 giin inkibe edildi. Daha sonra ndroblastoma hicre hatti
ndron benzeri hucre kaltlrd icin 5 giin boyunca hucre kiltirine 10 mM all-trans retinoik
asit (RA) ilave edildi. Sonuglar incelendiginde hiicre hattinda belirgin morfolojik
degisimler gézlemlendi. inverted mikroskop altinda incelendiginde hiicreler daha diiz ve

dendrit/akson uzadigi gozlendi. Hiicreler arasindaki temas ve iletisimin arttig1 gozlendi.

£y

A B
Sekil 4.1. Farklilagmamis ve farklilasmis SH-SYSY hiicrelerinin morfolojik yapilari. A-
RA icermeyen hiicre kilturd, B- 10 mM RA uygulanmis hiicre kiiltiirii.

4.2. H202 Uygulamasina Karsi Hiicre Canhihg Testi

Dontistiiriilmiis SH-SY5Y hiicrelerinin H2O2 ‘e karsi 1Cso degerlerini belirlemek
icin, ¢esitli konsantrasyonlar (3.125-200 uM) hiicre kultlre 24 saat ve 42 saat slresince
uygulandi. Sonuglar degerlendirildiginde 24 saat siiresince 100 uM H>O> ve 42 saat stiresince

50 uM H20: toplam hiicre popiilasyonlarmin %50,8'ini 61diirdiigii gozlemlendi.
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120 ~
100
80 1 @ Beta Amyloid
60 -
40 -

20 -

% Sitotoxisiste

200 100 50 25 12,500 6.250 3.125 Ctrl(-) Ctrl(+)
H,0, Konsantrasyonlari (M)

Sekil 4.2. Dondistiiriilmiis SHSY-5Y hiicre kiltirine H2O> 24 saat uygulamasi ile hiicre
canlilig1 analizi.

4.3. Sodyum ve Potasyumlu Bilesiklere Hiicre Canlihig Testi

Yapilan c¢aligma kapsaminda ,sitotoksik ve  olmayan aday molekiillerin
belirlenmesi i¢in hiicre canlilik testi olan MTT analizi yapilmistir.Sodyum hidrojen
karbonat, Sodyum dihidrojen fosfat, sodyum fosfat dibazik, sodyum asetat trihidrat,
sodyum sitrat tribazik dihidrat, sodyum dihidrojen karbonat, potasyum klorir, potasyum
hidrojen fosfat, potasyum sodium tartarat’in daha 6nceden belirlenmis olan H2O2’m IC50
degeri ile 9 aday olan bilesik belirlenen doz araliginda(1mg/ml-16,52ug/ml) test edildi.
Yapilan MTT analiz sonucunda Sodyum Hidrojen Fosfat, Sodyum Sitrat Tirbazik
Dihidrat, Sodyum Hidrojen Karbonat, Sodyum Fosfat Dibazik ve Potasyum Tartarat
molekdllerinin belirli dozlarda (1mg/ml-16,52pg/ml) toksisiteye neden olmadigi bu
yizden ndron koruyucu oOzellikleri Alzheimer hastaligi modellinde denenebilecegi

belirlenmistir.
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Sodyum igerikli bilesikler

120 -

100

80

60

40

% Huicre Canhligi

20

1 mg/ml 500 pg/ml250 pg/ml125 pg/ml  62.5 31.25 16.52 (<) Ctrl  (+) Ctrl
pg/ml pg/ml pg/ml
Konsantrasyon (ug/ml)

@ Sodyum hidrojen karbonat B Sodyum Asetat Trihidrat @ Sodyum Dihidrojen Fosfat

Sekil 4.3. Sodyum igerikli bilesiklerin SH-SYS5Y hicre Kkiltirinde sitotoksik
ozelliklerinin MTT canlilik testiyle belirlenmesi.

Sodyum icerikli bilesikler

120
100
80
60

40

% Hucre Canhhgi

20

1mg/ml 500 250 125 62.5 31.25  16.52 (- Ctrl  (+) Ctrl
pug/ml pg/ml pg/ml ug/ml pg/ml pg/ml

Konsantrasyon (ug/ml)

@ Sodyum Sitrat Tribazik Dihidrat @ Sodyum Fosfat dibazik @ Sodyum hidrojen karbonat

Sekil 4.4. Sodyum igerikli bilesiklerin SH-SY5Y hicre kultirinde sitotoksik
ozelliklerinin MTT canlilik testiyle belirlenmesi.
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Potasyum igerikli bilesikler
120 -
100 4
80 -
60 A

40 -

% Hucre Canligi

20 A

1 mg/ml 500 pg/ml 250 pg/ml 125 pg/ml  62.5 31.25 16.52 (-) Ctrl (+) Ctrl
pg/ml pg/ml ug/ml

Konsantrasyon (ug/ml)

@ Potasyum klordr @ Potasyum hidrojen fosfat @ Potasyum sodyum tartrat

Sekil 4.5. Potasyum igerikli bilesiklerin SH-SY5Y hicre kualturinde sitotoksik
ozelliklerinin MTT canlilik testiyle belirlenmesi.

4.4. In Vitro AH Modelinde Sodyum ve Potasyumlu Bilesiklerin Uygulamasinin
Hoechst 33258 Floresan Boyama Sonuclar:

Sodyum Hidrojen Fosfat, Sodyum Sitrat Tirbazik Dihidrat, Sodyum Hidrojen
Karbonat, Sodyum Fosfat Dibazik ve Potasyum Tartarat’in ile muamele edilen SH-SY5Y
hicrelerinin kromozom biitiinliigiinii analiz etmek i¢in Hoechst 33258 fluoresan boyama
teknigi kullanildi. Sodyum Hidrojen Fosfat, Sodyum Sitrat Tirbazik Dihidrat, Sodyum
Hidrojen Karbonat, Sodyum Fosfat Dibazik ve Potasyum Tartarat’in ilavesi, 24 saat ve
48 saat suresince genotoksik 6zellik gostermegi gozlemlenmistir. Niikleer anomaliler bir
floresan mikroskobu altinda hesaplandi. Toplam 1.000 hiicre sayildi ve mutasyonlar

belirlendi.
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Sekil 4.6. A:Negatif kontrol, B:Sodyum hidrojen fosfat, C:Sodyum sitrat tirbazik
dihidrat, D: Sodyum hidrojen karbonat, E:Sodyum fosfat dibazik, F: Potasyum
tartarat.

Tablo 4.1. Potasyum ve sodyum igerikli bilesiklerin uygulanmasindan sonra
mikroniikleus, loblu ve centikli ¢cekirdek anomali sayilari.

R Mikro .. Anomali say1s1/1000
Bilesikler Cekirdek Loblu Centikli hilcre
Negatif kontrol 6 5 6 0,017+0,00119
Sodyum Hidrojen Fosfat 5 7 7 0,019+0,00133
Sc_)d_yum Sitrat Tirbazik 5 5 7 0,018£0,00126
Dihidrat
Sodyum Hidrojen 7 5 5 0,017+0,00119
Karbonat
Sodyum Fosfat Dibazik 8 6 6 0,020+0,00014
Potasyum Tartarat 6 5 4 0,015+0,00105
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4.5. In Vitro AH Modelinde Sodyum Hidrojen Fosfat’in Néron Koruyucu Etkileri

24 saat siiresince 100 pM H2O> uygulacak hiicre hatlarina 7,8; 15,6; 31,2; 62,5;
125; 250 pg/ml konsantrasyonlarda Sodyum Hidrojen Fosfat ile muamele edilen SH-
SY5Y hiicre hattinda noéron koruyucu etkinin 24 saat icin molekili 250 pg/ml
konsantrasyon disinda 125 pg/ml konsantrasyon seviyesinde de hiicre canliligii

uygulanmis H,0» kiyasla 6nemli seviyelerde arttirdigi tespit edilmistir.

120 -
B Sodyum Hidrojen Fosfat

100 -
B g0 -
= *
S *
v 60 4
O
:j::S
© 40 A

20 4

0

250 125 625 312 156 7.8 H202 () Ctrl (+)Ctrl
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.7. Sodyum hidrojen karbonat molekuliinin deneysel alzheimer hastaligi
modelinde ndron korucu etkilerinin MTT hiicre canlilik testiyle belirlenmesi.

4.6. In Vitro AH Modelinde Sodyum Hidrojen Fosfat Mumelesinin Flov Sitometrik

Sonugclar:

Sodyum Hidrojen Fosfat muamelesi ile 24 saat siiresince H.O; ilavesine karsi
hicreler %72,48 yasayabilirligini arttirdi. H2O2 maruziyetinden kaynaklanan nekroz

seviyeleri hem 24 saat stiresince 6nemli 6lglide azalttigir gozlemlendi.
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Sekil 4.8. Hiicre oliimiinii arastirmak igin annexin V-FITC apoptosis Kit (Abcam®,
BioVision, UK) analizi yapilmistir. A- 24 saat slresince sadece SH-SY5Y
hlcreleri B- 24 saat suresince sadece H>O> (100 uM) igeren hticre kiltird C-
24 saat suresince H202 (100 uM) + sodyum hidrojen fosfat (12,5 pg / ml).

4.7. In Vitro AH Modelinde Sodyum Hidrojen Fosfat Muamelesi Sonucunda Toplam
(TAS)/Toplam Oksidatif Stres (TOS) Seviyeleri ve

Asetilkolinesteraz Aktivitesi Uzerine Etkileri

Antioksidan Seviyeleri

Sodyum Hidrojen Fosfat’in néron koruyucu etkisinin mekanizmaya olan katkisini
anlamak icin Toplam Antioksidan Kapasitesi (TAK) ve Toplam Oksidatif Stres (TOS)
diizeyleri analiz edildi. Yapilan analiz sonucunda H.O: uygulanmas: negatif kontrole gore
oksidatif stresi artirarak antioksidayson seviyesini 6nemli Olgiide diigiirmiistiir. Sodyum
Hidrojen Fosfat muamelesi TAS ve TOS seviyesini negatif kontrole yakin seviyelere ¢ekerek

anlamli bir sonug gostermistir.
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Tablo 4.2 Sodyum hidrojen fosfat 24 saat tedavi edilen deneysel bir in vitro
norodejeneratif hastalik modelinde toplam antioksidan durumu (TAS) ve
toplam oksidan durumu (TOS) seviyeleri. Coklu karsilastirma i¢in one-way
ANOVA, dunnett testleri kullanildi. Ayni stitundaki farkli harfler, her bir
degerden istatistiksel anlamlilik gosterir, p < 0,05.

Gruplar TAS (mMTrolox Equiv./L) TOS (uH202 Equiv./L)
(-) Kontrol 0,52+0,122 2,36+0,65¢
H.0, 0,25+0.08° 6,91+1,08¢
Sodyum Hidrojen Fosfat 0,71+0.182 2,62+0,43¢

Bunun ile beraber Asetilkolinesteraz tahlili, Sodyum Hidrojen Fosfat iler24 saat

H20: etkilesimi sonrasinda ACHE diizeylerinde dnemli 6l¢iide bir diisiis saglayamadi.

Tablo 4.3. 24 saat boyunca sodyum hidrojen fosfat uygulamalarina gore in vitro
norodejeneratif hastalik modelinin asetilkolinesteraz aktivitesi (mu/ml).
coklu karsilastirma igin one-way ANOVA, dunnett testleri kullanildi. Ayn1
stitundaki farkli harfler, her bir degerden istatistiksel anlamlilik gosterir, p <

0,05.

Gruplar Asetilkolinesteraz aktivitesi (mu/ml)
(-) Kontrol 294,62+8,15°

H202 412,32+14,32°

Sodyum Hidrojen Fosfat 350,52+11,42°
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4.8. In Vitro AD Modelinde Sodyum Sitrat Tribazik Dihidrat’m Néron Koruyucu
Etkileri

24 saat siiresince 100 uM H20; uygulacak hiicre hatlarina 7,8; 15,6; 31,2; 62,5;
125; 250 pg/ml konsantrasyonlarda Sodyum Sitrat Tribazik Dihidrat ile muamele edilen
SH-SYSY hiicre hattinda néron koruyucu etkinin 24 saat i¢in molekiili 250 pg/ml
konsantrasyon seviyesinde hiicre canliligini uygulanmig H2O> kiyasla 6nemli seviyelerde

arttirdigi tespit edilmistir.

120 -
@ Sodyum Sitrat Tirbazik Dihidrat
100 -

80 A

60 o

% Hucre Canliligi

40 -

20 A

250 125 625 312 156 7.8  H202 () Ctrl (+)Ctrl
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.9. Sodyum sitrat tribazik dihidrat molekiliiniin deneysel alzheimer hastalig
modelinde ndron korucu etkilerinin MTT hiicre canlilik testiyle belirlenmesi.

4.9. In Vitro AH Modelinde Sodyum Sitrat Tribazik Dihidrat Muamelesinin Flov

Sitometrik Sonuc¢lari

Sodyum Sitrat Tribazik Dihihrat muamelesi ile 24 saat stiresince H2O> ilavesine
kars1 hiicreler %79.91 yasayabilirligini arttirdi. Segilen bilesikler arasinda canlilik oranini
en fazla artiran bilesik oldugu gozlemlendi. H20. maruziyetinden kaynaklanan nekroz

seviyeleri hem 24 saat siiresince 6nemli 6l¢lide azalttig1 gozlendi.
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Sekil 4.10. Hiicre oliimiinii arastirmak icin annexin V-FITC apoptosis kit (Abcam®,
BioVision, UK) analizi yapilmistir. A- 24 saat stiresince sadece SH-SY5Y
hucreleri B- 24 saat suresince sadece H202 (100 uM) igeren hicre kilttru C-
24 saat suresince H202 (100 uM) + Sodyum Sitrat Tribazik (12,5 ug / ml).

4.10. In Vitro AH Modelinde Sodyum Sitrat Tribazik Dihidrat Muamelesi
Sonucunda Toplam Antioksidan Seviyeleri (TAS)/Toplam Oksidatif Stres (TOS)
Seviyeleri ve Asetilkolinesteraz Aktivitesi Uzerine Etkileri

Sodyum Sirtrat Tribazik Dihidrat néron koruyucu etkisinin mekanizmaya olan
katkisini anlamak i¢in Toplam Antioksidan Seviyesi (TAS) ve Toplam Oksidatif Stres
(TOS) diizeyleri analiz edildi. Yapilan analiz sonucunda H202 uygulanmasi negatif
kontrole gore oksidatif stresi artirarak antioksidayson seviyesini 6nemli Olclide
distirmistiir. Sodyum  Sitrat Tribazik Dihidrat muamelesi TAS seviyesini negatif

kontrole yakin bi¢cimde yiikseltirken TOS seviyelerinde 6nemli diisiis saglayamadhi.
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Tablo 4.4. Sodyum Sitrat tirbazik dihidrat 24 saat tedavi edilen deneysel bir in vitro
norodejeneratif hastalik modelinde toplam antioksidan durumu (TAS) ve
toplam oksidan durumu (TOS) seviyeleri. Coklu karsilastirma i¢in one-way
ANOVA, dunnett testleri kullanildi. Ayni stitundaki farkli harfler, her bir
degerden istatistiksel anlamlilik gosterir, p < 0,05.

Gruplar TAS(mMTrolox Equiv./L) TOS(uH202 Equiv./L)
(-) Kontrol 0,52+0.122 2,36+0,65¢
H20. 0,25+0.08" 6,91+1,08°
Sodyum Sitrat Tirbazik Dihidrat 0,39+0.122 4,160,839

Bunun ile beraber Asetilkolinesteraz tahlili, Sodyum Sitrat Tribazik Dihidrat ile
24 saat H20; etkilesimi sonrasinda ACHE diizeylerinde 6nemli dlgiide diisiis sagladigi
go6zlendi.

Tablo 4.5. Sodyum sitrat tirbazik 24 saat boyunca uygulamalarina gore in vitro
norodejeneratif hastalilk modelinin Asetilkolinesteraz Aktivitesi (mu/ml).
Coklu karsilastirma icin one-way ANOVA, dunnett testleri kullanildi. ayni
stitundaki farkli harfler, her bir degerden istatistiksel anlamlilik gosterir,

p<0,05.

Groups Asetilkolinesteraz aktivitesi (mu/ml)
(-) Kontrol 294,62+8,15

H202 412,32+14,32°

Sodyum Sitrat Tirbazik Dihidrat 325,18+9,65?
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4.11. In Vitro AD Modelinde Sodyum Fosfat Dibazik’in Noron Koruyucu Etkileri

24 saat siiresince 100 pM H2O> uygulacak hiicre hatlarina 7,8; 15,6; 31,2; 62,5;
125; 250 pg/ml konsantrasyonlarda Sodyum Fosfat Dibazik ile muamele edilen SH-
SY5Yhiicre hattinda hiicre canliligini uygulanmis H.O> kiyasla seviyelerde koruyucu bir

ozellik gdstermemistir.

140 -
B Sodyum Fosfat Dibazik
120 -
100 A

80 -

60 o

% Hucre Canhilig

40 -

20 A

250 125 625 312 156 7.8  H202 ()Ctrl (+)Ctrl

Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.11. Sodyum fosfat dibazik molekdlinin deneysel alzheimer hastaligi modelinde
noron korucu etkilerinin MTT hiicre canlilik testiyle belirlenmesi.

4.12. In Vitro AD Modelinde Sodyum Hidrojen Karbonat Néron Koruyucu Etkileri

24 saat siiresince 100 uM H20> uygulanacak hiicre hatlarina 7,8; 15,6; 31,2; 62,5;
125; 250 pg/ml konsantrasyonlarda Sodyum Hidrojen Karbonat ile muamele edilen SH-
SYS5Y hiicre hattinda noéron koruyucu etkinin 24 saat i¢in molekiilii 250 pg/ml
konsantrasyon seviyesinde hiicre canliligini uygulanmig H>O; kiyasla 6nemli seviyelerde

arttirdigi tespit edilmistir.
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120 -
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Sekil 4.12. Sodyum hidrojen karbonat molekiluniin deneysel Alzheimer hastalig:
modelinde néron korucu etkilerinin MTT hiicre canlilik testiyle belirlenmesi.

4.13. In Vitro AH Modelinde Sodyum Hidrojen Karbonat Muamelesinin Flov

Sitometrik Sonuclar:

Sodyum Hidrojen Karbonat muamelesi ile 24 saat siiresince H20O> ilavesine karsi
hucreler %77.94 yasayabilirligini arttirdi. H202 maruziyetinden kaynaklanan nekroz

seviyeleri hem 24 saat suresince 6nemli 6l¢iide azalttig1 gézlemlendi.
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Sekil 4.13. Hiicre Slimiinii arastirmak icin annexin V-FITC apoptosis Kit (Abcam®,
BioVision, UK) analizi yapilmistir. A- 24 saat siiresince sadece SH-SY5Y
hucreleri B- 24 saat suresince sadece H20 (100 uM) igeren hcre kilttru C-
24 saat suresince H2O2 (100 uM) + sodyum hidrojen karbonat (12,5 pg/ml).

4.14. In Vitro AH Modelinde Sodyum Hidrojen Karbonat Muamelesi Sonucunda
Toplam Antioksidan Seviyeleri (TAS)/Toplam Oksidatif Stres (TOS) Seviyeleri ve

Asetilkolinesteraz Aktivitesi Uzerine Etkileri

Sodyum Hidrojen Karbonat néron koruyucu etkisinin mekanizmaya olan katkisini
anlamak icin Toplam Antioksidan Seviyesi (TAS) ve Toplam Oksidatif Stres (TOS)
diizeyleri analiz edildi. Yapilan analiz sonucunda H202 uygulanmasi negatif kontrole gore
oksidatif stresi artirarak antioksidayson seviyesini 6nemli 6l¢iide diisiirmiistiir. Sodyum
Hidrojen Karbonat muamelesi TAS seviyesini negatif kontrole yakin bigimde

yiikseltirken TOS seviyelerinde 6nemli diisiis saglayamadi.
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Tablo 4.6. Sodyum hidrojen karbonat 24 saat tedavi edilen deneysel bir in vitro
norodejeneratif hastalik modelinde toplam antioksidan durumu (TAS) ve
toplam oksidan durumu (TOS) seviyeleri. Coklu karsilastirma i¢in one-way
ANOVA, dunnett testleri kullanildi. Ayni stitundaki farkli harfler, her bir
degerden istatistiksel anlamlilik gosterir, p<0,05.

Gruplar TAS (mM Trolox Equiv./L) TOS (uM H202 Equiv./L)
(-) Kontrol 0,52+0,122 2,36+0,65¢
H20. 0,25+0,08" 6,91+1,08°
Sodyum Hidrojen Karbonat 0,47+0,132 3,87+0,78"

Bunun ile beraber Asetilkolinesteraz tahlili, Sodyum Hidrojen Karbonat ile 24
saat H,O> etkilesimi sonrasinda ACHE diizeylerinde 6nemli 6l¢iide diisiis saglayamadigi

go6zlendi.

Tablo 4.7. Sodyum hidrojen karbonat 24 saat boyunca sodyum hidrojen fosfat
uygulamalarina goére in vitro ndrodejeneratif hastalik modelinin
asetilkolinesteraz Aktivitesi (mu/ml). Coklu karsilastirma i¢in one-way
ANOVA, dunnett testleri kullanildi. Ayn1 stitundaki farkli harfler, her bir
degerden istatistiksel anlamlilik gosterir, p<0,05.

Gruplar Asetilkolinesteraz aktivitesi (mu/ml)
(-) Kontrol 294,62+8,15%

H202 412,32+14,32°

Sodyum Hidrojen Karbonat 339,38+14,52°

4.15. In Vitro AD Modelinde Potasyum Tartarat’in Néron Koruyucu Etkileri

24 saat siiresince 100 uM H20> uygulanacak hiicre hatlarina 7,8; 15,6; 31,2; 62,5;
125; 250 pg/ml konsantrasyonlarda Potasyum Tartarat ile muamele edilen SH-SY5Y
hiicre hattinda noron koruyucu etkinin 24 saat i¢in molekiilii 250 pg/ml konsantrasyon
seviyesinde hiicre canliligini uygulanmis H20: kiyasla 6nemli seviyelerde arttirdigi tespit

edilmistir.
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Sekil 4.14. Potasyum tartarat molekullnin deneysel alzheimer hastaligi modelinde
ndron korucu etkilerinin MTT hiicre canlilik testiyle belirlenmesi.

4.16. In Vitro AH Modelinde Potasyum Tartarat Muamelesinin Flov Sitometrik
Sonuglari

Potasyum Tartarat muamelesi ile 24 saat stresince H2O; ilavesine kars: hiicreler

%77.94 yasayabilirligini arttirdi. H2O2 maruziyetinden kaynaklanan nekroz seviyeleri

hem 24 saat siiresince 6nemli dlciide azalttig1 gézlemlendi.
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Sekil 4.15. Hiicre oliimiinii arastirmak icin annexin V-FITC apoptosis kit (Abcam®,
biovision, UK) analizi yapilmistir. A- 24 saat stresince sadece SH-SY5Y
hucreleri B- 24 saat suresince sadece H20. (100 uM) iceren hiicre kaltri C-
24 saat suresince H2O2 (100 uM) + Potasyum Tartarat (12,5 pg / ml).

4.17. In Vitro AH Modelinde Potasyum Tartarat Muamelesi Sonucunda Toplam
(TAS)/Toplam Oksidatif Stres (TOS) Seviyeleri

Asetilkolinesteraz Aktivitesi Uzerine Etkileri

Antioksidan Seviyesi ve

Potasyum Tartarat néron koruyucu etkisinin mekanizmaya olan katkisin1 anlamak
icin Toplam Antioksidan Seviyesi (TAS) ve Toplam Oksidatif Stres (TOS) duzeyleri
analiz edildi. Yapilan analiz sonucunda H202 uygulanmasi negatif kontrole gore oksidatif
stresi artirarak antioksidayson seviyesini 6nemli 6l¢iide diisiirmiistiir. Potasyum Tartarat
TAS

muamelesi seviyesini negatif kontrole yakin bicimde yiikseltirken TOS

seviyelerinde dnemli diisiis saglayamadi.
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Tablo 4.8. Potasyum tartarat 24 saat tedavi edilen deneysel bir in vitro nérodejeneratif
hastalik modelinde toplam antioksidan durumu (TAS) ve toplam oksidan
durumu (TOS) seviyeleri. Coklu karsilastirma icin one-way ANOVA,
dunnett testleri kullanildi. Ayni stitundaki farkli harfler, her bir degerden
istatistiksel anlamlilik gosterir, p<0,05.

Gruplar TAS (mM Trolox Equiv./L) TOS (uM H202 Equiv./L)
(-) Kontrol 0,52+0,122 2,36+0,65"
H202 0,25+0,08° 6,91+1,08°
Potasyum Tartarat 0,69+0,17a 3,2510,24f

Bunun ile beraber Asetilkolinesteraz tahlili, Potasyum Tartarat ile 24 saat H.O>
etkilesimi sonrasinda ACHE diizeylerinde ©nemli o6lciide diisiis saglayamadigi

g6zlemlendi.

Tablo 4.9. Sodyum hidrojen karbonat 24 saat boyunca Sodyum hidrojen fosfat
uygulamalarina goére in vitro ndrodejeneratif hastalik modelinin
Asetilkolinesteraz Aktivitesi (mu/ml). Coklu karsilastirma i¢in one-way
ANOVA, dunnett testleri kullanildi. Ayni siitundaki farkli harfler, her bir
degerden istatistiksel anlamlilik gosterir.

Gruplar Asetilkolinesteraz aktivitesi (mu/ml)
(-) Control 294,62+8,15°

H20; 412,32+14,32°

Potasyum Tartarat 335,25+12,62¢
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Alzheimer hastaligi (AH), B-amiloid (AP) i¢eren hiicre dis1 plaklar ve tau iceren
hlcre ici nérofibriler yumaklar ile karakterize edilen norodejeneratif bir hastaliktir. AH
tipik olarak belirgin amnestik bilissel bozulma ile kendini gosterir, ancak daha az siklikla
amnestik olmayan biligsel bozukluk olarak da ortaya ¢ikabilir. AH'l1 hastalarda bilissel
bozuklugun siddeti degisir. En erken belirtiler, nesnel biligsel testlerde bozulmus
performans olmadiginda, zihinsel yeteneklerde 6znel bir diisiis olmasiyla ifade edilir
(Jessen et al. 2014). Hafif bilissel bozukluk (HBB), tek bir biligsel alanin veya
muhtemelen birden fazla biligsel alanin en azindan hafif bir 6l¢iide bozuldugu ve islevsel
kapasitelerin nispeten korundugu bilissel bozuklugun en erken semptomatik agsamasini
ifade eder(Petersen, 2004). Buna karsilik bunama, bagimsizligi bozmaya ve giinliik
yasami etkilemeye yetecek biiyiikliikte bilissel bozukluk olarak tanimlanir. Belirgin
amnestik semptom ve bulgularla birlikte kademeli baslangi¢li ve devam eden ilerlemeli
demans, AH'min prototipik klinik fenotipidir (McKhann et al. 2011b). AH baslangicta
klinikopatolojik bir varlik olarak kabul edilir, yani hasta bir amnestik demansin klinik
sendromunu yerine getirirse ve diger kosullar dislanirsa, nedenin AH patolojisi oldugu

varsayilabilir (Petersen 2018).

Yapilan ¢alismada segilen sodyum ve potasyumlu bilesiklerin ndéron koruyucu
etkileri farklilastirilmis SH-SY5Y hiicre ahttinda incelenmistir. SH-SY5Y hiicre hatti
ndroloji arastirmalarinda en sik kullanilan hiicre dizilerinden birdir. Yaptigimiz ¢calismada
farklilasmamis SH-SYSY hiicre hattina 7 giin boyunca retinoik asit uygulanarak
hlcrelerin néron benzeri hiicrelere dontisiimii gergeklestirildi. Segilen Sodyum hidrojen
karbonat, Sodyum dihidrojen fosfat, sodyum fosfat dibazik, sodyum asetat trihidrat,
sodium sitrat tribazik dihidrat, sodium hidrojen karbonat, potasyum kloriir, potasyum
hidrojen fosfat, potasyum sodium tartarat bilesiklerin hiicre canlilik testleri MTT analizi
ile belirlendi. Onceden belirlenen H202 1 IC50 degeri ile 9 aday olan bilesik belirlenen
doz araliginda(1mg/ml-16.52pg/ml) test edildi. Yapilan MTT analiz sonucunda Sodyum
Hidrojen Fosfat, Sodyum Sitrat Tirbazik Dihidrat, Sodyum Hidrojen Karbonat, Sodyum
Fosfat Dibazik ve Potasyum Tartarat molekillerinin belirli dozlarda (1mg/ml-
16.52ug/ml) toksisiteye neden olmadigi bu yiizden néron koruyucu 6zellikleri Alzheimer

hastaligi modellinde denenebilecegi belirlendi. Yapilan ¢alismalar sonucunda sirasiyla
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sodyum hidrojen fosfat, sodyum hidrojen karbonat, sodyum sitrat tribazik dihidrat ve
potastum tartarat molekillerinin 250 pg/ml konsantrasyona 24 saatlik inkiibasyon
sonucunda koruyucu etki gostermistir. Sodyum hidrojen fosfat molekuli 250 pg/mi
konsantrasyon disinda 125 pg/ml konsantrasyon seviyesinde de hiicre canliligini 24 saat

boyunca canlig1 koruyucu etki géstermistir.

Yapilan Flov sitometri sonuglar1 H2O2 ‘nin hiicre canlilig1 ve nekrotik 6zelliklerini
ortaya ¢ikarmistir. Yapilan bazi ¢alismalar ortaya koymustur ki B-amiloid peptidinin
olusumu apoptotik bir yolaktan ziyade nekrotik bir yolak ile olustugu ortaya konulmustur
(Akama and Van Eldik 2000). Yapilan bu ¢alisma 1s1ginda uygulanan sodyum hidrojen
fosfat uygulamasi nekrozu 24 saat sonunda %9,29’ a kadar azaltabilecegi gosterilmistir.
Yine sodyum hidrojen karbonat’in 24 saatlik uygulamasi sonucunda nekrozu %11, 90° e
kadar azaltabilecegi ortaya konmustur. Sodyum sitrat tribazik dihidrat’in 24 saatlik
uygulamasi sonucunda nekrozu %11, 95° distrdiigii gosteristir. Potastum tartarat’24
saatlik uygulanmasi sonucunda ise nekroz orani %11,83’¢ kadar dislirdigi
gozlemlenmistir. Sodyum ve potasyumlu bilesiklerle yapilan ¢alismalar nekrozu 6nleme
ve kromozom biitiinliigiinii korumaya yonelik etkileri Hoechst 33258 florasan boyama ile
test edilmistir. Saglikli hiicreler ve saglam g¢ekirdek yapilarinda 6nemli 6l¢iide artigin

gerceklestigini yapilan ¢alismalar ile gézler 6niine serilmistir.

Yaptigimiz c¢alismada H20: toksisitesine karsi, Sodyum Hidrojen Fosfat,
Potasyum Tartarat, Sodyum Sitrat Tirbazik Dihidrat, Sodyum Hidrojen Karbonat
uygulamalari agisindan farklilagtirillmis SH-SY5Y hiicre kultrlerinde antioksidan ve
oksidatif stres kosullarini analiz etmek i¢in Toplam Antioksidan Durumu (TAS) ve
Toplam Oksidan Durumu (TOS) tanestleri yapilmistir. H202 uygulanmasi negative
kontrole gore oksidatif stresi artirarak antioksidayson seviyesini onemli Ol¢iide
diisiirmiistiir. Sodyum Hidrojen Fosfat, Potasyum Tartarat, Sodyum Sitrat Tirbazik
Dihidrat, Sodyum Hidrojen Karbonat uygulamalar1 toplam antioksidan seviyelerini
negatif konrol seviyelerine yiikseltmistir. Segilen bilesiklerden sadece Sodyum Hidrojen
Fosfat oksidatif stresi negative konrol seviyesine diisiirdligi gozlemlendi.Yapilan
calismalar1 desteklemek adina asetilkolin esteraz aktite analizi yapilmistir.
Asetilkolinesteraz (AChE) aktiviteleri, Sodyum Hidrojen Fosfat, Potasyum Tartarat,
Sodyum Sitrat Tirbazik Dihidrat, Sodyum Hidrojen Karbonat uygulamalar1 hiicresel AH
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modelinde denendi. Negatif kontolle kiyaslandiginda bilesiklerin farklilastirilmig SH-
SY5Y hicre kulttrlerinde AChE aktivitelerini 6nemli 6l¢iide degistirmedigi gozlemlendi.
Ote yandan, H20, uygulandiginda negatif kontrolle karsilastirildiginda farklilasmus hiicre
kiiltirlerinde AChE aktivitesini onemli 6l¢iide artirmistir (294,62+98,15 mu/ml'den
412,32+14,32 mu/ml'ye). Ayrica H2O: bilesigi igeren hiicre kiiltiirlerine Sodyum
Hidrojen Fosfat, Sodyum Hidrojen Karbonat, Potasyum Tartarat uygulandiginda H>O>
AChE inhibitor 6zelliklerini islenmemis kosullarda iyilestirebildigi gézlendi.

Sonuglar degerlendirildiginde, secilen sodyum ve potasyumlu bilesiklerin H20-
toksisitesine kars1 bir néroprotektif etkisi oldugu gosterilmistir. Farklilasmig SH-SY5Y
hicre kilturinde H.O> sitotoksitesini 6nemli olglide azalttigi gostermis olduk. H20»
neden oldugu nekrozu segilen sodyum ve potasyumlu bilesiklerle onemli Ol¢iide
azalttigin1 gosterdik. Alzheimer hastaliginda artan asetilkolinesteraz aktivitesi segilen
sodyum ve potasyumlu bilesiklerin uygulamasi ile inhibe edilebilecegi gosterilmistir.
Yapilan c¢aligmalar tam olarak etki mekanizmalarini ortaya koymamakta. Secilen
bilesiklerin Sodyum/Kalsiyum degistiricilere olan etki mekanizmasini ortaya koymak.
ER, bir AP iiretim bolgesi tamimlanmustir, bu nedenle ER Ca'? homeostazindaki
bozukluklar ve bunun sonucunda ER islev bozuklugu, APPnin patolojik islenmesine ve
AP seviyelerinin artmasina neden olabilir (Paschen 2001).Sectigimiz sodyumlu
bilesiklerin hiicre hattina uygulanmasi ile hiicre i¢cinde sodyumun hiicre i¢inde kalsiyum
ile sodyum/kalsiyum degistiriciler sayesinde hiicre i¢i kalsiyum hemostazini
dengeleyerek APP’nin patolojik islenmesini engelleyerek néron hicrelerini nekroza
gitmesini engelledigini diisiinmekteyiz. Yapilan bazi caligmalarda Alzheimer olan
hastalarin noron hiicrelerinde NCX’lerin artmasi bunu bize diisiindiirmiistiir. Pedro
Cisternas ve ark 2014 yilinda; Bugiine kadar, AH'min baslangici ve ilerlemesi,
hipertansiyon ve diyabet gibi patolojilerle iliskilendirilmistir. K+ alimindaki bir artisin
belirli noropatolojik belirteclerin ekspresyonunu veya bir fare modelinin biligsel
performansini etkileyip etkilemedigini incelenmistir. K+ alimindaki bir artisin AP
peptitinin kiimelenme modelinde bir degisiklige yol agtigim1 gozlemlenmis ve tau
fosforilasyonunun bazi epitoplarinda kismi bir azalma ve biligsel performansta iyilesme
gozlemlenmistir. Bu bilgiler 1s181nda hiicre i¢ine potasyum alinimin artmast AH ig¢in

tedavi edici 6zellikte olabilecegi diisiiniilmiistiir.
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llerleyen asamalarda gen seviyesinde yapilacak olan calismalar kullanilan
bilesiklerin etki mekanizmalar1 daha rahat anlasilabilecektir. Ayrica gen seviyesindeki
arastirmalar fare uygulamalariyla desteklenerek ilag olarak kullanimi uygun olup

olmadig1 arastirilacaktir.
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