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ÖZET 

 

PC12 HÜCRE HATTINDA Aβ25-35 İLE İNDÜKLENEN HÜCRE 
SİTOTOKSİSİTESİ VE OKSİDATİF HASAR ÜZERİNE ŞİKONİNİN ETKİLERİ 

Neslihan ÖZTAŞ 

Yüksek Lisans Tezi, Tıbbi Biyokimya Anabilim Dalı 

Tez Danışmanı: Prof. Dr. Seyithan TAYSI 

Haziran 2017, 61 sayfa 

Alzheimer Hastalığı (AH) ilerleyici hafıza kaybı ile seyreden, kronik nörodejeneratif bir 
hastalıktır. Şikonin antioksidan, anti-inflamatuar, anti-trombotik, anti-mikrobial, anti 
kanser ve yara iyileşmesi gibi birçok olumlu etkiye sahip olduğu görülmüştür. Bu tez 
çalışmasında PC12 hücre hattında Aβ25-35 ile oluşturulan AH modelinde şikonin’in Aβ 
toksisitesine ve sonucunda oluşan oksidatif hasara karşı olası koruyucu etkisinin varlığı 
araştırılması amaçlanmıştır. Aβ25-35 ve şikoninin PC12 hücre canlılığı üzerine etkileri 
MTT [3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5 diphenyl-2H-tetrazolium bromide] yöntemi ile 
belirlendi. Süperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz (CAT) 
aktiviteleri, malondialdehit (MDA) ve nitrik oksit (NO•) düzeyleri ELISA yöntemi ile 
analiz edildi.  5µM Aβ25-35 ile azalan hücre viabilitesinin 20 μM şikonin ilavesi ile anlamlı 
bir şekilde arttığı, Aβ25-35 ile artan NO• ve MDA düzeyleri şikonin ilavesi ile azaldığı, 
Aβ25-35 ile azalan SOD ve GSH-Px enzim aktiviteleri şikonin ilavesi ile arttığı ve benzer 
şekilde Aβ25-35 ile azalan katalaz enzim aktivitesi şikonin ilavesi ile arttığı gözlendi. Aβ25-

35 ile PC12 hücrelerinde oluşturulan in vitro AH modelinde şikoninin oluşan nöronal 
sitotoksisite ve oksidatif hücre hasarı üzerine olumlu etkilerini ortaya koymuştur. 
Böylece, şikoninin AH’ında önemli bir patofizyolojik mekanizma olan Aβ ile indüklenen 
sitotoksisite ve oksidatif hasarın önlenmesinde potansiyel bir ajan olabileceği 
düşüncemizi desteklenmektedir. 
 
Anahtar Kelimeler: Alzheimer Hastalığı, Amiloid β, oksidatif stres, şikonin 
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ABSTRACT 

 

THE EFFECT OF SHIKONIN ON AΒ25-35 INDUCED CELL CYTOTOXICITY 

AND OXIDATIVE INJURY IN PC12 CELL LINE 

Neslihan ÖZTAŞ 

Masters thesis, Department of Medical Biochemistry 

Supervisor: Prof. Dr. Seyithan TAYSI 

June 2017, 61 pages 

Alzheimer's Disease (AD) is a chronic neurodegenerative disorder characterized by 
progressive loss of memory. Shikonin has been shown to have many positive effects such 
as anti-oxidant, anti-inflammatory, antithrombotic, antimicrobial, anticancer and wound 
healing properties. In this study, using the AD model induced with Aβ25-35 in the PC12 
cell line, we aimed to investigate the potential protective effect of Shikonin against Aβ 
toxicity and its resulting oxidative damage. The effects of Aβ25-35 and shikonin on PC12 
cell viability was determined by MTT [3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5 diphenyl-2H 
tetrazolium bromide] assay. To examine the effects of Aβ25-35 and Shikonin oxidative 
stress, we analyzed the levels of superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase 
(GSH-Px), catalase (CAT) and lipid peroxidation product, malondialdehyde (MDA) 
using Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) method. Nitric oxide (NO•) was 
colorimetrically analyzed by Griess method. On addition of 20μM shikonin, reduced cell 
viablility noted with 5µM Aβ25-35 was significantly increased. increased levels of NO• and 
MDA by Aβ25-35 decreased by the addition of shikonin, increased SOD and GSH-Px 
enzyme activities reduced Aβ by the addition of shikonin. Similarly, CAT enzyme activity 
decreased with Aβ25-35 by the addition of shikonin. Results obtained from this study reveal 
the positive effects of shikonin on neurotoxicity and oxidative damage in Aβ25-35-induced 
AD model created in vitro in the PC12 cells We therefore are of the opinion that shikonin 
may be a potential agent in preventing the cytotoxicity and oxidative damage induced by 
Aβ.  
 
Key Words: Alzheimer's Disease, Amyloid β, Oxidative stress, Shikonin. 
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1. GİRİŞ ve AMAÇ 

 

 

İlk olarak 1907 yılında Alman hekim Alois Alzheimer tarafından Alzheimer Hastalığı 

(AH) klinik ve nöropatolojik özellikleri ile tanımlanmıştır (1,2). AH ilerleyici hafıza 

kaybı ile seyreden, kronik nörodejeneratif bir hastalıktır. Günümüzde ölüm nedenleri 

arasında altıncı sırada yer alan bu hastalık ilerleme sürecinde, hastayla beraber hasta 

yakınlarını da etkilediği için sosyo-ekonomik bir problem oluşturmaktadır (3). 

AH’nin görülme oranı yaşa bağlı olarak logaritmik şekilde artmaktadır (4,5). AH, 

demansın en sık nedeni olup 21.yüzyılda en önemli sağlık sorunlarından biri olmuştur 

(6). Toplum bazında hastalığın görülme sıklığı 65 yaşın altında %4 iken, 85 yaş ve 

üstünde %38 olarak bildirilmiştir (7). 

AH ilerleyici, kronik ve geri dönüşümsüz bir nörodejeneratif hastalıktır. Ancak hastalığın 

kesin patofizyolojisi henüz ortaya konulamamıştır. İlerleyici sinaptik bozulma ve nöron 

kaybının yanı sıra, hücre dışında amiloid plakların (AP) birikimi, hücre içinde ise 

nörofibriler yumakların (NFY) oluşumu bu hastalığın patogenezindeki temel 

değişikliklerdir. AP’nin temel bileşeni amiloid beta (Aβ) proteini iken, NFY’lerin ana 

bileşeni hiperfosforile tau proteinidir. AH patogenezinde, tau proteininin 

hiperfosforilizasyonuna yol açan hipoaktif fosfatazlar ve/veya hiperaktif kinazlar tau 

proteinin mikrotübüllere bağlanma yeteneğini bozarlar. Mikrotübüllere bağlanamayan 

fosforilize tau çözülemeyen çift sarmallı filamanlara dönüşür. Bunlar zamanla 

intranöronal NFY’lere dönüşürler. NFY’ler aksonal transportu ve hücre iskeleti 

bütünlüğünü bozarak hücre ölümüne sebep olurlar (8).  

AH’deki ikinci ana nöropatolojik değişiklik, temel bileşeni Aβ peptidi olan, AP’lerdir. 

Aβ, diffüz plaklar şeklinde katlanır ve sonra yoğun nöritik plaklara dönüşür. Zararsız Aβ 

içerikli gevşek plakların β kıvrımlı zararlı yoğun plaklara dönüşümü net olarak 

bilinmemektedir. Gevşek plaklarda Aβ birikimi serbest radikallerin ve oksidatif stresin 

meydana gelmesine ve bu faktörlerde plakların fiziksel değişimine sebep oluyor olabilir 

(9). Aβ’nın oksidatif hasar, inflamasyon ve nörotoksisite gelişiminde önemli rolleri 

vardır. Ayrıca Aβ, hastalıkla ilgili bölgelerde tau hiperfosforilasyonunu arttırır ve böylece 

NFY içinde tau proteininin agregasyonunu indükler (10). 
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AH patogenezini açıklamak için ileri sürülen Aβ kaskad hipotezine göre, Aβ’nın nöron 

hücre membranının yapısını bozarak hücre içindeki Ca+² konsantrasyonu arttırdığı ve 

böylece oksidatif stresi tetiklediği ve sonuç olarak nöronal hücre ölümüne sebep olduğu 

ileri sürülmektedir. Hücrede oksidatif stresin artışı ile karbohidrat, lipit, protein ve DNA 

gibi makromoleküllerin büyük oranda zarar gördüğü bilinmektedir (11). 

Yapılan in vivo ve in vitro deneysel çalışmalar ve insan beyin çalışmaları oksidatif stresin 

AH’da gözlenen nörodejenerasyonda önemli rol oynadığını göstermiştir (12). Beyin, 

oksijen ve enerji tüketiminin fazla olması, doymamış yağ asitleri ve lipitler yönünden 

zengin olması ve antioksidanların düşük seviyede olması sebebiyle vücudun diğer 

organlarına göre oksidatif hasara karşı daha duyarlıdır (13). 

Bir naftakinon türü olan şikonin, Lithospermum erthrorhizon Sieb. Et Zucc. 

(Boraginaceae) bitkisinin kurumuş köklerinden elde edilmekte ve geleneksel Çin tıbbında 

bitkisel ilaçların yapımında kullanılmaktadır. Yaklaşık otuz yılı aşkın süredir yapılan 

çalışmalar, Çin tıbbında bilimin temelini oluşturan şikoninin birçok faydalı etkilerinin 

olduğu görülmüştür. Özellikle de şikonin ve türleri bu ham ilaçların farmakolojik 

özelliklerini taşıyan temel maddelere sahiptir (14,15). 

Yapılan bir çalışmada şikonin’in farelerde oluşturulan deneysel iskemi modelinde, 

iskemiye bağlı oluşan inflamatuar yanıtları regüle ettiği ve Kan Beyin Bariyeri (KBB) 

geçirgenliğini iyileştirdiği ve böylece beyni etkin bir şekilde koruduğu görülmüştür (16). 

Bir diğer çalışmada yetişkin erkek farelerde oluşturulan iskemi/reperfüzyon hasarına 

karşı şikonin’in nöroprotektif etkiler sergilediği gösterilmiştir. Bu çalışmada şikonin’in 

nörolojik defisit skorlarında, infarkt büyüklüğünde ve malondialdehit, karbonil ve reaktif 

oksijen türlerinin seviyelerinde anlamlı bir azalmaya neden olduğu gözlenmiştir. Aynı 

zamanda glutatyon/glutatyon disulfide oranını azaltırken süperoksit dismutaz, katalaz ve 

glutatyon peroksidaz aktivitesinin ileri yönde artışını sağladığı ve nöronal hasarı azalttığı 

da bu çalışma sonucu elde edilmiştir. Yapılan bu çalışmalar sonucunda şikonin’in serebral 

iskemi/reperfüzyon hasarına karşı nöroprotektif ve antioksidan etkilere sahip olduğu 

gösterilmiştir (17). 

Bu tez çalışmasının amacı, PC12 hücrelerinde Aβ ile oluşturulan AH modelinde 

şikonin’in Aβ toksisitesine ve sonucunda oluşan oksidatif hasara karşı olası koruyucu 

etkisinin varlığının araştırılmasıdır. 
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2. GENEL BİLGİLER 
 

 

2.1. Alzheimer Hastalığı 

1907 yılında ilk olarak Alman hekim Alois Alzheimer tarafından 51 yaşında 

nöropsikiyatrik hastalık sebebiyle ölen bir kadının beyin organındaki değişikliklerin 

incelenmesi ile tanımlanan ve uzun yıllar demansın presenil formu olarak kabul edilen 

hastalık yaygın olarak Alzheimer Hastalığı olarak bilinmektedir (18). AH, 1907 yılından 

beri bilinen, günlük yaşam aktivitelerinde azalma, bilişsel işlevlerde bozulma, psikolojik 

ve davranışsal bozukluklarla sonuçlanan ilerleyici nörodejeneratif bir hastalıktır (19). 

 Alzheimer Hastalığı, demans tablosunun görülen en sık nedeni olup, tüm demans 

vakalarının %50-70’ini oluşturmaktadır. Yapılan prevalans çalışmalarına göre 2000 yılı 

içinde dünyada 25 milyon Alzheimer hastasının bulunduğu ve yeni koruyucu-

nöroprotektif tedaviler geliştirilemezse bu sayının 2050 yılına kadar 114 milyona 

ulaşacağı tahmin edilmektedir (20). 

Alzheimer Hastalığının henüz kesin etiyopatogenezi ortaya konulamamasına rağmen 

histopatolojik olarak senil amiloid plaklar (SP), nörofibriler yumak (NFY) oluşumu, 

sinaps-nöron kaybı ve beyinde belirgin atrofi, giruslarda daralma, sulkus ve 

ventriküllerde genişleme olduğu bildirilmiştir (8). 

 

Şekil 1: Aynı yaşa ait sağlıklı beyin (solda) ile Alzheimer Hastasına ait beyin (sağda) (21) 
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Günümüzde bile AH’nin kesin tanısı ancak post-mortem beyin incelemesi ile 

gerçekleşebilmektedir. Klinikte belirlenen tanı ise olası AH tanısıdır. Bununla birlikte 

fizyolojik ve nörolojik muayene, hasta öyküsü, nöropsikolojik testler, laboratuvar 

incelemeleri ve görüntüleme yöntemleri ile yüksek oranda (%85-90) klinik tanı koymak 

mümkündür. Amerikan Nöroloji Akademisi tarafından 2001 yılında yayınlanan bir 

rehberle AH için standart tanı kriterleri olarak geliştirilen Uluslararası Nörolojik ve 

Bilişsel Hastalıklar Ulusal Enstitüsü İnme, Alzheimer hastalığı ve İlişkili Hastalıklar 

Birliği (NINCDS-ADRA) ve Tanısal ve İstatiksel El Kitabı-IV (DSM-IV) kriterlerinin 

kullanımı güvenilir bulunarak önerilmektedir (19). 

 

Şekil 2:  AH tanısında DSM-IV kriterleri (19). 

Alzheimer Hastalığı için belirlenmiş birkaç risk faktörü ile üzerinde halen çalışılan ve 

hastalığın gelişimindeki rolü henüz kesin olarak aydınlatılamamış faktörler de vardır. Bu 

risk faktörleri içerisinde yaş en önemli risk faktörüdür. 65 yaşın altındaki popülasyonda 

hastalığın görülme oranı az iken 85 yaşın üzerinde yaklaşık %38’ e ulaşmaktadır (7). 

Genetik faktörler, büyük oranda AH’da hastalığın gelişiminde çevresel faktörlere zemin 

oluşturan risk faktörüdür. Çevresel ve genetik faktörlerin etkileşimi ile AH oluşur. AH 

oluşumu çoğunlukla sporadiktir ve tüm Alzheimer olgularının yaklaşık %5’i kalıtsal olma 

(basit Mendel kalıtımı ile otozomal dominant geçiş) özelliği taşır (22).  

APP (amiloid prekürsör protein) genindeki mutasyonlar, ailesel AH’ nın küçük oranda 

sebebi olup ailesel EBAH (Erken Başlangıçlı AH) olgularının %10-15’inde etkilidir ve 

amiloid metabolizması aracılığı ile hastalığın patogenezine ışık tutmuş ve aynı zamanda 
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Down sendromu ile AH arasındaki ilişkiyi de anlatmıştır. Bilindiği gibi Down sendromlu 

kişiler 21. kromozomun üç kopyasını taşırlar (Trizomi 21) ve bu tip kişiler 30’lu 

yaşlardan itibaren çoğunlukla AH’nin göstergesi olan nöropatolojik değişiklikler 

meydana gelir (23). 

Beyinde ve plasmada kolesterol taşıyan ApoE (apolipoprotein E), temel 

apolipoproteinlerden biri olup Santral Sinir Sistemi (SSS)’de oluşan hasar sonucu 

aksonların miyelinizasyonu ve nöronal membranın onarımında gerekli olan kolesterolün 

salınımını ve hücrelere yeniden dağılımını kontrol eder. Beyinde ise ApoE birincil olarak 

astrositler ikincil olarak mikroglia ve nöronlarda sentezlenmekte ve salgılanmaktadır. 

İnsanlarda üç ayrı allelik formu vardır; ε2, ε3 ve ε4. Sağlıklı bireylerde ε3 sıklığı %70 

iken, ε4 sıklığı %20’dir. AH kişilerde bu oran %40’a çıkmaktadır. Fakat insanlarda 

ApoE-ε4 allelinin varlığı her zaman AH’ye sebep olmaz ancak hastalığa duyarlılığı 

arttırır, bu nedenle bu gen duyarlılık geni olarakta bilinmektedir (24,25). ε2 allelin ise Aβ 

peptid temizlenmesinde etkili olduğu ve bu nedenle koruyucu etmen olduğu bilinmektedir 

(26). 

Risk faktörlerinden olan cinsiyet halen tartışılan bir konudur. Bazı epidemiyolojik 

çalışmalar sonucunda kadın cinsiyetin AH riskini arttırdığı bulunmuştur. Kadınlarda 

gözlenen yaşam süresinin uzunluğu ya da çoğunlukla daha düşük eğitim seviyelerine 

sahip olunmasının bu oranı artırdığı düşünülsede, eğitim ve yaş faktörlerinin göz ardı 

edildiği lojistik regresyon analizi modellerinde de kadınlarda demans riskinin arttığı 

gözlenmiştir. Menopoz yaşı ve östrojen eksikliği gibi etmenler ile AH ilişkisi araştırılmış 

fakat kesin bir ilişki bulunamamıştır. Östrojen eksikliğinin nöronların düzenlenmesi, 

serebral kan akımı, glial hücrelerin gelişimi ve ApoE ekspresyonu gibi süreçleri 

etkileyebileceği düşünülmektedir. Östrojenin ApoE ε4 heterozigotlarda ε4’ün 

ekspresyonunu baskılanarak demans başlama yaşını geciktirebildiği belirtilmiştir 

(24,27,28). Fakat 2003’te yayınlanan ‘Women’s Health Initiative’ çalışmasının verilerine 

göre östrojen kullanan bireylerde demans riskinin arttığı gözlenmiş olup, AH tedavisi ve 

önlenmesinde kullanılması önerilmemiştir (29). 

Cinsiyet, yaş, aile öyküsü ve Down sendromu gibi genel risk faktörlerinin dışında, 

dislipidemi, diabetes mellitus, hipertiroidi, hipertansiyon, B12 vitamini beslenme 

yetersizlikleri, düşük sosyoekonomik düzey, infeksiyonlar, oksidatif hasar, inflamasyon, 

homosistein yüksekliği eksikliği, inme gibi birçok sayıdaki risk faktörleri son yıllarda 

belirlenmeye başlamıştır. Türkiye’de yapılan bir çalışmada ülkemizde AH gelişiminde 
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etkili risk faktörleri incelenmiş ve lojistik regresyon analizlerinde, vitamin kullanımı, yaş, 

cinsiyet ve depresyonun bağımsız risk faktörleri olduğu saptanmıştır (30). 

Nörotoksinler, kurşun, organik çözücüler, demir, endüstriyel boyalar, çinko, bakır, 

glutamat, alüminyum gibi metallerin AH oluşumu ile ilişkili olduğu ileri sürülmüştür 

(31,32,33). Fakat sayılan toksik maddeler ile AH arasında kesin bir ilişki gözlenmemiştir. 

Bununla birlikte epidemiyolojik ispatlar beyinde metal düzeylerinin yükselmesinin, 

AH’ın nörodejeneratif sürecin gelişimi ve ilerlemesiyle ilişkili olduğunu göstermektedir 

(34). 

AH’de amiloid plakların oluşmasında kolesterolün rolü büyüktür. Kolesterol seviyesi ile 

fazla APP oluşumu arasında ilişki gösterilmiş, statinler ile kolesterol seviyesinin 

düşürülmesinin AH riskini %70 azalttığı ileri sürülmüştür (32,35,36). 

Son yıllarda AH ile vasküler faktörler arasındaki ilişki önem kazanmaktadır. Vasküler 

demansa ilaveten inme varlığı AH oluşumunda önemli bir risk faktörüdür (37). AH’da 

diyabetin düşük bir risk faktörü olup olmadığını belirten çalışmalar vardır. 

Hipergliseminin amiloid agregasyonunu arttırabileceği, diyabet ve AH arasındaki ilişki 

NFY’lerde glikozillenmiş son ürünlerin varlığı gibi bulgularla açıklanmaya çalışılmıştır. 

Diğer taraftan, diyabetiklerde sık görülebilen hipoglisemilere bağlı olarak nöronal hasarın 

demans gelişimini tetikleyebileceği düşünülmektedir. Diyabetin AH için önemli bir risk 

faktörü olup olmadığı yoksa neden olduğu vasküler sorunlar ve eşlik eden dislipidemi, 

hipertansiyon ile dolaylı olarak mı riski arttırdığı hala bilinmemektedir (38).  

Alzheimer hastalığı oluşumunda hipotiroidininde riski arttırdığı belirtilmiştir. AH 

bireylerin hipokampüsünde tirotiropini salgılatıcı hormon (TRH) konsantrasyonunda 

azalma saptanmış, TRH’nin hipokampüste proteinlerin fosforilasyonunu düzenlediği ve 

böylelikle AH patogenezinde yer alabileceği öne sürülmüştür (39). 

 

2.2. Alzheimer Hastalığı Epidemiyolojisi 

Demans toplumda ilerleyen yaş ile birlikte artış göstermektedir. Yapılan bir çalışmada, 

yaşlılıktaki demans prevalansının Kuzey Amerika ve Batı Avrupa’da % 6,4-% 5,4 ile en 

yüksek değere sahip olduğu, bunların Latin Amerika (% 4,9), Çin ve gelişmekte olan 

Batı-Pasifik komşularının (% 4) izlediği görülmüştür. Bu ülkelerdeki yıllık insidans 

oranları ise, Kuzey Amerika için % 1.05, Batı Avrupa için % 0.88, Latin Amerika için % 
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0.92, Çin ve gelişmekte olan Batı-Pasifik komşuları için % 0.8 olarak belirlenmiştir. 

Demans hastalarının yarısından fazlasının AH ile ilişkili olduğu bildirilmiştir (40). 

Alzheimer hastalığı yaşla ilgili demansın en yaygın formudur ve hastalığın oluşma riski 

yaş ile bağlı olarak logaritmik bir şekilde artmaktadır (4,5). 65 yaşın altındaki 

popülasyonda hastalığın görülme oranı az iken 85 yaşın üzerinde yaklaşık %38’e 

ulaşmaktadır (7). 

Tahminen dünyada 40 milyon insanın çoğunluğu 60 yaş üstü olup demans hastalığına 

sahiptir ve bu durum 2050 yılına kadar her yirmi yılda bir ikiye katlanacağı tahmin 

ediliyor (41). 

Demansın prevalansındaki öngörülen artış, orantılı olarak çok yaşlı bir nüfusa sahip batı 

Avrupa ve Amerika ülkelerinden ziyade gelişmekte olan genç nüfusa sahip ülkelerde 

daha yüksektir. Güvenilir tahminlere göre erken başlangıçlı demans ve AH (65 yaş 

öncesi) prevalansı azdır. 50 yaş öncesi demansın görülme oranı 1/4000’dir ve yaklaşık 

olguların %30’u AH’nin oluşmasına neden olmaktadır (42). 

Hastaların yaşam süresi, prevalans ve insidans oranları ile ilişkilidir. AH’nin 

başlangıcından sonra ilerlemesi 2 ile 16 yıl arasında değişmekle birlikte, ortalama yaşam 

süresi yapılan son çalışmalarda 3-7 yıl olarak belirtilmiştir. AH, ABD’de genel ölüm 

nedenleri arasında 6. sırada iken, 65 yaş ve üzerindeki bireylerin ölüm nedenleri arasında 

5. sıradadır (7). 

2.3. Alzheimer Hastalığı’nın Nöropatolojisi Ve Patogenezi 

Alzheimer hastalığında histopatolojik olarak nörofibriler yumak (NFY) ve amiloid plak 

(AP) oluşumu, sinaps oluşumu, beyinde belirgin atrofi ve nöron kaybı mevcuttur. Her iki 

durumda da (AP ve NFY), normal yaşlanmada ve bazı diğer nörodejeneratif hastalıklarda 

görülebilir. Fakat AH’ın kesin olarak belirlenebilmesi için lezyonların belirli bir 

nöroanatomik dağılım göstermesi ve belirli bir miktarda olması gerekmektedir (43). 



10 

 

 

Şekil 3: AH nöropatolojisinde görülen AP ve NFY oluşumları (44) 

Alzheimer hastalığının patogenezini anlamak için NFY’ler ve AP’ler arasındaki ilişkiyi 

belirlemek kesinlikle gereklidir ve büyük olasılıkla AH fizyopatolojisindeki en büyük 

bilinmezi oluşturmaktadır. Tahmin edilen bağlantılardan biri ise, apoptoz başlatıcıları 

olan sistein aspartil proteazlarını (kaspazları) içermektedir. Büyük oranda artan kanıtlar, 

Aβ peptid birikiminin kaspazların aktivasyonunu indüklediği, böylece kaspazın tau 

proteininin bölünmesine neden olduğu ve bu olayın erken AH’da gerçekleştiği 

düşünülmektedir. NFY oluşumunda tau proteininin bölünmesi kritik bir durum olduğu 

görülmektedir (45).  

Başka bir kurama göre AP’ler ve NFY birbirinden bağımsız olup, AH patogenezinin 

aracıları değil, sonuç ürünleri olarak işlev görmektedir. Bu kurama göre AH, çevresel ve 

genetik faktörlerle yaşam süresince giderek biriken plastisite yükünün artık kaldırılmaz 

hale gelmesi sebebiyle, normal yaşlanma sürecinden çıkmanın sonuçlarıdır. Çoğunlukla 

plastisite yükünün fazla olduğu alanlarda fosfataz-kinaz dengesinin bozulması, 

fosforillenmiş tau proteininin defosforilasyonunun gerçekleşemeyerek patolojik 

katlanmasına sonrada oligomerlere dönüşmesine sebep olmaktadır (43).  

AP’lerin ve NFY’lerden başka inflamasyon, gliozis, sinaps ve nöron kayıpları, kortikal 

kolinerjik inevarsiyon ve diğer nörotransmitter sistemlerde gerçekleşen kayıplar AH 

nöropatolojisinin yapılarını oluşturmaktadırlar (8). 
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2.3.1. Amiloid Plak (AP) Oluşumu  
Amiloid beta 19. kromozomda kodlanır ve işlevi hala kesin olarak anlaşılamamış bir 

transmembran protein olan amiloid prekürsör protein (APP)’den proteolitik yolla 

meydana gelmektedir (9,46). APP’nin nöroprotektif ve nörotrofik aktivitesi olabilir (47). 

Genel anlamda Aβ’nın işlevi ise bilinmemektedir. AH’deki ilk patolojik olay çözülebilir 

amiloid fibrillerinin meydana gelmesi ve bunların nöritik plaklara dönüşmesi olabilir. 

APP’nin de tıpkı transmembran proteinlerde olduğu gibi hücre içinde 28 aminoasitten 

oluşan bir karboksi ucu ve hücre dışında ise bir amino ucu vardır. Aβ, APP’nin hücre içi 

bölgesini de içermektedir. APP bir seri proteolitik yollarla kesilerek metabolize 

edilmektedir. Proteolitik yoldaki bu enzimler α, β ve y sekretaz olarak adlandırılır. APP’yi 

α-sekretaz Aβ’nın yaklaşık olarak ortasından keser. Bu işlem sonunda çözülebilir Aβ 

yerine sAPP ya da APP olarak isimlendirilen yeni ekstraselüler protein oluşur. Meydana 

gelen bu proteinlerin hücre kültürü ortamlarında nöronlar üzerine nörotrofik etkileri 

gösterilmiştir. β-sekretaz APP’yi amino ucundan, γ -sekretaz ise karboksi ucundan keser 

ve ürün olarak  Aβ oluşur. Meydana gelen Aβ’lar 40-42 aminoasit uzunluğundadır. Çok 

daha amiloidojenik olanı 42 aminoasit uzunlukta olup ilk çökendir (48). İlaveten diffüz 

plaklar halinde agrege olan Aβ, yoğun nöritik plaklara dönüşür (49).  

 

 

Şekil 4: Sekretaz enzimlerinin APP’yi kesmesiyle oluşan fragmanlar (50) 

 

Alzheimer hastalığında Aβ birikiminin primer bir rol mü oynadığı yoksa gerçekleşen bir 

olayın kalıntılarını mı gösterdiği günümüzde hala tartışılan bir konudur. Fakat Aβ 

agregatlarının varlığı hastalığın meydana gelmesinin bir sebebi olduğuna dair artan 

kanıtlar mevcuttur. Aβ proteininin aşırı oluşması ve birikimi sonucu olası toksik etkisinin 
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hastalığı meydana getirici ilk faktör olduğu görüşünün kabul edilmesi “Amiloid Kaskad 

Hipotezi’’ olarak bilinmektedir (46,51).  

 

 

Şekil 5: Amiloid Kaskad hipotezi (52) 

Amiloid beta, normal nöronlar tarafından üretilmekle birlikte, AH patogenezinde nöronal 

lizozomlarda fazla miktarda biriktiği gösterilmiştir. Normal koşullarda Aβ’nin büyük 

çoğunluğu, ekstralizozomal olarak lokalize olurken, oksidatif stresin makrootofaji 

aktivasyonu yoluyla intralizozomal Aβ içeriğini arttırdığı ileri sürülmektedir. Bu nedenle 

hasarlı Aβ salınımının ve Aβ’nin intralizozomal artışının AH patolojisine katkıda 

bulunduğu düşünülmektedir. Bununla birlikte Aβ ’nin nöronlarda nasıl dağılım gösterdiği 

ve Aβ salınımının inhibisyonunda etkilenecek yolakların neler olabileceği hala tartışılan 

bir konudur (53). 

Çözünmez formdaki Aβ, β tabaka yapısında olup katı (compact) plaklara dönüşür iken, 

çözünür yapıdaki Aβ monomerleri çoğunlukla random coil ve α-helikal katlanmış peptid 

olarak bulunur. Küçük Aβ monomerlerinin çözünmez yapıdaki Aβ fibrillerinden daha 

fazla sitotoksik etkiye sahip olması nedeniyle küçük Aβ monomerleri dikkat çeker hale 

gelmiş ve bunlarla ilgili birçok farklı çalışmalar yapılmıştır (51). 

Nörotoksisite ve Aβ ile ilgili yapılan çalışmalarda ilk olarak dikkatler Aβ peptidlerine 

çekilmiş olsa da son zamanlarda düzensiz Aβ fibrillerinin nörotoksik etkili olduğu 

gösterilmiştir. AH olan bireylerin beyinlerinde çözünür formdaki Aβ peptid miktarı ile 

hastalığın belirtileri arasında çözünmez formdaki plaklar ile karşılaştırıldığında çok daha 
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iyi bir ilişkinin olduğu görülmüştür. Bu arada AH olan bireylerin beyin dokularında 

çözünür Aβ peptidi yoğunluğu fazla bulunmuş ve bu çözünür yapıdaki peptidlerin 

oluşumunun AH semptomlarının meydana gelişinden daha önce oluştuğu vurgulanmıştır 

(51). 

Amiloid betanın hücre içinde artışı; mitokondri membran potansiyelinin azalması, hücre 

içi kalsiyum konsantrasyonu artışı, inflamatuvar yanıt ile birlikte serbest radikal salınımı 

ile ilişkilendirilen fonksiyon değişikliklerine ve hücre ölümüne neden olmaktadır (54). 

Alzheimer hastalığı ile ilişkilendirilen önemli patolojik mekanizmalarından biri de 

oksidatif hasardır. AH’de Aβ ile ilişkilendirilen serbest radikal oluşumunun hücrede 

oksidatif hasara neden olduğu öne sürülmektedir. Çözünür ve agregatlaşmış Aβ’nın 

nöronal membranlara girerek lipit peroksidasyonunu, protein oksidasyonunu tetiklediği 

ve reaktif nitrojen türlerinin (RNT) ve reaktif oksijen türlerinin (ROT) oluşumuna sebep 

olduğu kabul edilmektedir (55). 

 

Şekil 6: AH'de Aβ toksisitesi (55) 

 

2.3.2. Nörofibriler Yumaklar (NFY) 

Nörofibriler yumakların ana bileşeni 17. kromozomda kodlanan ‘hiperfosforile tau’ 

proteinidir. Mikrotübül-ilişkili protein (MAP) ailesinden olan Tau proteini, hücre 

iskeletinin bütünlüğü, mikrotübül stabilizasyonu ve aksonal transportta önemli rol 

oynamaktadır. AH patogenezinde, hipoaktif fosfatazlar ve /veya hiperaktif kinazlar tau 

proteininin hiperfosforilasyonuna sebep olarak mikrotübüllere bağlanma yeteneğini 
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bozarlar. Bağlanmamış fosforile tau proteini, çözünmeyen çift sarmal filamentlere 

dönüşür ve oluşan bu form toksik etkili olabilir. Bu olaydan etkilenmiş nöronlar normal 

olarak tau proteini sentezleyerek, anormal hiperfosforillenmiş tau proteinini nörofibriler 

ağlara bağlayarak filament uzamasına sebep olurlar ve toksik etkili bu tau proteinine tepki 

gösterirler. Bu yapılar zamanla nöron içi NFY’ler halini alır. Oluşan bu NFY’ler aksonal 

transportu ve hücre iskeletinin bütünlüğünü bozarak hücre ölümüne neden olurlar (56). 

 
Şekil 7: Tau fosforilasyonu ve NFY oluşumu (57) 

Normalde proteozom sistemi tarafından yapısal bütünlüğü bozulmuş, yanlış katlanmış 

toksik etkiler oluşturan zararlı proteinler etkili bir şekilde yıkılmaktadırlar. Çift sarmallı 

flaman (PHF: Paired helical filaments)-tau, protein birikimlerine ve proteozom 

aktivitesinin azalmasına sebep olmaktadır. Hiperfosforile tau proteini bütün bu etkiler 

sebebiyle AH’nin patojenik yolağında etki gösteren önemli bir nörotoksik ajan olarak 

kabul görmektedir. 

Genellikle NFY’ler kortekste ve beynin diğer bölgelerinde de bulunabilmektedirler. 

NFY’lerin kortekste çok yoğun olduğu bölgeler entorinal korteks ve hipokampus gibi 

limbik ve paralimbik bölgelerdir. NFY yoğunluğunun demansın şiddeti ile kuvvetli bir 

ilişkisinin olduğu düşünülmektedir. 

Alzheimer hastalığı kesin tanısı için hastalığın patogenezinde ana mikroskobik 

değişiklikler olan AP’lerin ve NFY’lerin patolojik olarak belirlenmesi gereklidir, fakat 

yeterli değildir. Çünkü bu iki olgu farklı nörodejeneratif hastalıklarda ve normal sağlıklı 

yaşlılarda da görülebilmektedir. AH’nın kesin tanısı için her iki olgunun bulunmasından 

çok bunların belli bir nöroanatomik dağılımda ve miktarlarda bulunmaları gerekmektedir. 

60 yaş üstü bireylerde neredeyse herkeste limbik NFY’ler ve neokortikal AP’ler 
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gelişmeye başlar. Fakat yapılan son araştırmalara göre AP’lerin limbik, NFY’lerin 

neokorteks sistemde görünür olmalarının AH için %100’e yaklaşan duyarlılık ve özgüllük 

ortaya koyduğunu göstermiştir (24). 

 

2.3.3. Gliyozis ve İnflamatuvar Mekanizma 

Alzheimer hastalığında Aβ ve tau protein agregatlarına ek olarak AP’lerin çevresinde 

immün sistem ile ilişkili hücrelerin ve antijenlerin varlığı bildirilmiştir. Merkezi sinir 

sistemindeki AP’lerin mikroglia aktivasyonunu sağlayarak kemokin, sitokin, ROT, 

RNT’leri ve çeşitli proteolitik enzimler gibi potansiyel toksik ürünlerin salınmasına yol 

açtığı ve bunun sonucunda pro-inflamasyon kaskadını başlatarak nöronlarda dejeneratif 

değişikliklere neden olduğu öne sürülmektedir. Aktif olan mikroglia hücrelerinin tau 

fosforilasyonuna ve NFY oluşumuna yol açabileceği düşünülmektedir. Ayrıca AH’de 

gliyozisin oluştuğu ve AP’lerin olduğu bölgede astrosit hücrelerinin de olduğu 

belirlenmiştir. Ancak AH’de inflamasyonun kesin rolü ve mikroglia, astrosit ve T lenfosit 

hücrelerinin mekanizmaları hala araştırılmaktadır (58). 

 

2.3.4. Nöron ve Sinaps Kaybı 
Alzheimer hastalığındaki nöron kaybının anatomik dağılımı NFY’lerin anatomik dağılım 

yatkınlığına benzese de hücre ölümünden tek başına NFY’ler sorumlu tutulamaz. Nöron 

ile NFY sayısı arasındaki anlamlı negatif bağlantıyı vurgulayan birçok çalışma olmasına 

rağmen NFY’lerin bulunmadığı alanlarda ağır nöron kaybı da görülebilmektedir. Bu 

nedenle hücre ölümünde rolü olan transsinaptik dejenerasyon ve amiloid nörotoksisitesi 

gibi diğer faktörler ön plana çıkmaktadır (43). 

Alzheimer hastalığında nöron ölümünün apoptoz yolu ile gerçekleştiği ve bu yolağın 

aktivasyonunda Aβ’nın rol oynadığı bilinmektedir. Yapılan çalışmalarda Aβ’nın 

apoptotik hücre ölümünü eksternal ve internal yollarla aktive edebileceği 

düşünülmektedir (59,60). Eksternal yolakta hücre dışındaki Aβ fibrilleri membranda 

bulunan ölüm reseptörlerine bağlanarak kaspazların aktivasyonunu sağlamaktadır. 

İnternal yolakta ise hücre içindeki Aβ fibrilleri endoplazmik retikulum (ER) stresine veya 

mitokondride bulunan alkol dehidrogenaz enzimine bağlanarak mitokondriyal strese 

neden olabilmektedir. Kaspaz 3 ve 7’nin tau proteinini kesme özelliğine sahip olduğu ve 

bu nedenle NFY oluşumuna destek olabileceği bildirilmiştir. NFY oluşumu ile 

aksoplazmik ve dentritik transportun aksaması ve daha sonra trofik desteğin azalması 

nöronal kayıplara yol açmaktadır (59).  
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Yapılan çalışmalar membran reseptör değişikliklerinin bilişsel gerilemenin progresyonu 

üzerine önemli etkisi olduğunu göstermektedir (61). AH’li beynin korteks ve hipokampus 

bölgelerinde sinaptik yoğunluğun önemli derecede azaldığı görülmüştür (62). Aβ’nın 

asetilkolin sentezini, salınımını, postsinaptik etkinliğini azalttığı gözlenmiştir. Ayrıca 

AH’de kotrikal serotonerjik akson terminallerinde serotonin salınımı ve geri alınımı 

bozulmaktadır. Bunlar dışında sinapslarda bulunan N-metil-D aspartat (NMDA), 

dopamin ve adrenerjik reseptörlerin de AH’nin progresyonunda spesifik rollere sahip 

olabileceği tahmin edilmektedir (61,63). 

 

2.3.5. Kolinerjik İnervasyon ve Diğer Nörotransmitter Kayıpları 

Limbik sistemin en önemli bileşeni olan Meynert’in bazal çekirdeğinden, serebral 

korteksin kolinerjik inervasyonu sağlanmaktadır (64). Bu çekirdek, yaşlanma esnasında 

nöron kaybının ve yaygın NFY oluşumunun görüldüğü önemli bir bölge olup, tau 

proteininin aşırı fosforillendiği ilk bölgelerden biridir. Belirtilen diğer patolojik özellikler 

gibi kolinerjik aksonların kaybı da Meynert’in bazal çekirdeğine bölgesel yatkınlık 

göstermektedir (24). 

Kolinerjik inervasyon dikkat ve belleğin nöronal kontrolünde önemli bir etkiye sahiptir. 

Sinaptik aralıktan difüzyonla ilerleyen asetilkolin postsinaptik membranda muskarinik ve 

nikotinik reseptörlere bağlanarak ikincil uyarıcılar üzerinden etkisini göstermektedir. 

Dikkatin sağlanmasında nikotinik etkiler hücrenin uyarılabilirliğini arttırır, muskarinik 

etkiler ise kalıcı sinaptik değişikliklerle yeni bilginin toplanması ile nöroplastisite 

mekanizmalarını aktif hale getirirler. Muskarinik ve nikotinik stimulasyon kaybı Aβ 

üretimini arttırırken, öte yandan Aβ’nın kendisi de asetilkolin sentez, salınım, 

postsinaptik etkinliğini azaltarak kısır bir döngü meydana getirir (24). 

Eş zamanda NFY ve AP’lerin varlığı diğer nörotransmiter sistemlerini de büyük oranda 

zayıflatır. Kortikal serotonerjik akson terminallerinde serotonin salınımı ve geri alınımı 

AH’de bozulur. Bu durum hastalıkta gözlenen saldırgan davranışlar ve depresyon ile 

ilişkilendirilebilir. Dopaminerjik, noradrenerjik kayıplar ile somatostatin üreten 

hücrelerde, nöropeptid Y ve/veya substans P salan nöronlarda farklı oranlarda azalmalar 

olabilir ve bu farklılıklar hastalıkta görülen davranış bozuklukları ile ilişkili olduğu 

anlaşılmıştır (65). 
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2.3.6. Oksidatif Hasar Mekanizması 
Alzheimer hastalığı ile bağlantısı olduğu düşünülen bir diğer patolojik mekanizma 

oksidatif stres olup, etki mekanizması henüz net olarak aydınlatılamamıştır (66). Son 

yıllarda toksikolojik çalışmaların ilgi odağı haline gelen oksidatif stres, toksisitenin olası 

bir mekanizması olarak düşünülmektedir (67).  Yapılan deneysel model ve insan beyin 

çalışmaları ile oksidatif stresin AH’nin nörodejenerasyonunda önemli etkiye sahip olduğu 

anlaşılmıştır. Beyin, antioksidanların düşük seviyede olması, çoklu doymamış yağ 

asitlerinin fazla olması ve yüksek oksijen kullanımı nedenlerinden dolayı vücudun diğer 

organlarına göre oksidatif hasarın görülme oranı daha yüksektir (12). AH’de NFY, 

çözünür Aβ, Aβ fibriller, mitokondriyal anormallikler ve yaşlanma oksidatif stresin 

oluşumunu tetiklemektedir (68). 

 

 
Şekil 8: AH'de oksidatif stresin olası mekanizması (68)  
(A) Normal koşullar altında reaktif oksijen türleri (ROS)’un oluşumu antioksidan savunma sistemi 
tarafından nötralize edilir. (B) AH’de ROS düzeyinin artması oksidatif strese neden olur. 
 

Oksidatif stres, hücrelerin lipid tabakasının peroksidasyonuna sebebiyet veren serbest 

radikallerin üretimi ve vücudun antioksidan savunması arasındaki dengesizlik olarak 

ifade edilmektedir (67). Başka bir ifade ile oksidatif hasar, oksidan ve antioksidan sistem 

arasındaki dengenin oksidan sistem yönüne doğru kayması durumudur. Oksidan sistem 

eşleşmemiş elektrona sahip oksijen veya nitrojen bazlı moleküller tarafından oluşturulan 

ROT ve RNT’den oluşmaktadır. Eşleşmemiş elektronları nedeniyle serbest radikaller 

kararsızdırlar ve yüksek reaktif özellikleri ile elektronlarını eşlemek için diğer 

moleküllerin elektronlarını alabilmektedirler. Eşleşmiş elektronlarını kaybettiklerinde ise 

serbest radikallere dönüşmektedirler (68). 

Serbest radikal reaksiyonları, enerji üretiminde ve transferinde, bağışıklık sistemi 

hücrelerinden makrofajların ve nötrofillerin savunma mekanizmasında ve birçok 

metabolik işlevlerde gerekli olsa da serbest radikallerin zincir reaksiyonunun kontrolsüz 

davranışı ve serbest radikallerin fazla üretimi toksik etkilidir (68,69). Serbest radikaller, 
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santral sinir sisteminin patolojik olaylarının birçoğunda doğrudan doku hasarı 

oluştururlar. Serbest oksijen türleri, ekzitotoksisite, metabolik disfonksiyon ve 

kalsiyumun intraselüler hemostazisinde bozulma gibi çoklu mekanizmalarla doku 

tahribatı oluştururlar (70,71,72,73). Ortadan kaldırılmazsa veya nötralize edilmezse 

protein, lipit ve nükleik asitler ile reaksiyona girerek hücresel fonksiyonlarda hasar 

oluşturmaktadır. Bunun sonucunda ise doku hasarı ve hücre ölümü gerçekleşmektedir 

(68,69). ROT oluşumu ekzojen ve endojen kaynaklı olabilmektedir. 

 

                                                          

 

 

 

 

 

 

 

 

 

             

 

Şekil 9: ROT'un ekzojen ve endojen kaynakları (74) 

 

Serbest radikaller, lipid peroksit, nitrik oksit, süperoksit ve hidroksil radikalleri gibi farklı 

kimyasal yapılara sahiptir (67). Oksijen molekülünden oluşan serbest radikaller, biyolojik 

sistemdeki en önemli yapılardır (72,73). RNT ise azot dioksit (NO2) ve nitrik oksit (NO•) 

radikalleridir (75).  

Serbest radikaller, yarı ömürleri çok kısa, kararsız ve düşük molekül ağırlıklı olmalarına 

karşın çok etkili moleküller olarak bilinmektedirler. Mesleki açıdan kurşun ve kadmiyum 

gibi bazı çevre kirleticilere uzun süre maruz kalmalar, oksidatif strese sebep olabilir. 

(76,77). 

Hidroksil (OH•) en reaktif radikaldir ve biyolojik bileşenler için reaksiyon hızı sabit olup 

biyolojik sistemde 10-10 saniye kalabilmektedir. Diğer radikallerin yarı ömürleri ise 

kısadır fakat reaksiyon hızı çevresel ortama göre değişiklik göstermektedir. Ayrıca 

ROT’da radikal olmayan metabolitler de saniyeler ve saatler içinde değişen yarı ömürlere 

EKZOJEN 
KAYNAKLAR 
 
Gama ve UV ışınlar 
Ultra ses 
Yiyecekler 
İlaçlar 
Çevresel kirlilik 
Ksenobiyotikler 
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Hücreler (nötrofil vb.) 
 ROT ve RNT üreten 
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Reaktif Oksijen Türevleri (ROT) oluşumu 
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sahiptirler. Özellikle pH, fizyolojik çevre ve diğer reaktif türlerin varlığı ROT’un yarı 

ömrü üzerine etki göstermektedir. Uzun yarı ömre sahip olan türler yayılmak için 

yeterince zamana sahiptirler. Bu sayede üretildiği bölgeden diğer bölgelere giderek 

moleküller ile etkileşime girebilmekte ve yüksek toksisiteye sebep olabilmektedirler (74). 

Flavoproteinlerin ve demir-kükürt içeren bazı yükseltgenme-indirgenme enzimleri 

oksijeni süperoksit grubuna indirgemektedir (72,73) 

Süperoksit radikali (O2
•-) uzun yarı ömre sahip olup, kolaylıkla biyolojik membranlardan 

geçebilmektedir. Bu nedenle mitokondriyal membranda üretildikten sonra mitokondriyal 

genoma geçerek hasara sebep olabilmektedir. Kısa yarı ömre sahip olan OH• radikalleri 

ise üretildiği bölgede bulunan protein, lipit, DNA, amino asit, şeker ve metaller ile 

etkileşime girerek hasara sebep olabilmektedirler. Bu durumda OH• radikallerinin 

üretildiği bölgenin yakınlarında esansiyel biyolojik hedef yoksa radikaller oksidatif hasar 

oluşturmayacaklardır (78).  

Hücre hasarına neden olan oldukça etkili grubu, bakırlı bir enzim olan süperoksit 

dismutaz (SOD) aracılığı ile oksijen ve hidrojen peroksit (H2O2)’e dönüştürülür. O2
•- 

grubundan daha az etkili olan H2O2, dokularda bulunan glutatyon peroksidaz (GSH-Px) 

ve katalaz (CAT) gibi enzimlerle oksijen ve su gibi daha zayıf etkili ürünlere 

dönüştürülerek etkisiz hale getirilir. SOD’un etkinliğini durduran dietilditiyokarbamat 

gibi maddeler, lipid peroksidasyonu hızlandırır iken, O2
•- gruplarının zararsız hale 

getirilmesini sınırlandırırlar. Ayrıca CAT enziminin etkinliğini duruduran maddeler 

(aminotriazol gibi herbisidler) de etkin olan oksijen gruplarına ya da bu grupları olusturan 

maddelere duyarlılığı artırırlar (72,73). 

Nitrik oksit radikali L-argininden sentezlenmektedir ve yarı ömrü ise 10-20 saniyedir. 

NO• vücuttaki ROS’lar ile reaksiyona girerek güçlü bir oksidan olan peroksinitrit 

(ONOO-) oluşturmakta ve daha sonra bu reaktif türev OH• radikalini meydana 

getirmektedir. Ayrıca, ONOO- tirozin gibi fenolik amino asitleri nitrolayarak toksik nitro-

türevleri (nitrotirozin) meydana getirmektedir (78).  

Oksidanlar aerobik metabolizma tarafından büyük oranda ve devamlı olarak 

üretilmektedir. Oluşan bu oksidanlar DNA, lipid ve protein makromoleküllerinin hasarına 

sebebiyet verirler. Bu şekildeki hasarların artması sonucu yaşlanma ve yaşlanmaya bağlı 

dejeneratif hastalıklar meydana gelebilir (79). 
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ROT ve Antioksidan Sistem 

Antioksidanlar, hem dolaylı hem de direkt olarak ilaçların, ksenobiyotiklerin, toksik 

radikal reaksiyonların ve karsinojenlerin olumsuz etkilerine karşı hücreleri koruyan 

maddelerdir. melatonin, Vitamin C, E, A, metallotionin, koenzim Q-10, adenozin, ürat, 

ubikuinol, polifenoller,  betakaroten, poliaminler, süperoksit dismutaz, fitoöstrojenler, 

flavonoidler, NADPH, sistein, homosistein, taurin, redüktaz, resveratrol, nitroksidler, 

glutatyon, glutatyon peroksidaz, hem oksijenaz-L ve eozinofil peroksidaz, katalaz, s 

adenozil-L-metionin, tioredoksin nitrikoksid sintaz bu gruba girer (80,81, 73). 

Tokoferoller, insan vücudu için esansiyel olan hücrelerde bulunan ve yağda çözünebilen 

bir antioksidandır. Temel işlevi membran fosfolipitlerinin peroksidasyonunu önleyerek 

hücre membranlarının hasar görmesine engel olmaktır. Glutatyon (GSH) ise, hidrofilik 

yapıda olup endojen antioksidanların en önemlilerinden birisidir. Aynı zamanda 

antioksidan enzimlerin kofaktörüdür (82).  

Enzimatik antioksidanlar grubundan olan glutatyon peroksidaz, sitokrom oksidaz, 

süperoksit dismutaz, glutatyon redüktaz, katalaz ve glutatyon-S-transferaz hücre içi ROT 

ve ROT ürünlerinin etkilerini düzenleyerek gerçek nitelikte antioksidan savunmayı 

sağlamaktadırlar. Bakır, çinko gibi eser elementler ise bu enzimlerin aktivite 

gösterebilmeleri için gereklidir (83). 

Alzheimer hastalığında ROT’un aşırı üretimi ve antioksidan sistemin yetersizliği 

nedeniyle protein, lipid ve DNA gibi makromoleküller büyük oranda hasar görmekte ve 

nöron hücrelerinin ölümüne se Alzheimer hastalığı sebebiyet vermektedir. Ayrıca aşırı 

üretilen ROT, mitokondriyal fonksiyon bozuklukları, Aβ ve APP üretimini ve yaşlanmayı 

tetikleyebilme ve sekretaz enzimlerini aktive edebilmektedir (68). Yapılan çalışmalarda 

serbest oksijen radikallerinin amiloid üretimini arttırıcı etki gösterdiği ve bu etkiyi serbest 

radikal yakalayıcılarından olan E vitamininin önleyerek korucu etki gösterdiği 

gözlemlenmiştir (64). 
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Şekil 10: AH’da ROT oluşumu (68) 

 

2.3.6.1. Lipid Peroksidasyonu 

Oksidatif stres sonucu üretilen ROT birinci hedefi membranda bulunan çoklu doymamış 

yağ asitleridir. Yağ asitlerinde karbonlar arasında bulunan çift bağa yakın olan metilen 

grubunun C-H bağları zayıf yapıdadır. Bu nedenle hidrojen, reaktif oksijen türleri 

tarafından kolaylıkla alınabilmektedir. Lipit peroksidasyonu sonunda OH• radikali, ROO• 

radikalleri ve alkoksil radikalleri RO• gibi serbest radikaller oluşmaktadır (68). Oluşan bu 

serbest radikaller yaptıkları zincir reaksiyonlar ile hücre membranına büyük ölçüde 

hasarlar meydana getirmektedir (84). Reaksiyon sonunda malondialdehit (MDA), 

akrolein ve 4-hidroksi-2-nonenal (HNE) gibi reaktif aldehitler meydana gelmektedir (11). 

Bu bileşikler ya hücrelerde metabolize edilmekte ya da yayılarak diğer hücrelere zarar 

vermektedir (12). 

Yapılan çalışmalarda AH olgularında Aβ’nın lipit peroksidasyonunu arttırarak oksidatif 

stresi arttırdığı görülmektedir. AH’na sahip olan beyin dokusu incelendiğinde serbest 

HNE, akrolein ve MDA seviyelerinin kontrole oranla yüksek olduğu gözlenmiştir. Ayrıca 

HNE proteinlere bağlanarak proteinlerin fonksiyonlarını ve konformasyonlarını 

değiştirebilmektedir. AH’de HNE’nin glutamat transporter, glutatyon-S-transferaz ve 

multidrug-direnç proteinine bağlandığı gözlemlenmiştir (12,68). 
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2.3.6.2. Protein Oksidasyonu 

Protein oksidasyonu, AH’da nörodejenerasyonun önemli bir mekanizmadır (68). 

Proteinlerin oksidasyonu sonucunda protein yapısında katlanma ile fragmentasyonda 

artış, sekonder ve tersiyer yapının farklılaşması gibi değişiklikler meydana gelir. Bu 

değişiklikler sonucu normal fonksiyonda azalma ve proteolize yatkınlık gibi bozukluklar 

meydana gelir (85,86). Proteinlerin aminoasit içerikleriyle serbest radikal hasarından 

etkilenme durumları arasında bir ilişki vardır. Doymamış bağlar ve –SH içeren moleküller 

ile histidin, triptofan, sistein, metiyonin, fenilalanin ve tirozin gibi aminoasitleri içeren 

proteinler serbest radikallerden daha çabuk etkilenmektedirler (69). 

Lipit peroksidasyonu, proteinlerle kovalent etkileşimleri sonucu HNE bağlı proteinler ve 

protein karboniller oluşabilmektedir. Lipit peroksidasyonu sonucu oluşan bu ürünler 

enzim fonksiyonunun baskılanması ve kovalent etkileşim ile proteinlerin yapısal 

modifikasyonuna sebep olmaktadır. 

Alzheimer hastalığına sahip bir beyinde protein oksidasyonu sonrası HNE-, 3 nitrotirozin 

(3-NT) ve karbonillenen modifiye proteinlerin sayısında artma gözlenmiştir (12). 

Oksidatif olarak farklılaşan ve fonksiyonunu yitirmiş çapraz bağlar meydana getiren 

proteinler ya proteozomal yıkıma gider ya da nörodejeneratif hastalıklarda protein 

birikimlerini sonucu hücresel hasarlara sebep olurlar (68,87). 

 

2.3.6.3. Oksidatif DNA Hasarı 

Reaktif oksijen türleri lipid, protein, karbonhidrat gibi biyomoleküllerin yanı sıra 

DNA’da da kimyasal olarak oksidatif hasar meydana getirebilmektedir. Meydana gelen 

bu değişikler okside şekerler, modifiye bazlar, tek veya çift zincir kırıkları ve DNA 

protein çapraz bağlanmaları şeklinde meydana gelmektedir (88).  

Yapılan birçok araştırmada, AH’nin serbest radikal oluşumuna sebep olduğu öne 

sürülmektedir (89, 90). İçlerinde, canlılarda hayati öneme sahip, oksijenin bazı ara 

bileşenlerinin de bulunduğu serbest radikaller, hücresel düzeyde toksik etkilidirler. 

Mitokondri iç zarı, oksidatif fosforilasyondan dolayı ROT’ların fazlaca üretildiği yerdir. 

Normal metabolizma ürünleri olan ROT’lar, DNA'da birçok farklı bozulmalara hatta 

kopmalara sebep olurlar. Mitokondri DNA'sında (mtDNA), çekirdek DNA'sındakilerden 

16 kat daha fazla oksitlenmiş bazların olduğu görülmüştür. Bu olay ROT'ların, mtDNA'da 

büyük oranda hasar oluşturabileceğini göstermektedir. Önemli ROT türleri, O2
•-, H2O2, 

OH• ve atomik oksijendir. Mitokondrideki H2O2 ve sırasıyla, Mn içeren SOD ve selenyum 
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(Se) içeren GSH-Px tarafından metabolize edilmektedir. Ayrıca antioksidanlar grubundan 

olan vitaminlerde ROT'ları yok etmektedir (91). 

 

2.4. Şikonin 

Şikonin, Zicao’nun aktivite gösteren temel yapılarından bir tanesi olup, Lithospermum 

erythrorhizon Sieb. Et Zucc. (Boraginaceae) bitkisinin kök ekstraktından elde edilir. 

Yaygın olarak geleneksel Çin tıbbında anti-inflamatuar olarak kullanılmaktadır (14). L. 

erythrorhizon’un köklerinden elde edilen bu ekstraktın ilk türevi olarak asetilshikonin ilk 

kez 1922’de Krudo ve Majima tarafından keşfedilmiştir. Daha sonra bu bitkiden elde 

edilen içlerinde şikonin’in de bulunduğu diğer türler de izole edilip, birçok kimyasal 

özellikleri tanımlanmıştır. Fakat izole edilen bu türlerin naphthazarin’e olan kimyasal ve 

fiziksel benzerliklerinden dolayı şikonin’in yapısının ilk tanımlaması yanlış yapılmıştır. 

Daha sonra 1936 yılında Brockmann ve Liebigs şikoninin yapısını 5,8-dihydroxy-2 

[(1R)-1-hydroxy-4-methyl-3-pentenyl]-1,4-naphthoquinone olarak doğru bir şekilde 

tanımlamış olup, şikonin’in enantiomeri olarak alkannin’de saptamışlardır (92). 

 
Şekil 11: Şikonin ve türlerinin kimyasal yapısı (92). 

Çoğunlukla L. erythrorhizon bitkisinin köklerinden elde edilen şikonin, alkannin ve diğer 

türler, ayrıca Boraginaceae familyasının diğer türlerinin köklerinden de elde 
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edilmektedir. Bu türler, Echium (E. lycopsis), Onsoma, Eritrichium ve Arnebia (such as 

A. euchroma) gibi cinsleri içermektedir (15). 

Yaklaşık otuz yılı aşkın süredir yapılan çalışmalar, Çin tıbbında bilimin temelini 

oluşturan Zicao’ nun birçok faydalı etkilerinin olduğu görülmüştür. Özellikle de shikonin 

ve türleri bu ham ilaçların farmakolojik özelliklerini taşıyan temel maddelere sahiptir.  

Bu sayıların artışı bize şikoninin anti-inflamatuar, anti-kanser, anti-mikrobial ve yaraları 

iyileştirici gibi farmakolojik etkilerinden dolayı bu moleküle olan ilginin giderek arttığını 

göstermektedir (92).  

 

2.4.1. Şikoninin Bioyararlanım ve Farmakokinetik Özellikleri 

Zicao’nun çeşitli inflamasyon ve bulaşıcı hastalıklar için etkin tedavisi uzun bir geçmişe 

dayanmaktadır. Birçok çalışmalar bu etken maddenin birinci temel aktivite gösteren 

mekanizmasını anlamaya yöneliktir ve sonuçlar şikonin ve türevlerinin Zicao’nun temel 

aktif bileşeni olduğunu göstermektedir (14). Yapılan ilk çalışmalarda şikonin’in 

farmakolojik özellikleri ve de farmakokinetik davranışı ve toksisitesi bildirilmişti. Ne 

yazıkki, bu molekülün farklı türlerinin toksisitesi üzerine yapılan çalışmalar ve uygulama 

yöntemleri hala hatalıdır ve bu durum düzeltilmeye çalışılmaktadır. 

Yüksek lipofilisite özelliğinden dolayı shikonin genellikle krem ve merhem gibi yağ bazlı 

maddelerin yapımında kullanılmaktadır ve düşük bioyararlanım özelliğinden dolayı suda 

çözünemezler (93). Ayrıca şikonin ve türevleri ısıya duyarlıdır, oksidasyon ve 

polimerizasyona eğilimlidir (93, 94).  

 

2.4.2. Şikoninin Antioksidan Etkisi 
Şikonin’in bitki kaynaklı bir antioksidan bileşen olduğu ve nöronal hücrelerde toksisiteye 

karşı koruyu etkiye sahip olduğu düşünülmektedir. Farelerde oluşturulan iskemi 

modelinde yapılan bir çalışmada, şikoninin nöronal hasarı onardığı ve enfarktüs boyutunu 

küçülttüğü görülmüştür (17). Bu değişimler şikonin’in yardımı ile ROT seviyesinin ve 

nöronal hasarın azaltılması ile bağlantılıdır. Ayrıca bu modelden, şikonin’in GSH-PX-1’i 

de içeren antioksidan enzimlerini aktif hale getirdiği ve GSH/GSSG oranını azalttığı (17), 

Nrf2/ARE yolağında indükleyici ajan olarak şikoninin olası etkisinin gözlendiği (95,96) 

ve hücre içi redoks homeostazını onarması ve devam ettirmesi gibi sonuçlar elde 

edilmiştir (97). 

Şikonin ve türevlerinin antioksidan özellikleri ve yapıları ile aktiviteleri arasındaki ilişkisi 

üzerine Assimopoulou ve arkadaşları tarafından çalışmalar yapılmış ve yaklaşık olarak 
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bu antioksidan etkinin nasıl gerçekleştiği saptanmaya çalışılmıştır (98). Bütün 

hidroksinaftakinonlar çalışılmış ve DPPH (1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl) radikaline 

karşı yüksek radikal gaz salınımının olduğu görülmüş, bu yüzden yan zincir olası küçük 

rol oynuyor iken, naftakinon parçasının varlığı aktiviteleri için esansiyel olduğu 

kanıtlanmıştır (92). 

 

2.4.3. Şikoninin Nöroprotektif Etkisi 
Şikoninin, farelerde iskemi/reperfüzyona karşı nöroprotektif etkisinin ve serebral beyin 

hasarlarına karşı önemli derecede koruyucu etkisinin olduğu yapılan çalışmalarla 

görülmüştür (17).  

Şikonin ve türevlerinin (acetylshikonin, isobutyrylshikonin, isovalerylshikonin, β,β 

dimethylacrylshikonin, β-hydroxyisovalerylshikonin) mikroglia hücrelerinde sanrtal sinir 

sisteminin inflamatuar yanıtında ve immun sistemde birincil etkili molekül olduğu 

yapılan çalışmalarda görülmüştür (99). PC12 hücrelerinde de şikoninin, 6-OHDA (6 

hidroksidopamin) ile indüklenmiş dopaminerjik nöron hücrelerinde oluşan 

nörotoksisiteye karşı koruyucu etkisinin varlığı gözlenmiştir. Ayrıca bcl-2 ekspresyonunu 

arttırdığı, bax ekspresyonunu ise azalttığı ve böylelikle apoptozu önlediği görülmüştür 

(97). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEMLER 
 

 

3.1. Kullanılan Gereçler ve Sarf Malzemeler 

Çalışmamızda kullanılan kimyasallar, sarf malzemeler ve cihazlar tabloda listelenmiştir. 

Tablo 1: Çalışmada kullanılan cihazlar 

Cihaz adı Model-Kod 

Laminer air flow  Euro Elone safemate1.2 

Karbondioksit inkübatörü   Thermo Scientific model 310 series 

Ters-faz ışık mikroskobu   Olympus CH-2 

Santrifüj   Heraeus- Biofuge Stratos 

Elisa reader  Thermo Scientific Multiskan GO 

Buz makinası   Thermo Scientific 

Otoklav   Hirayama HICLAVE HV-50 

Derin dondurucu (-20°C)  Arçelik 

Derin dondurucu (-80°C)  Thermo Forma Model  

Derin dondurucu (-152°C)  Thermo Forma Model 

Etüv  Thermo Heraeus 

Hassas terazi  Precisa XB 220 A 

Saf su cihazı  Milipore Mili-Q ZLX55003Y 

Su banyosu  Nüve ST-402 

Ph metre  Orion, USA Model 420 
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Tablo 2: Çalışmada Kullanılan Kimyasallar 

Kimyasal Maddeler Marka-Kod 

RPMI-1640 Medium  Sigma-R8758 

 At serumu  Sigma-H1270 

Fetal bovine serumu (FBS)   Sigma-F2442 

Poli Lizin   Sigma P1149 

PBS (phosphate buffered saline)   Sigma-P4417 

MTT   Sigma-M2128 

Tripsin-EDTA   Sigma-T4049 

Penisilin/Streptomisin   Sigma-P4333 

L-Glutamin   Sigma-G3126 

Amiloid β fragman 25-35   GenScript-RP10008 

Şikonin Sigma-S7576 

DMSO (Dimetil sülfoksid)   Sigma-D2650 

Etanol   Sigma-493511 

Tripan Blue  Sigma-T8154 

TBARS kiti 
 Cayman chemical-
10009055 

CAT kiti  Cayman chemical-707002 

SOD kiti  Cayman chemical-706002 

GSH-Px kiti  Cayman chemical-703102 

Nitrit/Nitrat analiz kiti 
 Cayman chemical-780001 
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3.2. Araştırmada Kullanılan Yöntemler                                                                                                                             

PC12 hücrelerinin in vitro koşullarda kültürü 

• PC12 hücreleri 
• Hücre kültür kaplarının poli lizin ile kaplanması 
• Donmuş hücrelerin çözdürülmesi 
• Hücrelerin pasajlanması ve dondurulması 

MTT testleri 

• Aβ25-35 toksisitesi ile in vitro Alzheimer modeli oluşturma 

• Şikonin molekülünün doz aralığının belirlenmesi 
• Şikoninin Aβ25-35 toksisitesine karşı etkileri 

Oksidatif hasar testleri 

• TBARS testi 
• CAT testi 
• SOD testi 
• GSH-Px testi 

• Nitrit/Nitrat testi 

 

3.2.1. PC12 Hücrelerinin in vitro Koşullarda Kültürü 

  3.2.1.1. PC12 Hücreleri 

İlk defa 1976 yılında Tischler ve Grene tarafından PC12 hücreleri sıçan feokromasitoma 

hücrelerinden elde edilmiştir. PC12 hücreleri adrenal bezin medullasından köken alan tek 

hücre klonudur. Feokromasitoma, nöroendokrin özelliğe sahip, nöronal krestten köken 

alan kromaffin hücrelerden oluşan bir tümördür. Bu hücre hattı nöronal dokudaki 

endokrin özellikleri göstermesi sebebiyle çalışmamızda nöronal model olarak 

kullanılmıştır. PC12 hücreleri morfolojik olarak poligonal görünümlü, adheran özellikte, 

kültür kabının yüzeyine yapışan küçük kümeler halinde çoğalan hücrelerdir. Büyüme 

ortamı olarak %10 at serumu %1 penisilin/streptomisin ve %5 sığır serumu içeren RPMI-

1640 kullanılır. Hücre sayılarının iki katına çıkması için ihtiyaç duyulan süre (doubling 

time) 50-60 saattir. Hücreler%5 CO2 basıncı altında, nemli atmosferde 37 °C’de inkübe 

edilirler (62). 
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Şekil 12: PC12 hücrelerinin ters faz ışık mikroskobundaki görüntüsü (20x) büyütme 

 

3.2.1.2. Hücre Kültür Kaplarının Poli-lizin ile Kaplanması 

PC12 hücreleri zayıf adherent özelliğe sahip hücrelerdir ve kültür kabının yüzeyine 

yapışarak büyürler. Fakat plastik maddeye zayıf olarak tutunma gösterdiklerinden dolayı 

tutunmalarını sağlayabilmek için kültür kaplarının yüzeylerinin poli lizin, kollagen ve 

laminin gibi protein yapıdaki maddeler ile kaplanması gerekmektedir. Bu nedenle hücre 

kültürü çalışmalarında bu hücreler kullanılmadan önce hücre kültür kapları Poli lizin ile 

kaplanır. Kaplama işlemi 10 μg/ml konsantrasyonda poli lizin çözeltisinin kültür 

kaplarında 1 saatlik inkübasyonu sonunda poli lizinin kültür kaplarına adsorbe edilmesi 

ile sağlanır. 

İşlem Basamakları: 

1.  Hücre kültür kaplarının poli lizin ile kaplama işlemleri steril ortamda, laminer 

kabin içerisinde gerçekleştirildi. 

2. 75 cm2’lik kültür kapları için 4 ml, 25 cm2’lik için 2 ml, 6 kuyucuklu plakların 

her bir kuyucuğuna 1 ml, 96-kuyucuklu plakların her bir kuyucuğuna 100 µl 

olacak şekilde 10 μg/ml konsantrasyondaki poli lizin çözeltisi eklendi. 

3. Ekleme işleminden sonra kültür kapları laminer kabin içerisinde 1 saat bekletildi. 

4. 1 saat sonunda kültür kaplarında kapladığımız yüzeye dokunmadan dikkatlice poli 

lizin çözeltisi pipet yardımı ile çekildi. 

5. Yıkama işlemi için kültür kaplarına aynı miktarda otoklavlanmış distile su 

konuldu ve hafif çalkalama yapıldıktan sonra distile su uzaklaştırıldı. Bu işlem 2-

3 kez tekrarlandı. 

6. Kültür kaplarının kuruması için kapağı açık şekilde laminer kabinde kuruyana 

kadar (2-3 saat) bekletildi. 
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7. Kuruduktan sonra kültür kaplarının kapakları kapatılarak parafilm ile sarıldı ve 

kullanılıncaya kadar oda ısısında saklandı. 

 

3.2.1.3. Donmuş Hücrelerin Çözdürülmesi 
1.  Daha önceden hazırlanmış olan, 4 °C’de muhafaza edilen %15 serum içeren 

ortam su banyosunda 37 °C’e ısıtıldı. 

2. Daha önce poli lizin ile kaplanmış olan 25 cm2’lik kültür kabı laminer kabin 

içerisine alındı. 

3. Hücre dondurma tüplerinde (Cryovial) bulunan hücreler -152°C’den çıkarılarak 

hızlıca 37°C’deki su banyosunda yaklaşık 2 dakika tutularak çözdürüldü. 

4. Çözdürülmüş olan hücreler pipetle süspanse edildi ve 15 ml’lik tüplere aktarıldı 

ve üzerine yaklaşık 10 ml büyüme ortamı eklenerek pipet ile 2-3 defa alt üst edildi. 

5. Tüpler 120 g de 5 dk santrifüj edildi. 

6. Santrifüj sonrası üst faz atıldı, dipte kalan hücre kümesi önce 1 ml büyüme ortamı 

eklenerek pipetlemeyle çözdürüldü, sonra 2 ml daha büyüme ortamı eklenerek 

hücreler süspanse edildi (Pipetleme işlemi bu aşamada önemlidir, hücre kümeleri 

dağıtılarak mümkün olduğunca tek hücre haline getirilmesi daha kolay 

büyümelerini sağlayacaktır). Sonra istenilen kültür kaplarına aktarılarak üzeri 

büyüme ortamı ile uygun hacme tamamlandı. 

7. Kültür kapları 37°C’de %5 CO2 içeren inkübatörde inkübe edildi. 

8. Yaklaşık bir gün sonra (16-20 saat) hücrelerin yüzeye tutunma oranları ve 

morfolojileri ters-fazlı mikroskop ile değerlendirildi. 

 

3.2.1.4. Hücrelerin Pasajlanması ve Dondurulması 

İşlem Basamakları: 

1. Hücreler pasajlanırken, öncelikle kültür kaplarının içindeki ortam pipetle çekilip 

atıldı. 

2. Kültür kabında arta kalan ortamı uzaklaştırmak için steril phosphate buffer saline 

(PBS) ile yıkama işlemi yapıldı. 

3. 25 cm2’lik kültür kapları için 1.5 ml, 75 cm2’lik kültür kapları için 3 ml önceden 

37°C’e ısıtılmış tripsin/EDTA ilave edilerek yaklaşık 2-3 dk kadar inkübatörde 

bekletildi. 
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4. Kültür kabının yüzeyinden hücrelerin ayrıldığı mikroskop altında görüldükten 

sonra kültür kaplarına en az tripsin/EDTA hacminin 2 katı kadar büyüme ortamı 

eklendi ve 2-3 defa pipetleme yapıldıktan sonra hücreler 15 ml’lik tüplere alındı. 

5. Sonra tüpler 120 g de 5 dk santrifüj edildi. 

6. Santrifüj sonrası süpernatant atıldı. 

7. Dipteki hücre pelleti 1-2 ml önceden ısıtılmış hücre ortamı ile süspanse edildi. 

8. Hücre süspansiyonu içindeki hücre sayısı ‘hücrelerin sayımı protokolüne’ göre 

belirlendi. 

9. Bir sonraki deney çalışmaları için gerekli hücre sayılarını elde edebilmek için 

hücre süspansiyonu belirli oranlarda seyreltilerek çoğalmaları için uygun kültür 

kaplarına aktarıldı. 

10. Sonra saklanmak istenilen hücreler 1-2x106 hücre/ml olacak şekilde %10 dimetil 

sülfoksit (DMSO) içeren ortam dondurma ortamında dondurma tüplerine eklendi. 

11. Dondurma tüpleri önce -20°C’e 2-3 saat bekletildikten sonra -152°C’ye kaldırıldı. 

 

Hücrelerin Sayımı: 

İşlem Basamakları: 

1. Hücrelerin pasajlanması işlemindeki hücrelerin tripsinle kaldırılıp, santrifüj 

edilip, dipte oluşan hücre pelleti elle vuruş hareketiyle çözdürülüp 5ml büyüme 

ortamı ile resüspanse edildi. 

2. Sonra ependorf tüpe hücre süspansiyonundan (20µl) ve tripan blue boyasından 

(20µl) 1:1 oranında eklendi. 

3. Daha sonra boyalı hücre süspansiyonundan 10µl alındı ve Neubauer lamı 

kullanılarak ters-fazlı ışık mikroskobunda 20x büyütmede hücre sayımı yapıldı. 

4. Sayma işlemi neubauer lamının tüm karelerindeki hücreler sayılıp ortalaması 

alındı. Hücre süspansiyonunun ml’deki hücre miktarını (hücre sayısı/ml) 

belirlemek için hesaplama yapıldı. 

Hesaplama: Ortalama sayım değeri x seyreltme faktörü x 104 

 

Deneylere geçmeden önce hücreler %70-80 yoğunlukta oluncaya kadar, yaklaşık olarak 

2-3 günde bir %15-17 serum içeren kültür ortamları ile beslenerek %5 CO2 basınçlı ve 

nemli atmosferde 37°C’de inkübatörde tutuldu. 

Oluşturulan deneyler çalışmaya göre uygun kültür ortamlarına ekimi yapıldıktan 24 saat 

sonra kimyasalların uygulanmasına geçildi. 
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Bütün deney koşulları kendi içerisinde üçer kez ve farklı zamanlarda en az 3 defa 

tekrarlanarak teyit edildi. 

 

3.2.2. Hücre Canlılık Testi (MTT) 

Bir hücre topluluğundaki canlı hücrelerin oranı, MTT [3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5 

diphenyl-2H-tetrazolium bromide] redüksiyonu yöntemiyle kolorimetrik olarak 

belirlenebilmektedir. Bu yöntem, canlı hücrelerin mitokondrilerinin MTT boyasının 

tetrazolium halkasını parçalayabilmesi işlemidir. Bu işlem mitokondrial bir enzim olan 

süksinat dehidrogenaz enziminin aktivitesine bağlıdır. Tetrazolium halkasının 

parçalanması sonucu soluk sarı renkli MTT boyası koyu mavi-mor formazan ürününe 

dönüşmektedir. Bunun sonucunda mitokondri fonksiyonu bozulmamış canlı hücreler mor 

renge boyanmakta, mitokondri fonksiyonu bozulmuş ölü hücreler ise boyanmamaktadır. 

(100, 101). 

 

Şekil 13: MTT’nin süksinat dehidrogenaz aktivitesi ile formazan kristaline dönüşümü (102) 

 

MTT Stok Solüsyonu Hazırlığı: 

MTT boyası PBS içinde çözülerek steril ve karanlık ortamda 5mg/ml konsantrasyonda 

hazırlandı. Çözelti 0.22µm’lik filtre ile süzülerek hücre kalıntıları ortamdan 

uzaklaştırıldı. MTT çözeltisi her analiz öncesi taze olarak hazırlandı. 

 

Uygulama Basamakları: 

1. Hücre canlılığının değerlendirileceği gün, hücrelerin inkübasyon sürelerinin 

ardından kültür kaplarına son konsantrasyon 5mg/ml olacak şekilde MTT 

çözeltisinden eklendi. 

2. Kültür kabı 37°C’de %5 CO2 içeren inkübatörde 4 saat inkübe edildi. 

3. İnkübasyon sonunda kuyucuklardaki süpernatant atıldı. 

4. Oluşan formazan kristallerini çözmek için 200µl DMSO eklendi ve 37°C’de 30 

dakika inkübe edildi. 
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5. Süre sonunda 96 kuyucuklu kültür kabı Elisa plak okuyucusunda 570 nm’de 

absorbansları okutuldu. 

 

%Canlılık = (Örnek Abs-ΔKontrol II Abs/ ΔKontrol I Abs-ΔKontrol II Abs) x 100 

 

3.2.2.1. Aβ25-35 Toksisitesi ile in vitro Alzheimer Modelinin Oluşturulması 

Aβ25-35 çözeltisinin hazırlanması 

1 mg’lık Aβ peptidi steril, otoklavlanmış distile su ile çözülerek 1mM’lık stok çözelti 

hazırlandı. Sonra 50µl olarak porsiyonlanıp -20°C’de saklandı. Çalışma yapılacağı zaman 

%1,5 serum içeren ortam ile seyreltilerek hazırlanan konsantrasyonlar her deneyden önce 

taze olarak hazırlandı. 

PC12 hücreleri 96 kuyucuklu plakların her bir kuyusuna 2x104 sayıda olacak şekilde 

ekimi yapıldı. Önce 16-24 saat boyunca hücrelerin tabana tutunabilmeleri için %15 serum 

içeren ortam, %5 CO2 basıncı altında 37°C’deki inkübatörde inkübasyona bırakıldı. 

Sonra hücrelerin deney boyunca serumun içerebileceği koruyucu faktörlerin etkisinden 

kurtulmak ve çoğalmalarını yavaşlatmak amacıyla kültür kapları içindeki ortam atılarak 

yerine %1,5 serum içeren ortam eklendi ve deneyde kullanılacak tüm kimyasal maddeler 

%1,5 serum içeren ortamda hazırlandı. Alzheimer modeli oluşturmak için hücrelere farklı 

konsantrasyonlarda Aβ25-35 (0.5, 2.5, 5, 10, 20, 40, 80 ve 100 μmol) ve 24, 48 ve 72 saat 

gibi farklı sürelerde uygulandı. Kültür kapları 24 saatlik %5 CO2 basıncı altında 

37°C’deki inkübatörde inkübasyona bırakıldı. İnkübasyonlar sonrası canlılık analizleri 

MTT yöntemi ile spektrofotometrik olarak saptandı. Kullanılan MTT yönteminin 

doğruluğunu ve güvenirliliğini sağlayabilmek amacıyla ölçüm sonrası alınan absorbansın 

1.25 O.D. değerini geçmemesi önerilmektedir (103). Analiz sonucunda Aβ25-35 için uygun 

doz ve süre belirlendi.  Tüm 96 kuyucuklu kültür kabı çalışmalarında her grup için 3’lü 

çalışıldı ve her test en az 3 defa tekrarlandı.  

 

3.2.2.2. Şikoninin Doz Aralığının Belirlenmesi 
Şikonin molekülünün hazırlanması 

Şikonin molekülü DMSO’da çözdürülerek 1mM’lık stok solüsyon hazırlandı, sonra daha 

küçük hacimlere (50µl, 100µl) porsiyonlanarak -20°C’de saklandı. Çalışma yapılacağı 

zaman %1,5 serum içeren ortam ile seyreltilerek hazırlanan konsantrasyonlar her 

deneyden önce taze olarak hazırlandı. 
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Şikonin molekülünün Aβ toksisitesi üzerine etkisini görebilmek için öncelikle etkin 

dozunun belirlenmesi gerekmektedir. Bunun için farklı konsantrasyonlarda (5-60 μmol) 

şikonin hücrelere uygulandı. Sonra kültür kapları 24 saatlik %5 CO2 basıncı altında 

37°C’deki inkübatörde inkübasyona bırakıldı. Süre sonunda MTT testi ile hücre 

canlılıkları belirlendi. 

 

3.2.2.3. Şikoninin Aβ25-35 Toksisitesine Karşı Etkilerilerinin Belirlenmesi 
Amiloid beta toksitesi için uygun doz ve süre analizleri yapıldıktan ve şikoninin etkin 

toksik olmayan dozu belirlendikten sonra Aβ’nin indüklediği sitotoksite üzerine şikoninin 

etkilerini araştırmak için MTT analizi yapıldı. Dört farklı deney grubu oluşturuldu.  

1. grup; Kontrol grubu (Hiçbir tedaviye maruz bırakılmayan hücre grubu) 

2. grup; Aβ uygulanan grubu 

3. grup; Şikonin uygulanan grup 

4. grup; Aβ +Şikonin uygulanan grup 

 

3.2.3. Oksidatif Hasar Testleri 

Besinlerin oksijen yardımıyla enerjiye dönüşümü esnasında reaktif moleküller olan 

serbest radikaller meydana gelir. Oksijen, metabolizma sırasında serbest radikal kaynağı 

olarak bilinmekle birlikte yaşam için önemli bir molekül olup çok fazla reaktif olan ara 

ürünlerin meydana gelmesine neden olabilmektedir. Antioksidan savunma sistemleri 

ROT olarak bilinen bu moleküllerin zararlı etkilerini önlemek için gelişmiştir. Ancak bazı 

durumlarda antioksidan savunma sistemi serbest radikallerin zararlı etkisini tamamen yok 

edemez ve oksidatif stres meydana gelir. Oksidatif stres ile birlikte oluşan bu ROT 

özellikle DNA, lipit ve protein gibi hücre bileşenlerine zarar verirler ve sonuçta aralarında 

akut renal yetmezlik, ateroskleroz, bronşit kalp hastalıkları, alkolik karaciğer hastalıkları, 

serebrovasküler hastalıklar, diyabet, akciğer hastalıkları, kanser, anfizem, ve 

nörodejeneratif hastalıklar gibi yaşlanmaya bağlı dejeneratif bozuklukların da yer aldığı 

patolojik olayların oluşumuna neden olurlar (103).  

Serbest radikallerin direkt ölçüm yöntemlerinin zorluğu nedeniyle serbest radikal aracılı 

doku hasarının belirlenebilmesi amacıyla daha çok oksidatif hasar sonucu oluşan 

ürünlerin ölçülmesi yoluna gidilmektedir (104,105). 

Bu çalışmada oluşan oksidatif hasarın belirlenmesi amacıyla anti oksidan parametreler   

GSH-Px, SOD, CAT ve lipit peroksidasyon ürünü olan MDA seviyesi ELISA yöntemiyle 

ölçüldü. Ayrıca NO• analizi Griess yöntemi ile kolorimetrik olarak analiz edildi. ELISA 
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yöntemin prensibi antijen-antikor ilişkisine dayanmaktadır. Antijene özgü antikor ile 

kaplanmış kuyucuklara uygun miktarlarda standartlar ve numuneler ilave edilir. 

İnkübasyon ve yıkama işleminden sonra enzim ile işaretli antikor eklenir. Bağlı enzim 

substratla reaksiyona girerek renk değişikliğine neden olur. Reaksiyon için yeterli süre 

tamamlandıktan sonra reaksiyonu durdurma solüsyonu ile reaksiyon durdurulur ve 

renklenme spektrofotometrik yöntemle belirli dalga boyunda okuma yapılarak absorbans 

değerleri belirlenir. Bu renk değişikliği antijen varlığının ve düzeyinin tespit edilmesini 

sağlar.  

ELISA yöntemi çalışması için PC12 hücrelerinden aşağıda belirtilen işlem basamakları 

uygulanılarak her bir örnek grubu için homojenat elde edilmiştir. 

İşlem Basamakları: 

1. Çalışma için kontrol, Aβ, Şikonin, Aβ +Şikonin olmak üzere 4 farklı örnek grubu 

oluşturuldu. 

2. 6 kuyulu kültür plaklarına 1x106 hücre/2 ml’de ekildi ve hücrelerin tutunması için 

24 saat inkübasyonu sağlandı. 

3. Süre sonunda hücrelerin üst fazı atıldı ve yerine %1.5 serum içeren ortam eklendi. 

Şikonin (20µM) ve Aβ (5µM) için stok çözeltiden %1.5 serum içeren ortam ile 

belirlenen konsantrasyon hazırlandı ve hücrelere uygulandı. 

4. 24 saatlik inkübasyon sonrasında aşağıda belirtilen şekilde hazırlanan liziz 

tampon çözelti ile hücreler buz üzerinde lizis edildi. 

5. Liziz olan hücreler 1.5 ml’lik ependorf tüplerine alındı ve 15.000 rpm de 15 

dakika 4°C’de santrifüj edildi. 

6. Santrifüj sonrasında hücre kalıntıları dibe çöktü, üst kısım ayrı ependorflara 

alındı. 

7. Elde edilen homojenatların 1,5 ml’i çalışma için ayrıldı, kalan kısmı ise saklamak 

üzere -80°C’ye kaldırıldı. 

8. Tiyobarbitürik asit reaksiyon ürünleri (TBARS) kit çalışması için homojenatlarla 

kitte belirtilen protokole uyularak deney yapıldı. Her örnek grubunda 3 defa 

çalışıldı.  

Lizis Tampon Hazırlanışı: 

• 10mM Tris-HCI 

• 25mM EDTA 

• % 0,1 Triton-X-100 

• 1mM DTT 
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90 ml distile suyun içerisine Tris-HCI eklenip pH=7,2’ye ayarlandı. Sonra üzerine 

yukarıda belirtilen diğer kimyasallar eklendi ve son hacim 100 ml olacak şekilde eksik 

kalan kısım tekrar distile su ile tamamlandı. Hazırlanan bu lizis tampon çözelti ile 

hücrelerden homojenat hazırlandı ve TBARS, CAT, GSH-Px kitlerindeki belirtilen 

protokole uyularak ELİSA yöntemi çalışıldı.   

 

3.2.3.1. TBARS Testi (katalog no: 10009055) 

Hücrelerin reaktif oksijen ürünlerine karşı en hassas bileşenleri lipitlerdir. Reaktif oksijen 

ürünleri tarafından membran lipitlerindeki doymamış yağ asitlerinin oksidasyonu lipit 

peroksidasyonu olarak bilinir. Lipit peroksidasyonunun en önemli ürünü MDA’dır. MDA 

düzeyi tiyobarbitürik asit reaktif maddeleri (TBARS) testi ile belirlendi. Bu test oksidatif 

hasar testlerinde lipit peroksidasyonunun belirlenmesinde en sık kullanılan yöntemlerden 

biridir. Tiyobarbitürik asit reaksiyon ürünleri malondialdehit (MDA) olarak ifade edildi. 

Testin prensibi: Lipit peroksidasyonu sonucu oluşan ürünlerin asidik koşullarda 

tiyobarbitürik asit ile reaksiyona girmesi sonucu meydana gelen renk değişimi 

kolorimetrik olarak ölçülebilmektedir.  Elde edilen absorbans değerleri molar ekstinksiyon 

katsayısı (1.56x105 cm-1M-1) kullanılarak hesaplandı. 

 

 

 

Şekil 14: MDA oluşumu ve MDA-TBA arasında meydana gelen reaksiyon (106) 
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3.2.3.2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Testi (katalog no: 703102) 

Glutatyon peroksidaz, sitozolde bulunan tetramerik bir enzimdir ve yapısında dört Se 

atomu vardır. Hidroperoksitler ile H2O2 indirgenmesini sağlar. Zar fosfolipitlerinden, 

fosfolipaz A2 tarafından salınan lipit hidroperoksitlere etki gösterir. Fagositik hücrelerde 

önemli bir etkisi vardır. Aşırı solunum esnasında serbest radikal hasarı sonrasında 

fagositik hücrelerin zarara uğramasını önler. GSH-Px aktivitesindeki azalma, hücre 

hasarına ve hidrojen peroksit birikmesine neden olur. GSH-Px, hem lipit peroksidasyonu 

sonucu oluşan lipit hidroperoksitlerin metabolizmasını sağlar hem de lipit 

peroksidasyonunun başlamasını önler (103). 

         

              

3.2.3.3. Katalaz (CAT) Testi (katalog no: 707002) 

Sitozolde ve peroksizomlarda bulunan ve yapısında hem grubu içeren bir protein olan 

katalaz, H2O2’in suya ve moleküler oksijene çevrilmesini katalizler. CAT etil 

hidroperoksit ve metil hidroperoksit gibi küçük moleküllerin indirgenmesini de sağlar, 

fakat büyük molekül ağırlıklı olan lipit hidroperoksitlere karşı etki göstermez (105). 

(Katalitik aktivite)        

(Peroksidatik aktivite)  

 

3.2.3.4. Süperoksit Dismutaz (SOD) Testi (katalog no: 706002) 

Tüm aerobik hücreler SOD içerirler. Hem mitokondrilerde, hem de sitozolde bulunan bu 

enzim süperoksit radikallerini etkisiz hale getirerek, hücreleri O2
•- zararlarından korur. 

SOD aktivitesi, dokularda oksijen basıncının (pO2) yükselmesi ile artar. SOD, granülosit 

fonksiyonu ve fagosite edilmiş bakterilerin intraselüler olarak öldürülmesinde rol 

oynayan önemli bir enzimdir. İçeriğindeki metal iyonuna göre mitokondriyal tetramerik 

Mn-SOD ve sitozolik dimerik Cu, Zn-SOD olarak adlandırılır (103). 
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Bu deney için kitin protokolünde belirtilen liziz tampon çözelti ayrı olarak hazırlanıp, 

elisa yöntemindeki homojenat eldesi için yapılan işlem basamakları takip edilerek 

homojenat elde edilmiştir. Homojenat eldesinden sonra kitteki işlem basamaklarına 

uyularak deney yapılmıştır. Liziz tampon çözelti aşağıda belirtilen şekilde hazırlanmıştır; 

Liziz tampon çözelti hazırlanışı: 

• 10mM Tris-HCI 

• 25mM EDTA 

• % 0,1 Triton-X-100 

• 100Mm Sukroz 

90 ml distile su içerisine 10 mM tartılan tris-HCI eklenip pH=7,2’ ye ayarlandı ve üzerine 

yukarıda belirtilen kimyasallar belirtilen oranlarda eklendi ve eksik kalan hacim tekrar 

distile su eklenerek 100 ml’e tamamlandı. 

Her bir örnek grubu için homojenatlar hazırlanan bu liziz tampon ile elde edildikten sonra 

3’er li olarak kitteki protokole uyularak deney yapıldı. 

 

3.2.3.5. Nitrat/Nitrit Kolorimetrik Testi (katalog no: 780001) 

Nitrik oksit, insan hücreleri tarafından biyokimyasal olarak sentezi yapılan bir endojen 

sinyal molekülü olmasının yanında solunumla kirlenmiş atmosferden alınan ve zararlı 

etkilere sahip bir ekzojen gaz molekülüdür (107).  NO•, yarı ömrü çok kısadır ve serbest 

radikal yapısına sahiptir. NO•, lipofilik yapıda olup, yüksek konsantrasyonlardaki NO•, 

oksijensiz ortamda oldukça stabildir ve suda çözünme özelliğine sahiptir. NO•, üzerinde 

yük taşımaması ve eşlenmemiş elektron bulundurmasından dolayı önemli bir mesajcıdır. 

Yani yüksüz olduğu için bir hücreden diğer hücreye hiçbir bariyerle karşılaşmadan 

kolaylıkla geçer ve eşlenmemiş elektrona sahip olması nedeniyle reaksiyon hızları 

yüksektir (108). 

Nitrik oksit, L-argininden sitrülin oluşumu esnasında, L-argininin guanidin nitrojen 

grubunun hidroksilasyonu ile oluşan bir ara üründür. Sentez için NADPH, kalmodulin, 

oksijen ve dört kofaktör (hem, flavin mononükleotit, flavin adenin dinükleotit ve 

tetrahidrobiyopterin) gereklidir NO•, vücudun birçok dokularında sentezlenmektedir. 

NO•, endojen L-argininden nitrik oksit sentaz (NOS) enzim ailesi tarafından sentezlenir. 

NO• sentezlendikten sonra hızlı ve kararlı bir şekilde okside edilerek son ürünler olan 

nitrit ve nitrat gibi inaktif bileşiklere dönüşür (108). NO• oksijen ile hızla reaksiyona 
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girerek nitrite dönüştüğünden, “Griess Reaksiyonu” yöntemi kullanılarak nitrit/nitrat 

üzerinden NO• konsantrasyonu ölçülmektedir. Aşağıda belirtilen işlem basamakları takip 

edilerek NO• konsantrasyonu griess yöntemi ile tayin edilmiştir. 

İşlem Basamakları: 

1. Çalışma için kontrol, Aβ, şikonin, Aβ+şikonin olmak üzere 4 farklı örnek grubu 

oluşturuldu. 

2. 6 kuyulu kültür plaklarına 1x106 hücre/2 ml’de ekildi ve hücrelerin tutunması için 

24 saat inkübasyonu sağlandı. 

3. Süre sonunda hücrelerin üst fazı atıldı ve yerine %1.5 serum içeren ortam eklendi. 

Şikonin (20µM) ve Aβ (5µM) için stok çözeltiden %1.5 serum içeren ortam ile 

belirlenen konsantrasyon hazırlandı ve hücrelere uygulandı. 

4. 24 saatlik inkübasyon sonrasında hücrelerin üstünü örten üst faz (süpernatant) ayrı 

ayrı ependorflara alındı. 

5. 15.000 rpm de 15 dakika 4°C’de santrifüj edildi. 

6. Santrifüj sonrası dipte ölü hücre kalıntıları oluştu, yeni ependorf tüplere üst faz, 

dibe çok gelmeden alındı.  

 

3.3. İstatiksel Analiz 

Verilerin istatiksel analizinde SPSS 16.0 (SPSS Inc.) istatistik programı kullanıldı. 

Sonuçlar ortalama + Standart Sapma şeklinde verildi. Hastaların ve kontrol grubunun 

verilerileri arasındaki farklar bağımsız gruplarda t testi ile analiz edildi. Gruplar arasında 

karşılaştırma yapmak için ANOVA ve Kruskal Wallis testi kullanıldı. Normal dağılım 

gösteren parametrik verilere Pearson korelasyon testi, normal dağılıma uymayan verilere 

ise Spearman korelasyon testi uygulandı. Tüm istatiksel değerlendirmelerde 0.05’den 

küçük p değeri istatiksel açıdan anlamlı kabul edildi. 
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4.BULGULAR 
 

 

4.1. MTT Hücre Canlılık Testi Sonuçları 

4.1.1. Aβ25-35 Toksisitesi ile in vitro Alzheimer Modelinin Oluşturulması 

PC12 hücrelerinde Aβ25-35 peptidi ile nörotoksisite modeli oluşturmak için 0.5, 2.5, 5, 10, 

20, 40, 80 ve 100 μmol konsantrasyonlarda Aβ peptidi verilerek 24, 48 ve 72 saat 

süresince inkübasyonu yapıldı ve inkübasyon sonunda MTT testi ile hücre canlılıkları 

belirlendi. Analiz edilen dozlar ve süreler değerlendirildi ve 5μmol Aβ25-35’in hücrelerin 

yaklaşık %33’ü üzerine toksik etki göstererek hücre canlılığını azalttığı görüldü. Bu 

deney sonucu Aβ25-35 için en uygun süre ve dozun 24 saat 5 μmol olduğu saptandı ve bu 

doz ve süre diğer çalışmalarda kullanıldı. Tüm 96 kuyucuklu plak çalışmalarında her grup 

için 3’lü çalışıldı ve her test en az 3 kez tekrar edildi. 

 

Şekil 15: PC12 hücrelerinin farklı konsantrasyondaki Aβ25-35 ile 24 saat inkübasyonu sonucu elde edilen 
MTT sonuçları. (Kontrol vs Aβ ***: p<0.05, **: p<0.01, *.p<0.001). 
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Şekil 16: Hücrelerin farklı Aβ25-35 konsantrasyonlarına maruziyeti, 48 saat sonra yapılan MTT sonuçları. 
(Kontrol vs Aβ **: p<0.01, **:p<0.001). 

 

 

Şekil 17: Hücrelerin farklı Aβ25-35 konsantrasyonlarına maruziyeti, 72 saat sonra yapılan MTT sonuçları. 
(Kontrol vs Aβ ***p<0.05, **p<0.01, *p<0.001). 

 

4.1.2. Şikonin Molekülünün Doza Bağlı Hücre Canlılığına Etkisi 

PC12 hücrelerinde şikonin molekülünün koruyucu etkisini belirlemek üzere farklı 

konsantrasyonlarda (5, 10, 15, 20, 25, 30, 40 ve 60 μmol) uygulandı. 24 saat inkübasyonu 

yapıldıktan sonra MTT testi ile kullanılan tüm dozların hücre canlılığı üzerine toksik etki 

yapmadığı saptandı (Şekil 18). Kullanılan dozlardan canlılığı destekleyen 

konsantrasyonu olan 20 μmol düzeyi seçilerek çalışmada kullanıldı. 
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Şekil 18: Farklı konsantrasyonlarda uygulanan şikonin dozlarının 24 saatlik uygulaması sonucu elde edilen 
MTT sonuçları (Kontrol vs Şikonin **p<0.01). 

 

4.1.3. Şikoninin Aβ25-35 Toksisitesine Karşı Etkisi 

Bu aşamada, şikoninin Aβ25-35 toksisitesi üzerine etkinliği incelendi. Bu amaçla, hücreler 

5 μmol Aβ25-35’ya maruz bırakılırken bazı gruplara da 20 μmol şikonin eklendi (Şekil 19). 

İnkübasyon sonunda (24 saat) yapılan canlılık analizleri, şikonin’in Aβ25-35 toksisitesini 

azaltarak hücre canlılığını istatiksel olarak anlamlı düzeyde koruyucu etkisi olduğunu 

gösterdi (p<0.01).  

 
 
Şekil 19: Şikoninin (20 μM) Aβ (5μΜ) toksisitesine karşı koruyucu etkisinin MTT canlılık testi ile 
değerlendirilmesi.  Kontrol vs. Aβ **p < 0.01, Aβ vs. Şikonin **p < 0.01, Aβ vs. Aβ+Şikonin ***p< 0.05. 
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4.2. Şikoninin Oksidatif Hasara Karşı Korucu Etkileri  

4.2.1. Lipit Peroksidasyonu-TBARS Testi Bulguları 
Lipit peroksidasyon ürünü olan MDA düzeyi tiyobarbitürik asit reaktif maddeleri 

(TBARS) testi ile belirlendi. Yapılan analizde, PC12 hücrelerinde Aβ25-35, MDA 

üretimini belirgin düzeyde stimüle ederken (p<0.001), şikonin uygulamasının bu etkiyi 

büyük oranda düşürdüğü görülmüştür (p<0.001). Bu sonuç, şikoninin oksidatif hasara 

yani lipit peroksidasyonuna karşı koruyucu etkisini göstermektedir. 

 

Şekil 20: Şikoninin lipit peroksidasyonuna karşı koruyucu etkisinin belirlenmesi. Kontrol vs. Aβ 

 (*p< 0.001). Aβ vs. şikonin (*p<0.001). Aβ vs. Aβ+ şikonin (*p < 0.001). 

 

4.2.2. Süperoksit Dismutaz (SOD) Testi Bulguları 
Yapılan analizde, kontrol grubuna kıyasla Aβ25-35’in SOD düzeyini azalttığını (p<0.001), 

şikonin uygulamasının ise SOD düzeyini arttırdığı görülmüştür (p<0.05). Bu sonuç, PC12 

hücrelerinde Aβ toksisitesi ile oluşturulan oksidatif hasara karşı şikoninin SOD 

antioksidanının aktivitesini arttırarak koruyucu etkisi olduğunu göstermektedir. 
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Şekil 21: Şikoninin SOD enzimi üzerine etkisinin belirlenmesi. Kontrol vs. Aβ (*p < 0.001). Aβ vs. şikonin 
(***p < 0.05). Aβ vs. Aβ+şikonin (***p < 0.05). 

 

4.2.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH Px) Testi Bulguları 

Yapılan analizde, kontrol grubuna kıyasla Aβ25-35’in GSH-Px düzeyini azalttığını 

(p<0.001), şikonin uygulamasının ise GSH-Px düzeyini arttırdığı görülmüştür (p<0.05). 

Bu sonuç ile hücrelerde Aβ peptidi ile oluşturulan oksidatif hasara karşı şikoninin 

glutatyon peroksidaz enzim aktivitesini arttırarak koruyucu etkisinin varlığı gözlendi. 

   

Şekil 22: Şikoninin GSH-Px aktivitesi üzerine etkisinin belirlenmesi. Kontrol vs. Aβ (*p < 0.001). Aβ vs. 
şikonin (*p < 0.001). Aβ vs. Aβ+şikonin (***p < 0.05). 
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4.2.4. Katalaz (CAT) Testi Bulguları 
Yapılan analizde, kontrol grubuna kıyasla Aβ25-35’in katalaz düzeyini azalttığını 

(p<0.001), şikonin uygulamasının ise katalaz düzeyini arttırdığı görülmüştür (p<0.001). 

 

Şekil 23: Şikoninin CAT aktivitesi üzerine etkisinin belirlenmesi. Kontrol vs. Aβ (*p < 0.001). Aβ vs. 
şikonin (*p < 0.001). Aβ vs. Aβ+şikonin (*p < 0.001). 

 

4.3. Nitrik Oksit Testi Bulguları 

Nitrik oksit, serbest radikal yapısına sahip ve yarı ömrü çok kısa olan bir gaz 

molekülüdür. Bu çalışmada “Griess Reaksiyonu” yöntemi kullanılarak nitrit/nitrat 

üzerinden NO• konsantrasyonu ölçülmüştür. Analiz kolorimetrik olarak tayin edilmiştir. 

Yapılan analiz sonucuna göre Aβ’nın NO• düzeyini arttırdığı, şikoninin ise NO• düzeyini 

azalttığı istatiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p < 0.001). 
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Şekil 24: Şikoninin NO• düzeyi üzerine etkisinin belirlenmesi.  Kontrol vs. AB (*p < 0.001). Aβ vs. şikonin 
(*p < 0.001). Aβ vs. Aβ+şikonin (*p < 0.001). 
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5. TARTIŞMA 

 

 

Alzheimer Hastalığı, kortikal disfonksiyon ve ilerleyici bellek bozukluğu ile karakterize 

kronik nörodejeneratif bir hastalıktır. Tüm demanslar arasında en sık görülen demans 

tipidir ve görülme sıklığı yaşla birlikte artar. Günümüzde ölüm nedenleri arasında altıncı 

sırada görülmektedir ve ilerleme sürecinde hastanın yanı sıra çevresindekileri de olumsuz 

yönde etkileyerek toplum için sosyo-ekonomik bir problem meydana getirmektedir (3). 

Yapılan bir çalışmaya göre tahminen dünyada 40 milyon insanın çoğunluğu 60 yaş üstü 

olup demans hastalığına sahip olduğu ve bu durum 2050 yılına kadar her yirmi yılda bir 

ikiye katlanacağı tahmin edilmektedir (41). Bu nedenle AH patogenezi üzerine yapılan 

araştırmalar giderek önem kazanmaktadır.  

Alzheimer hastalığının etiyopatogenezini tanımlamada kabul gören teorilerden birisi 

Amiloid Kaskad Hipotezi dir. Bu hipoteze göre Aβ’nın aşırı üretilmesi sonucu meydana 

gelen agregatların toksik etki gösterdiği ve bunun sonucunda nöron ölümünün 

gerçekleştiği kabul edilmektedir (52). Aβ, beyinde çözünür ya da çözünmez yapılarda, 

monomerden yüksek molekül ağırlıklı oligomerlere kadar değişen formlarda hücre içinde 

veya dışında bulunabilmektedir (51). Senil plaklarda çözünmez formda ekstraselüler 

depozitler halinde birikiminin AH patogenezinde temel mekanizma olduğuna dair artan 

görüşler bulunmakta ise de, Aβ’nın indüklediği toksisitenin oluşum mekanizması hala 

kesinlik kazanmamış durumdadır.  

Alzheimer hastalığı modeli oluşturulurken Aβ25-35 peptidi sıklıkla kullanılan bir Aβ 

formudur (109). Aβ25-35 peptidi 11 amino asitten oluşmaktadır. Nöronal dokuda APP’nin 

amiloidojenik parçalanması sonucu toksik Aβ1-40 ve Aβ1-42 fragmanları oluşmaktadır. 

Amfipatik özelliğe sahip olan Aβ1-42 peptidinin C-terminalindeki 12-14 amino asitlik 

kısım hidrofobik olup, N-terminal kısmı ise hidrofiliktir. Aβ25-35 peptidi Aβ1-42’nin 

hidrofobik C-terminal kısmında lokalizedir (110).  AH olanların beyninde Aβ25-35 

peptidin varlığı immunohistokimyasal olarak gösterilmiştir. Amiloidojenik süreçte 

üretilen ve toksik olan Aβ1-40 monomerlerinin Aβ25-35 peptidine dönüşebildiği 
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kanıtlanmıştır (111). Bu nedenle AH ile ilişkili mekanizmaların araştırılmasında Aβ25-35 

peptidi sık olarak kullanılmaktadır.  

Bizim çalışmamızda da in vitro AH modeli oluşturmak için nöronal toksisite ajanı olarak 

sentetik Aβ25-35 peptidi kullanılmıştır. Aβ25-35 peptidinin nöronal dokuda olası etkilerini 

inceleyebilmek için hücre hattı olarak PC12 (sıçan feokromasitoma) hücre hattı 

kullanılmıştır. PC12 hücreleri nöroendokrin özelliğe sahip kromaffin hücrelerden 

gelişmiş sıçan feokromasitoma hücreleri olup deneysel AH modeli oluşturmak için sık 

kullanılan bir hücre hattıdır (112).  

PC12 hücre hattında nöronal sitotoksite oluşturmak için hangi doz ve sürede Aβ25-35 

kullanılacağına ait literatürde farklı çalışmalarda farklı doz ve süreler bildirilmiştir. 

Yapılan birçok çalışmada PC12 hücrelerinde etkin Aβ doz ve süresi için genellikle 24 

saatlik inkübasyon ile 10-20 μmol olarak belirlenmiştir (113, 114,115). Jang JH ve ark. 

(2003) ise 36 saatlik inkübasyon ile 50 μmol olarak belirlemişlerdir (116). Çalışmamızda 

PC12 hücrelerinde AH modeli oluşturmak için farklı konsantrasyonlarda (0.5, 2.5, 5, 10, 

20, 40, 80 ve 100 μmol) ve farklı sürelerde (24, 48 ve 72 saat) Aβ25-35 uygulanarak 

inkübasyona bırakıldı. İnkübasyonlar sonrası hücre canlılığı MTT testi ile analiz edildi. 

Yapılan MTT analizleri sonucunda 24. 48. ve 72. saatlerin sonunda hemen hemen tüm 

dozların kontrole göre hücre canlılığının anlamlı olarak azalmasına neden olduğu 

gözlendi (Şekil 15,16,17). Bu analizler sonucunda anlamlı nöron ölümüne yol açan doz 

ve süre olarak 5 μmol ve 24 saat (hücrelerin yaklaşık %33’ü üzerine toksik etki gösteren 

doz) olarak şeçildi (p<0.01).  Bu doz ve süre ile deneylere devam edildi.  

 

Şikonin geleneksel Çin tıbbında yaygın olarak yara iyileşmesinde kullanılmaktadır. Anti-

inflamatuar, anti-trombotik, anti-mikrobial, anti-oksidan ve etkilere sahip olduğu 

bilinmektedir. Lithospermum erthhrorhizon Sieb. Et. Zucc. (Boraginaceae) bitkisinin 

kurumuş köklerinden elde edilmektedir. Şikonin son yıllarda ilgi odağı haline gelmiş olup 

birçok faydalı etkileri üzerine yapılan çalışmalar gittikçe artmaktadır (14,15).  

 

Bu tez çalışmasında PC12 hücrelerinde Aβ ile oluşturulan in vitro AH modelinde 

şikonin’in Aβ ile indüklenen sitotoksite ve oksidatif hasara karşı olası koruyucu etkisi 

araştırılmıştır. Şikoninin birçok hastalıkta koruyucu rolü olduğu bilinmesine karşın, 
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AH’da önemli bir patofizyolojik mekanizma olan Aβ aracılı sitotoksite ve oksidatif hasar 

üzerine etkilerinin araştırıldığı bir literatür çalışması henüz bulunmamaktadır.  

  

Amiloid beta için uygun doz ve süre analizi yapıldıktan sonra, şikoninin PC12 hücreleri 

üzerine etkilerini incelemek için farklı konsantrasyonlarda (5, 10, 15, 20, 25, 30, 40 ve 

60 μmol) şikonin uygulandı. 24 saatlik inkübasyondan sonra yapılan MTT testi ile 

kullanılan tüm dozların hücre canlılığı üzerine toksik etki yapmadığı saptandı. Kullanılan 

dozlardan en düşük ve canlılığı destekleyen doz olan 20 μmol seçilerek çalışmamızda 

kullanıldı.  

Esmaeilzadeh E. vd. (2013), yaptıkları çalışmada şikonin’in PC12 hücrelerinde 6 OHDA 

ile oluşturulan nörotoksisiteye karşı koruyucu etkisinin varlığını araştırmışlar ve 10 μmol 

şikoninin oluşan toksisiteye karşı hücre canlılığını %70 koruduğu saptamışlardır (97). 

Şikoninin PC12 hücre hattında Aβ25-35 toksisitesi üzerine etkilerini incelemek için MTT 

canlılık analizi yapıldı. MTT canlılık analizinde 20 μmol şikoninin 5 μmol Aβ25-35 

toksisitesi azaltarak hücre canlılığını koruduğu saptandı (Şekil 19). Sonuçlar istatiksel 

olarak anlamlı idi (*p<0.001). 

Alzheimer hastalığında Aβ ile ilişkilendirilen serbest radikal oluşumu hücrelerde 

oksidatif strese neden olmaktadır. Çözünür ve agragat halindeki Aβ’nın nöron hücreleri 

membranlarına giderek lipit peroksidasyonu, protein oksidasyonunu tetiklediği ve RNT 

ve ROT’ların oluşumuna neden olduğu bilinmektedir. Tüm bu Aβ kaynaklı değişimler, E 

vitamini ya da diğer antioksidanlar ile inhibe edilebilmektedir (55).  

Oksidatif stres, hücrelerin lipid tabakasının peroksidasyonuna sebebiyet veren RNT’lerin 

üretimi ile vücudun antioksidan savunma sistemi arasındaki dengesizlik olarak ifade 

edilmektedir (67).  

Çalışmamızda şikoninin Aβ25-35 toksisitesine karşı koruyucu etkisi belirlendikten Aβ’nın 

indüklediği oksidatif hasara karşı olası koruyucu etkisinin incelenmesi amaçlanmıştır. Bu 

amaçla kontrol, Aβ25-35, şikonin ve Aβ25-35+şikonin olmak üzere 4 deney grubu 

oluşturuldu. Oksidatif hasarın belirlenmesi amacıyla antioksidan parametreler GSH-Px, 

SOD, CAT ve lipit peroksidasyon ürünü olan MDA, ELISA yöntemiyle ölçüldü. Ayrıca 

NO• analizi Griess yöntemi ile kolorimetrik olarak analiz edildi. 

Hücrelerin ROT’lara karşı en hassas bileşenleri lipitlerdir. ROT’lar tarafından membran 

lipitlerindeki doymamış yağ asitlerinin oksidasyonu lipit peroksidasyonu olarak bilinir. 

Lipit peroksidasyonunun en önemli ürünlerinden biri MDA dır (114). Çalışmamızda 
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MDA düzeyi TBARS testi ile belirlendi. MDA düzeyi 4 deney grubunda ölçüldü ve elde 

ettiğimiz sonuçlara göre Aβ25-35 ’in MDA düzeyini anlamlı olarak arttırdığı, ancak Aβ25-

35’in sebep olduğu MDA düzeyindeki artışın şikonin eklenmesi ile istatistiksel olarak 

anlamlı bir düzeyde azaldığı gözlendi (p<0.001) (Şekil 20). Bu sonuç şikonin’in Aβ ile 

indüklenen lipit peroksidasyonuna karşı koruyucu etkisi olabileceğini göstermektedir.  

Süperoksit dismutaz ROT karşı savunmanın ilk yoludur (17,117) hem mitokondrilerde, 

hem de sitozolde bulunmaktadır. Bu enzim O2
•- radikallerinin zararlarını etkisiz hale 

getirerek, hücreleri O2
•- radikallerinin zararlı etkilerinden korur. Dokularda oksijen 

basıncının (pO2) yükselmesi ile SOD aktivitesi artar. İçeriğindeki metal iyonuna göre 

mitokondriyal tetramerik Mn-SOD ve sitozolik dimerik Cu, Zn-SOD olarak adlandırılır 

(103). Çalışmamızda Aβ25-35’in SOD düzeyini anlamlı olarak azalttığı (p<0.001), ancak 

Aβ25-35’in sebep olduğu SOD düzeyindeki azalmanın şikonin eklenmesi ile istatiksel 

olarak anlamlı bir düzeyde arttığı gözlendi (p<0.05) (Şekil 21). 

Katalaz ve GSH-Px, H2O2’in moleküler oksijen ve suya dönüştürülmesini sağlayan 

enzimlerdir (17). CAT, peroksizomlarda ve sitozolde bulunur ve yapısında hem grubu 

içermektedir (103). Çalışmamızda yapılan analize göre Aβ25-35’in CAT düzeyini anlamlı 

olarak azalttığı, ancak Aβ25-35’in sebep olduğu CAT düzeyindeki azalmanın şikonin 

eklenmesi ile istatiksel olarak anlamlı bir düzeyde arttığı gözlendi (p<0.001) (Şekil 23).  

Glutatyon peroksidaz sitozolde bulunan tetramerik bir enzimdir ve yapısında dört Se 

atomu vardır. Hidroperoksitlerin ve H2O2’ in indirgenmesini sağlar. GSH-Px 

aktivitesindeki azalma, hücre hasarına ve H2O2 birikmesine neden olur. GSH-Px, hem 

lipit peroksidasyonu sonucu oluşan lipit hidroperoksitlerin metabolizmasını sağlar hem 

de lipit peroksidasyonunun başlamasını önler (105). Yapılan analiz sonucuna göre Aβ’nın 

GSH-Px düzeyini anlamlı olarak azalttığı (p<0.001), ancak Aβ25-35’in sebep olduğu GSH-

Px düzeyindeki azalmanın şikonin eklenmesi ile istatiksel olarak anlamlı bir düzeyde 

arttığı gözlendi (p<0.05) (Şekil 22).  Bu sonuçlar şikonin, Aβ25-35 aracılı oksidatif hasara 

karşı bu antioksidan enzim aktivitelerini artırdığı ve koruyucu etkiye sahip olduğunu 

göstermektedir. 

Alzheimer hastalığında aşırı miktarda Aβ ve NFY birikimi sonucu oksidatif stres 

meydana gelmekte ve bu süreçte oksidan ve antioksidan sistem arasındaki denge 

bozulmaktadır (118). Bunun sonucunda ise serbest radikaller oluşmaktadır. Antioksidan 

savunma sistemi enzimlerinden olan SOD, CAT, GSH-Px oluşan ROT’ları 

zararsızlatırarak oksidatif strese karşı koruyucu etki gösterirler.  
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Alzheimer hastalığında ROT’un aşırı üretimi ve antioksidan sistemin yetersizliği 

nedeniyle protein, lipid ve DNA gibi makromoleküller büyük oranda hasar görmekte ve 

nöron hücrelerinin ölümüne sebebiyet vermektedir. Ayrıca aşırı üretilen ROT’ lar, 

mitokondriyal fonksiyon bozuklukları, Aβ ve APP üretimini ve yaşlanmayı 

tetikleyebilme ve sekretaz enzimlerini aktive edebilmektedir (68). Yapılan çalışmalarda 

serbest oksijen radikallerinin amiloid birikimini arttırıcı etki gösterdiği ve bu etkiyi bazı 

serbest radikal yakalayıcılarından olan E vitamininin korucu etki gösterdiği 

gözlemlenmiştir (64). 

Bizim çalışmamıza benzer şekilde Wang Z. vd. (2010) yaptıkları çalışmada şikonin’in 

farelerde serebral iskemi/reperfüzyon hasarına karşı nöroprotektif etki sergilediğini 

saptamışlardır. Bu çalışmada şikonin’in iskemik beyin hasarına karşı koruyucu etkisinin 

varlığı saptanmış, lipit peroksidasyon ürünü olan MDA düzeyini azalttığı gözlenmiştir. 

Aynı zamanda şikonin’in SOD, CAT ve GSH-Px aktivitesini arttırdığı görülmüştür. Bu 

sonuçlar şikonin’in iskemi/reperfüzyon hasarına karşı nöroprotektif etkilerinin onun 

antioksidan etkilerinden dolayı olabileceğini göstermiştir (17). 

Lu GA. vd. (2015), karbon iyon ışınlarıyla ışınlanmış farelerde oluşan beyin hasarına 

karşı şikonin’in koruyucu etkisini araştırmışlar ve şikonin’in farelerde karbon iyon 

ışınının oluşturduğu oksidatif strese karşı koruyucu etkisinin olduğunu, SOD, CAT ve 

GSH/GSSG oranını anlamlı derecede arttırdığını saptamışlardır (119). 

Esmaeilzadeh E. vd. (2013), yaptıkları çalışmada PC12 hücrelerinde 6-OHDA ile 

oluşturulan nörotoksisiteye karşı şikonin’in koruyucu etkisi araştırmışlardır. Bu 

çalışmada şikonin’in 6-OHDA ile oluşan nörotoksisite ve oksidatif hasara karşı koruyucu 

etkisinin varlığı görülmüş, ROT seviyesini ve nöronal hasarı azalttığı, antioksidan enzim 

aktivitesini arttırdığı (GSH-Px, SOD) gözlemlenmiştir (97). 

Nitrik oksit, serbest radikal yapısına sahip olan ve yarı ömrü çok kısa bir gaz 

molekülüdür. NO• ölçümü yapılırken özellikle nitrit ölçümü tercih edilse de NO• 

metabolizması sonucu, biyolojik sistemlerde nitrit hem demiri içeren proteinler varlığında 

nitrata okside olmaktadır. Fizyolojik koşullarda NO• yaklaşık 3:2 oranında nitrit ve nitrata 

okside olmaktadır. Oluşum oranları örneğe bağlı olarak değişiklik gösterdiğinden, NO• 

metabolizmasının derecesinin en iyi göstergesi olarak nitrit ve nitratın birlikte 

ölçülmesidir (107). Bu çalışmada “Griess Reaksiyonu” yöntemi kullanılarak nitrit/nitrat 

üzerinden NO• konsantrasyonu ölçülmüştür. Yapılan analiz sonucuna göre Aβ’nın NO• 
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düzeyini arttırdığı, şikonin’in ise Aβ25-35’in sebep olduğu NO• düzeyindeki artışı istatiksel 

olarak anlamlı (p< 0.001) bir düzeyde azalttığı gözlendi.   

Bizim çalışmamıza benzer şekilde Prasad RG vd. (2015), lipopolisakkarit (LPS) ile 

indüklenen BV2 mikroglial hücrelerinde şikonin’in anti-inflamatuar etkisi araştırılmış ve 

bu çalışmada pro-inflamatuar mediatörler olan NO•, prostoglandin E2, tümör nekroz 

faktör-a (TNF-a) düzeylerine ve de bunların temel düzenleyici genleri ve ürünleri olan 

indüklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS), cyclooxygenase-2 (COX-2) ve TNF-a 

ekspresyon düzeylerine bakılmış ve şikonin’in anti-inflamatuar etkisinin olduğu 

gözlemlenmiş. Şikoninin NO• seviyesini anlamlı derecede azalttığı görülmüştür (120). 

Bu tez çalışmasından elde edilen sonuçlar, Aβ25-35 ile PC12 hücrelerinde oluşturulan in 

vitro AH modelinde şikonin’in oluşan nöronal sitotoksite ve oksidatif hücre hasarı 

üzerine olumlu etkilerini ortaya koymuştur. Böylece, şikonin’in AH’ında önemli bir 

patofizyolojik mekanizma olan Aβ ile indüklenen sitotoksisite ve oksidatif hasarın 

önlenmesinde potansiyel bir ajan olabileceği düşüncemizin desteklendiğini görmekteyiz.  
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