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OZET

B-Amiloid Ile indiiklenen in vitro Alzheimer Hastaligi Modelinde B-
Glisiretinik Asit'in Koruyucu Etkinliginin Arastirilmasi

Bu calisma, U87 Malign Glioma (MG) hiicre hattinda amiloid Bi-40 (AB) ile
indiiklenen in vitro Alzheimer Hastaligi (AH) modelinde apoptotik yolaklar ve antioksidan
enzimler tizerine meyan kokii (Glycyrrhiza glabra) bitki ekstresinden elde edilen 1883-
Glisiretinik asitin (GA) koruyucu etkilerini arastirmak amaciyla gergeklestirildi.

Calismada U87 MG hiicre hattindan ibaret kontrol grubu, AR ile indiiklenmis U-87
hiicre hatlarini igeren in vitro AH modelinin olusturuldugu Ap grubu ve AB grubuna 183 GA
eklenmesiyle olusturulan A+186 GA grubu olmak iizere 3 grup olusturuldu. Apoptozisin
gostergesi olarak kaspaz-3, antioksidan durumun belirlenebilmesi igin de siiper oksit
dismutaz (SOD), katalaz (KAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzimlerinin seviyeleri
analiz edildi. Kontrol grubuna kiyaslandiginda A grubunda kaspaz-3 seviyesi istatiksel
olarak dnemli sekilde yiiksek bulunurken; AB+188 GA grubunda ise A3 grubuna kiyasla
kaspaz-3 seviyesi istatiksel olarak anlamli sekilde diisiik tespit edildi (p<0,05). Bununla
birlikte, kontrol grubu ile kiyaslandiginda A3 grubunda SOD, KAT ve GPx enzim seviyeleri
istatiksel olarak anlaml sekilde diisiik bulunurken, AB+188 GA grubunda AB grubuna
kiyasla bu enzim seviyeleri istatiksel olarak anlamli sekilde ytiksek tespit edildi (p<0,05).

Sonug olarak, AB ile indiiklenmis in vitro AH modelinde 183-GA’nin antioksidan
enzim diizeylerini artirarak ve apoptotik yolaklar1 aktive ederek koruyucu bir potansiyele
sahip oldugu ortaya konuldu. Bu etkiler g6z oniine alindiginda 188-GA’nin AH’da koruyucu
ya da alternatif tedavide kullanim potansiyeline sahip olabilecegi, bunun yapilacak daha ileri
caligmalarla desteklenmesi gerektigi degerlendirildi.

Anahtar Kelimeler: 18B- Glisiretinik Asit, Alzheimer hastaligi, Kaspaz-3,
Antioksidan enzimler
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ABSTRACT

Investigation of the protective effect of B-glycyrrhetinic acid in the

B-amyloid induced 1n vitro alzheimer's disease model

This study was carried out to investigated the protective effects of 183-Glycyrretinic
acid (GA) which is derived from licorice root (Glycyrrhiza glabra) plant extract on apoptotic
pathways and antioxidant enzymes in an in vitro Alzheimer's Disease (AD) model induced
by amyloid 31-40 (AB) in U87 Malignant Glioma cell line.

In the study, three groups were formed: the control group consisting of U87 MG cell
line, the AP group, in which the in vitro AH model was created containing the A3-induced
U-87 cell lines , and the AB + 188 GA group created by adding 188 GA to the AB group.
Caspase-3 as an indicator of apoptosis ,and to be able to determine the antioxidant status
the levels of super oxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx)
enzymes were analyzed. When compared to the control group, the caspase-3 level in the A3
group was found to be statistically significantly higher; In the AB +183 GA group, the
caspase-3 level was determined statistically significantly lower compared to the AR group
(p <0.05). Nevertheless, when compared to the control group, SOD, CAT and GPx enzyme
levels were found statistically significantly low in the AR group, while these enzyme levels
were determined to be statistically considerably high in the AB + 183 GA group compared
to the A3 group (p <0.05).

As a result, it was revealed that 183-GA has a protective potential by increasing
antioxidant enzyme levels and activating apoptotic pathways in AB-induced in vitro AD
model. When these effects are considered, it was evaluated that 183-GA could have the
potential to be used in preventive or alternative treatment in AD, and this should be supported
by further studies.

Keywords: 18B-GlyciretinicAcid, Alzheimer's disease, Caspase-3, Antioxidant

enzymes
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1.GIRIS

Demans; davranig, bellek ve diistinme gibi bilissel alanlarda yasa bagh olarak diisiis
gosteren, bireyin gilinlilk yasam aktivitelerini etkili bir sekilde gerceklestirme yetenegini
kisitlayan insidansi nedeniyle “21. yiizyilda saglik ve sosyal bakim i¢in en biiyiik zorluk”
olarak goriilen olgudur. Teshis edilen demans vakalarinin yaklagsik %80’i Alzheimer
Hastaligi (AH) olarak bilinen demans formundadir (Mullane&Williams 2020). AH, 1906
yilinda bir kadin hastanin beyin otopsisi sonucu ¢esitli bulgular elde edilmesi ve bu
bulgularin 1907 yilinda yayimlamasi ile ilk kez tanimlanmis olup; diinya genelinde artan
yasa bagli prevelansi en yaygin olan kronik geri doniisiimsiiz nérodejeneratif bir hastaliktir
(Cipriani ve ark. 2010; Anand ve ark. 2014). Hastaligin ilerlemesi {i¢ asamada
tanimlanabilir. Ilk asama klinik 6ncesi faz olarak adlandirilir ve asemptomatiktir. Beyindeki
amiloid Beta (AB) plaklar ile karakterize edilir ama beyin fonksiyonunda degisiklik kaniti
yoktur. Amiloid plaklarin ortaya ¢ikmasini, hiperfosforillenmis yanlis katlanmis Tau protein
(p-tau) agregatlari sonucu Noro Fibriler Yumaklarin (NFY) olusumu takip eder. p-tau
patolojisi néron kayb1 ve beyin atrofisi ile iligkili olan hafif bilissel bozukluk adi verilen
ikinci klinik fazdir. Klinik fazin iiglincii asamasinda giinliik aktivitelerde bozulma meydana

gelir. Giiniimiizde hastaligin spesifik bir tedavisi yoktur (Cannavoa ve ark. 2020).

Bu c¢alismada; oOncelikle AH’nin tamimi, epidemiyolojisi, semptomlari,
patofizyolojisi, ortaya ¢ikma siireci ile ilgili var olan hipotezler ve giincel tedavisinde
kullanilan ilaglar 6zetlendi. Tezin sonraki bolimlerinde giinimiizde AH’nin tedavisinde
daha once hi¢ ¢alisma bulunmayan geleneksel bitki tiirii olan Glycyrrhiza glabra (G.
glabra)’dan elde edilen 18B-Glisiretinik Asit ( 183-GA) anlatildi. Bu kapsamda oncelikle
18B-GA’nin farmakolojik etkileri in vivo ve in vitro calismalarla desteklenerek detayli olarak
sunuldu. 188-GA’nin AH’deki etkinligini incelemek amaciyla U87 Malign Glioma (MG)
hiicre hatlarinda AfB1.40 indiiklenmesi ile olusturulan in vitro AH hiicre modelinde 188-
GA’nin hiicre canlilig1 tizerindeki etkileri 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il) -2,5- difeniltetrazolyum
bromiir (MTT) analizi ile arastirildi. Sonrasinda ELISA testi ile bu hiicre hatlarinda 1883-
GA’nin AH’deki koruyucu etkilerini arastirmak ve bunun oksidatif hasar ve apoptoz
tizerindeki etkisini belirlemek i¢in kaspaz-3, siiper oksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT) ve

glutatyon peroksidaz (GPx) enzim seviyeleri incelendi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Alzheimer Hastahig1 Epidemiyolojisi

Diinya genelinde artan yash niifusa bagli olarak topluluklarda demans 6nemli bir
saglik problemi haline gelmistir (Topcuoglu&Selekler 1998). Diinya Saglik Orgiitii’ne gore
2015 yilinda 60 yasin iizerindeki diinya niifusunun oranmi neredeyse %12 iken 2050’de
%?22'ye ¢ikmasi beklenmekteir. 2020'de 60 yas iistii insanlarin sayisinin 5 yasindan kiigiik
¢ocuklardan daha fazla olacagi1 ongériilmektedir (World Health Organization 2018). Demans
hastas1 bireylerin tiim vakalarinin %50-70'ini olusturan AH diinya genelinde artan bir

prevalansa sahiptir (Topguoglu&Selekler 1998).

2019 il itibari ile diinyada 47 milyon Alzheimer hastasi oldugu bilinmekte, 2030
yilinda bu saymin 76 milyon, 2050 yilinda ise 1355 milyona yiikselecegi tahmin
edilmektedir (Ulgen 2019). Amerika Birlesik Devleti’nde (ABD) bu hastalikla yasayan 5,8
milyon kisi varken, bu niifusun 5,6 milyonunu 65 yas iistii hastalarin olusturdugu rapor
edilmistir. 2050 yilinda bu saymin yalnizca ABD’de 13,8 milyon kisiye yiikselecegi tahmin
edilmektedir (Alzheimer’s Association Report 2018).

Tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de yash niifus hizla artmaktadir. Tiirkiye
Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gére, 65 yas iistii niifusun toplam niifusa gére orani
2014 yilinda %8 iken, 2018 yilinda %8,8'e yiikselmistir (TUIK 2019). 2023 yilinda
tilkemizin 65 yag istii nifusunun, toplam niifus oranmnin %10’u iizerine ¢ikacagi
ongoriilmektedir (Tiirkiye Alzheimer Dernegi 2014). Ulkemizde 2016 TUIK verilerine gore
son 12 ay i¢inde gegirdigi baslica hastalik/saglik sorunlari nedeniyle 65 yas iistii bireyler igin
degerlendirme sonucunda; niifusun %5,6’s1 AH sebebiyle saglik kurulusuna bagvurmustur.
Kiiresel Hastalik Yiikii Caligmast 2017 verilerine gore lilkemizde 2002 yilinda Alzheimer
ve diger demans hastaliklar1 erken 6liim sebebiyle kaybedilen yasam yil1 kisi sayis1 158.090
iken 2017 yilinda bu say1 259.328 olmus ve %64,04 artmistir (Basara ve ark. 2018).
Ulkemizde 6liim nedeni istatistiklerine gére, AH den len yashilarin oran1 2013 yilinda %3,6
iken bu oran 2017 yilinda %4,6'ya yiikselmistir (TUIK 2019). Tiim bu sonuglar AH’nin tiim
diinyada oldugu gibi iilkemizde de giderek artan bir saglik problemi oldugunu géz 6niine

sermektedir.



2.2. Alzheimer Hastaliginin Belirtileri

Alzheimer hastaliginin belirtileri 6zellikle erken donemlerde kisiden Kkisiye
degisiklik gosterebilmektedir (The Heart of Alzheimer's Care and Cure 2016). AH tipik
olarak yavas ilerler ve erken evrelerinde semptomlar hissedilmeyebilir. Hastalik ilerledikce
semptomlar daha belirgin hale gelir ve giinlik yasamda hastanin etrafindaki kisileri de
etkilemeye baslar. Ozellikle son yasanan olaylar1 unutma, kalic1 ve sik hafiza kayb, tekrar
tekrar ayn1 seyi sOylemek, giinlik konusmalarda belirsizlik, mantiksal olarak daha az
planlama, problem ¢6zme, organize etme ve diisiinebilme, dogru sézciigli bulmada giicliik,
rutin isler yapmanin uzun siirmesi, sosyal becerilerin bozulmasi, davranis, kisilik ve ruh
halindeki degisiklikler hastaligin en yaygin belirtileridir (Dementia Australia 2017).

Hastaligin son asamasi bedensel fonksiyon kayb1 ve 6liimle sonuglanir (Fisha ve ark. 2019).

2.3. Alzheimer Hastaliginin Patogenezi

Alzheimer hastaligmin erken fark edilebilmesi, Onleyici tedbirlerin
alabilmesi ve en dogru tedavi yaklagiminin belirlenebilmesi i¢in Oncelikle
hastaligin olusum mekanizmasi ve sebep olan belirteglerin ¢ok iyi bilinmesi gerekir.
Hiicre igi p-tau ve hiicre dis1 Ap peptit AH ile karakterize iki serabral belitegtir. Hiicre
i¢i p-tau NFY’leri olusturuken; hiicre dis1 AP peptitler amiloid plaklarin olusmasina
sebep olur (Saka, 2010; Schierle ve ark. 2016). Bunlarla birlikte, serebrovaskiiler
faktorlerin de AH’nin patogenezinde énemli bir rol oynadig bilinmektedir (Arenda
ve ark. 2011). AH’nin olusumuna dair ortaya atilmis gesitli hipotezler vardir. Bu

hipotezler ayrintili olarak asagida aciklanmistir.

2.3.1. Kolinerjik Hipotezi

Alzheimer hastaliginin nasil olustugu tam olarak bilinmesede olusumu ile
ilgili en giiclii hipotezlerden biri AH’nin kolinerjik hipotezidir. 1976 yilinda
yayimlanan bir ¢aligmada ilk defa ortaya atilan bu hipotezde, {i¢ Alzheimer’l1 hasta
beyni iizerinde calisilmis ve kolinerjik sistem yetersizliginin AH’nin gelisiminde

kritik rol oynadig1 kesfedilmistir (Davies&Maloney 1976). Bartus ve ark. tarafindan



1982’de yapilan g¢alismada; beyinleri incelenen yaslhi hayvan ve insanlarin kolinerjik
belirteglerinde onemli degisikliklerin meydana geldigi ve bu degisikliklerin ndronal
seviyede kolinerjik fonksiyon kayb ile ilgili olabilecegi saptanmistir. Kolinerjik sistemdeki
bu degisikliklerin yasla birlikte ortaya ¢ikan hafiza kayb1 arasinda iliskiler kurulabilecegini;
genclerdeki kolinerjik mekanizmalarin yapay olarak bozulmasi sonucu, yaslilik ve demans
sonucu dogal olarak meydana gelenlere carpici sekilde benzedigini ortaya ¢ikarmislardir.
Sonug olarak AH’de, beyin asetilkolin sentezi igin gerekli olan kolinasetil transferaz enzimi
diisiik diizeyde bulunustur. Bu nedenle santral ve periferelde kolinerjik etkiyi giliglendirmek
amaciyla asetilkolin yikimini saglayan ve asetil kolinesterazin yikimini inhibe eden

kolinesteraz inhibitorleri AH’de kullanilan bilesiklerdir.

2.3.2. Glutamaterjik Hipotez

Glutamat, memeli Merkezi Sinir Sistemi’nde (MSS) en bol miktarda bulunan ve esas
olarak AH'de etkilenen beyin bdlgelerinde yer alan temel uyarict bir nérotransmitterdir.
Glutamat reseptorii molekiiler 6grenme mekanizmasinda temel rol oynamaktadir (Mota ve
ark. 2013; Wang & Reddy 2017). N-metil-D-aspartik asit (NMDA) reseptor araciligiyla
uyarici glutamaterjik norotransmisyon; sinaptik plastisite ve noronlarin hayatta kalmasi igin
kritiktir (Wang&Reddy 2017). Ancak glutamatin, hiicre disi konsantrasyonu yeterince
yiikksek oldugunda MSS néronlarini  Sldiirebilen giiglii bir noérotoksin oldugu da
bilinmektedir (Rothman & Olney 1986).

Fizyolojik kosullar altinda dinlenmede glutamat konsantrasyonlar1 diisiik mikrolitre
araliktadir. Sadece sinaptik iletim sirasinda bu seviyeler birka¢ milisaniye boyunca gegici
olarak mililitre konsantrasyonlarina ulasir (Danysz&Parsons 2012). Normal biligsel islevi
olan bireylerde magnezyum (Mg*?), dinlenme kosullarinda néronal NMDA reseptoriiniin
kalsiyum (Ca*?) kanalindan gegisini bloke eder. Ancak Mg*?, membran depolarizasyonu
meydana geldiginde ve sinaptik glutamat konsantrasyonlar1 en iist seviyelerde oldugunda
kolayca yer degistirir. Bununla birlikte, AH’de her zaman sinapsta bulunan yiiksek glutamat
seviyeleri nedeniyle dinlenme kosullar1 altinda bile NMDA reseptoriiniin Ca*? kanalindan
yer degistirdigine inanilmaktadir (Francis 2005). Normal bireylerde ekstrasinaptik NMDA
reseptor aracilt apoptoz, sinaptik NMDA reseptor aracili sag kalim1 antagonize eder. AH’de,

glial hiicrelerden AB peptit ile indiiklenen glutamat salinimi, ekstrasinaptik NMDA



reseptorlerini aktive eder. Zayiflatilmis sinaptik aktivite, NMDA reseptor aracili hayatta
kalma sinyalini yenen pro-apoptotik sinyalleri tetikler ve daha fazla sinaptik hasara yol agar.

Bu durum AH’nin olusumu ve ilerlemesine sebebiyet verir (Wang&Reddy 2017).

2.3.3. Amiloid Kaskat Hipotezi

Alzheimer hastaliginin olusumunda diger giiglii hipotezlerden biri AH’nin
Amiloid Kaskat hipotezidir. Hardy ve Higgins’in 1992 yilinda ortaya attigi bu
hipotezde; Amiloid Prekiirsér Proteini’nin (APP) kendisinin veya APP igeren
boliinme tiriinlerinin norotoksik oldugunu, nérofibriler olusum ve hiicre 6liimiine yol
actigimi kesfetmislerdir. Bu hipoteze gore APP gesitli tirlinler iiretmek igin farkli
alanlarda boliinen Tip | integral membran proteinidir. APP sitoplazmadan salgi
yoluna girdiginde endoplazmik retikuluma aktarilir ve daha sonra néronal plazma
zarina taginir. APP burada amiloidojenik ve amiloidojenik olmayan yol seklinde iki
yol ile islenir. Amiloidojenik olmayan yolda APP, ilk énce C-terminal kismindan
alfa-sekretaz ile parcalanir ve hiicre i¢i C-terminal fragmani (CTF-a) serbest hale
gelir. CTF-a, bir APP hiicre i¢i domeni iiretmek i¢in gama sekretaz (y-sekrataz) ile
daha da pargalanir (Zhou ve ark.2018). Amiloidojenik yolda ise APP, C-terminal
kismindan Beta sekretaz (B-sekretaz) ile boliiniir ve C-terminal fragmani-f ile 3-APP
olusur. B-APP, y-sekretaz ile daha fazla béliinmeye maruz kalarak Bso ve Bs2 peptit
artiklariyla sonlanan AR peptitlerini olugturur (Hampel ve ark. 2010). Sekil 1°de
APP’nin amilodiojenik yol ile boliinmesi sonucu olugan ABso ve AB42’lerin olusumu

sunulmustur.
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Sekil 1. Amiloid Prekiirsor Proteini’nin Amilodiojenik Yol ile Boliinmesi (Hampel

ve ark. 2010).

Alzheimerli hastalarda APP’nin amiloidojenik yoldan bdliinmesi artmustir.
Hastalikta AP peptit {iretimi ile klirensi arasindaki dengesizlik sonucu artmis AP peptit
tretimi veya azalmig AP peptit klirensi goriilmektedir. B-sekretaz enziminin asiri aktif
olmasi veya AP klirensinin azalmasi sonucu ortamda asirt AP peptit birikir. Coziiniir dogal
protein olan Ap peptitler yanlis katlanmalar sonucu amiloid plaklar diger ad1 ile senil plaklar
olusturur. Sekil 2’de AP’ nin yanlig katlanmasi ve toplanmasi sunulmustur (Hampel ve ark.
2010). Semptomlarin baglamasindan 15-20 yil Oncesine kadar bile beyinde birikmeye
baglayabilen senil plaklar hiicreler arasindaki baglantilarin kopmasina sebep olur (Schierle

ve ark. 2016).
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Sekil 2. Amiloid B yanlis katlanmasi ve toplanmasi (Hampel ve ark.2010).



2.3.4. Tau-Proteini Hipotezi

Alzheimer olusumunda dordiincii hipotez p-tau hipotezidir. Kromozom 17'de
bulunan p-tau geni; beynin belirli bolgelerinde se¢ilmis bazi noronlarin akson Mikro
tiibiiliinde yapisal olarak bulunur (Siitlas 2004). Dogal haliyle p-tau diizensizdir, ¢ok esnektir
ve ¢Oziiniir protein yapisindadir. Normal p-tau, filamentlerde birikmeden yetiskin beyinlerde
fosforile edilir. Cok esnek ve yiiksek oranda ¢oziiniir olan p-tau, anormal p-tau
fosforilasyonu sebebiyle kolayca bir araya gelebilmektedir. Norodejeneratif hastaliklarin

¢ogunda p-tau agregatinin anormal fosforlanmig formlari filamentlerde bulunur. (Jouanne ve

ark. 2017).

Tau proteini, baglanma alanlar1 ile mikro tiibiilii stabilize eder. Mikro tiiplere
baglanmasi kinazlarin ve fosfatazlarin koordineli hareketleriyle dengede tutulur. (Kolarova
ve ark. 2012). Asinn p-tau fosforilasyonu koordineli hareketlerin bozulmasi sonucu
mikrotiibiil afinitesinin kaybi ile sonuglanir. Coziintir p-tau birikimi ¢oziiniir p-tau
oligomerlerini, bu oligomerler patolojik olarak ¢6ziinmeyen NFY’leri olusturur. p-tau
oligomerleri, p-tau patolojisinin komsu noéronlara yayilmasina katki saglayarak NFY ’lerin
artmasina sebep olur. AP peptit gibi enflamatuar uyaricilar, p-tau fosforilasyonunda rol alan
kinazlarin yukari regiilasyonuna ve patolojinin alevlenmesine neden olur. Bu alevlenme pro-
enflamatuar mediyatorlerin mikro glial {iretimini artirir. Inflamasyon, hiicre dis1 tau
tirlerinin mikroglial fagositozunu indiikleyerek tau patolojisinin artmasina ve nihayetinde
AH’nin olusum ve ilerlemesine sebebiyet verir. Sekil 3’te p-tau patolojisinin olusum ve

ilerlemesi sunulmustur (Barron ve ark. 2017).
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Sekil 3: Tau protein patolojisinin olusum ve ilerlemesi (Barron ve ark. 2017)

2.4. Alzheimer Hastaligi’nda Risk Faktorler

Alzheimer hastaliginin heniiz tam olarak nedeni bilinmese de genetik yatkinlik, yas,

cinsiyet ve ailede demans risk faktorleri arasinda siralanabilir.

2.4.1. Cinsiyet

Cesitli norolojik hastaliklarda cinsiyet farkliligi; hastaligin prevalansimi etkileyen
faktdrlerden biridir. Ornegin, otizm baskin olarak erkek cocuklar etkilerken, depresyon
kadinlarda daha yaygindir. Parkinson hastalig1 erkeklerde daha yaygin iken AH 65 yas tistii
kadinlarda daha sik goriilmektedir (Hanamsagar & Bilbo 2016). Yapilan c¢alismalar Af3
peptit yiikii yiiksek olan kadinlarin, benzer sekilde AB peptit yiikii yiiksek olan erkeklere
kiyasla daha fazla biligsel diislise ugradiklarini gostermistir. AB peptidin cinsiyete 6zgii
duyarliligin altinda yatan mekanizma heniiz a¢ikliga kavusturulmamasina ragmen cinsiyet
ve cinsiyete 0zgii risk faktorlerinin AH riski tizerindeki etkisinin, hastalifin preklinik

asamasinda ortaya ciktig1 bilinmektedir (Buckley ve ark. 2018).



2.4.2. Yas

Beynin yaslanmasi ile sadece yaslanan beyinde gozlenen yasa bagli bir¢ok
hiicresel ve molekiiler degisiklikler meydana delmektedir. Yaslanan beynin en

belirgin degisimleri;

Parenkimde giderek artan AR peptit birikimi,

Artan mikro glia sayisi,

Mitokondride morfolojik degisiklikler,

Noronlarda ana bileseni p-tau olan NFY’lerin progresif birikimi,
Azalmig norojenez,

Noronal morfoloji,

Azalmis sinaps sayis1 ve sinapsta morfolojik degisiklikler,

YV V. V V V V V V

Artmis ateroskleroz seklinde siralanabilir (Hullinger & Puglielli 2017)

Alzheimer hastalarindan alinan beyinler ile normal yashlarin beyinleri
karsilastirildiginda; genellikle normal yaslanma ile AH arasinda reseptor baglanmasinda
onemli bir fark bulunmadig1 goriilmiistiir (Bartus ve ark.1982). Bir ¢ok ¢alismada elde edilen
verilere gore; AH’nin goriilme sikligi 60 yasindan sonra katlanarak artmakta ve beyin
yaslanmas1 sonucu ortaya ¢ikan degisimler AH riskine katkida bulunmaktadir (Riedel ve

ark. 2016). Bu sonuglar AH’nin yaglanmanin dogal sonucu oldugunu gostermektedir.

2.4.3. Genetik Faktorler

AH’de genetik faktorlerinin etkisinin %60 dolaylarinda oldugu ve genetik
farkliliklarin hastalik stirecinde belirgin bir rol oynadigi tahmin edilmektedir. APP,
presenilin-1 (PSEN1), presenilin-2 (PSEN2) ve Apolipoprotein (Apo) E4 genlerinin AH nin
gelisiminde rol oynayan baslica genler oldugu tespit edilmistir. Bunun yaninda p-tau’yu
kodlayan gen mutasyonlarinin da hastaliga neden oldugu bilinmektedir (Caruso ve ark.
2018).

Presenilin-1 ve PSEN2 genleri ¢cok benzer bir genetik yapiya sahiptir ve baslangic
yasi 60 yastan daha gen¢ hastalarda meydana gelen erken baslangigli Ailesel Alzheimer
Hastaligi’'na (AAH) bagli mutasyonlarin yaklasik %9011 barindirdigr diisiiniilmektedir



(Ho&Shen 2011; Guerreiro ve ark. 2012). AAH’nin sebebinin bu genlerdeki patojenik
mutasyonlarla tamamen agiklandigi goriilmiistiir (Guerreiro ve ark. 2012). PSEN genlerinin
sinaptik fonksiyon, 6grenme ve hafiza ile yetiskin beynindeki noronal sag kalimda énemli
rol oynadigi bilinmektedir. AAH’yle baglantili mutasyonlarda PSEN’in normal islevi
degismektedir (Ho&Shen 2011). PSEN1 ve PSEN2 genlerinin her ikisi de APP'yi AB
fragmanlarina bolerek isleyen y-sekretazlarin ana bilesenleridir. Bu genlerdeki mutasyon, y-
sekretazlarin proteolitik aktivitesini bozmakta, AB4o ve AR peptit dengesizligi ile AH’ye
sebep olmaktadir (Wong ve ark. 2019). Bu genler ve APP'ye bagli sinyallesmeler tizerinde
yapilacak calismalarin ¢ogaltilmasinin  hastaligi Onlemede, klinik uygulamada ve
gelecekteki tedavi denemelerinde dikkate alinmasi gerektigi diistiniilmektedir (Almkvist ve
ark. 2019; Deyts ve ark. 2019).

Kolesterol tasima proteini olan insan ApoE4 geni, lipit ve noronal homeostazi farkli
sekilde etkileyen ii¢ ortak izoformu bulunan polimorfik bir proteindir. ApoE4 geninin
kalitnmindaki mutasyonunun geg¢ baslangicli AH’ye sebep veren major etkili gen oldugu
calismalar ile kesfedilmistir. ApoE4 geninin; AB peptit iliskili toksisite ve agregasyonu ile
AB peptit temizlenmesinde rolii oldugu, bunun sonucu olarak plak gelisiminde yapisal bir

rol oynadig1 kanitlanmigtir ( Burns ve ark. 2003; Bilousova ve ark. 2019).

2.5. Alzheimer Hastahiginda Oksidatif Stres ve Apoptozun Yeri

2.5.1. Oksidatif Stres

Aerobik organizmalarin hayati hiicresel fonksiyonlart i¢in molekiiler oksijen (O2)
gerekir. Solunum ve enzimatik aktivitelerin bir sonucu olarak hiicreler “reaktif oksijen
tirleri” (ROT) olarak adlandirilan, O2’nin normal metabolizma basamaklarinda
indirgenmesi ile agiga ¢ikan siiperoksit (¢O2"), hidrojen peroksit (H202), hidroksil (OH"),
nitrik oksit (NO) radikalleri gibi degisik kimyasal O2 formlari iiretirler. Bu Oz formlar1 son
derece toksik molekiiller oldugundan hayati siirecleri siirdiirmek i¢in hiicrelerden hizlica

uzaklastirilmalidir (Kiling 2012; Altiner ve ark. 2017).
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Alzheimer hastaliginda patolojik degisikliklerin bir diger nedeninin ROT ile
antioksidatif mekanizmalar arasindaki dengesizlikten kaynaklandig: bildirilmistir (Leszek
ve ark. 2000). AH’de, oksidatif stres (OS) mekanizmalarinin arttigini gosteren dolayli
kanitlar mevcutken, ROT’larin amiloid plak birikiminde potansiyel rolii oldugu saptanmistir
(Evans 1993). OS mekanizmasinda H202 ¢ok sayida fizyolojik siirece dahil oldugundan
baslica role sahip reaktif tiirlerdendir (Lima ve ark. 2016). AH’de AR peptide maruz kalan
hiicrelerin igerdigi oksidatif hasarin; A peptide maruz kalmanin dolayli bir etkisi oldugu
disiintiliirken; AB peptitlerinin kendiliginden H2O: iiretebilecegine dair son raporlar,
H20.’in dogrudan oksidatif hasarda yer alma ihtimalini dogurmustur (Tabner ve ark. 2001).
AH’de H20, molekiilii, hastalikla iliskili OS’nin tedavisi igin terapdtik bir hedef olarak
diisiiniilmektedir. Hastalik patolojisinde H2O2 bilesenini hedefleyen ilaglarin etkinligi heniiz
belirlenmemistir. Ancak H202 olusum ve yikim metabolizmasinda yer alan enzimleri
spesifik olarak hedefleyen ajanlarin gelistirilmesi AH tedavisinde gelecekte yeni bir yol
saglayabilecegi bildirilmistir (Milton 2004).

ROT ile antioksidatif mekanizmalar arasindaki dengeyi enzimatik ve diisiik
molekiiler agirlikli antioksidanlar olusturmaktadir. Enzimatik antioksidanlar; SOD, KAT ve
GPx iken glutatyon (GSH), tokoferoller (E vitamini), askorbik asit (C vitamini), retinoik asit
(A vitamini), melatonin, iirik asit, lipoik asit AH’de etkili olan diisiik molekiiler agirlikli
antioksidanlardandir (Sherki ve ark. 2001). Bu calismada enzimatik antioksidanlarin,
olusturulan in vitro AH modelindeki davranislart incelendiginden bu antioksidanlarin

ozelliklerinden asagida ayrintili olarak bahsedilmistir.
Siiper Oksit Dismutaz

Gicli reaktivite ve oksitleme kabiliyetine sahip olan <Oz, molekiiler O2'nin
indirgenmesinde sonra iretilen ilk okside O tiiriidiir. Ana O ireticileri kloroplast ve
mitokondriyal elektron taginmasindaki fotosentetik elektron tasima zinciridir. Ayrica,
plazma zarinda bulunan hiicre duvarina bagl peroksidazlar ve Nikotinamid Adenin
Dintikleotit Fosfat Hidrojen (NADPH) diger *O;" iireticileridir (Szollosi 2014).

Stiperoksit molekiiliiniin reaksiyona girme egilimi yiiksek oldugundan diisiik pH'da
kendiliginden H202’ye doniisebilir. Bu reaksiyonu Sekil 4’te sunuldugu gibi enzimatik SOD

katalize eder. H,O2 daha uzun yar1 6mre sahiptir. Bu nedenle SOD canli sistemlerde dokulara
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zarar verme potansiyeline sahip serbest radikallerin atilmasinda 6nemli bir rol oynar (Thome
ve ark. 1997).

+

2H
05309 > H@..0
SOD

Sekil 4. SOD Enzim Mekanizmasi

Memeli hiicrelerinde ti¢ ana SOD izoformu mevcuttur. Bakir-¢inko SOD (Cu/Zn-
SOD) diger ismi ile SOD: homodimer izoformundadir. Mitokondrinin ¢ekirdeginde,
sitoplazmasinda, plazmasinda, membranlar arasi boslugunda bulunur. Manganez SOD (Mn-
SOD) diger ismi ile SOD2 homotetramer izoformundadir. Agirlikli olarak mitokondrinin
matrisinde bulunur. Cu/Zn SOD (EC-SOD) diger ismi ile SODz3 tetramerik glikoprotein
izoformu hiicre dis1 ortamda bulunur (Stephenie ve ark. 2020). Hafiza ve biligsel islevlerde
etkili olan SOD izoformu SOD;:’dir. Alzheimer hastalirinin beyin amiloid plaklarinda
SOD:’in lokalize oldugu bilinmesi, AH’de faydali bir biyobelirteg olabilecegini
diistiniilmektedir (McLimans ve ark. 2019; Donkin ve ark. 2010).

Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon Peroksidaz, serebral diizeyde sentezlenen ve beyni oksidatif hasara karsi
koruyan serebral fonksiyonlar i¢in 6nemli olan selenyum (Se) bagimli enzimler ailesine ait
bir selenoproteindir (Cardoso ve ark. 2010). GPx; enzim Katalizi, protein sentezi, membran
nakli, hiicre olgunlagmasi ve l6kotrien sentezi gibi birgok biyolojik siirecte rol oynar. Se,
GPx'in 1slevinde ¢ok dnemli bir kofaktér olan GSH’nin geri doniisiimiinde biiyiik bir rol
oynar. GSH giiclii antioksidan 6zelliklerini kullanarak, hiicreyi 6zellikle hiicre zarini ve

mitokondriyi zararli serbest radikallere kars1 korur (Pomarede&Chandaramoul 2009).

Glutatyon Peroksidaz, serebral bolgede SOD1’in H202, organik hidroperoksit veya
lipit perokside doniistiirdiigli «O27’in, indirgeyici GSH ile indirgenmesini katalizleyerek bu
peroksitleri su (H20) ve O2’e¢ ayirir. Bu gorevi ile son derece yiiksek derecede reaktif

olan OH  serbest radikalinin iiretim olasiligini ortadan kaldirarak beyni koruyan énemli bir
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savunma hattin1 olusturur (Picot ve ark.1996; Cardoso ve ark .2012; Luo ve ark. 2014). Sekil
5’te GSH’nin GPx katalizorliiglinde suyun olusum mekanizmasi sunulmustur. Reaksiyon
sonucu olusan okside glutatyon (GSSG) glutatyon rediiktaz katalizorliigiinde kolayca tekrar

GSH’ye doniisiir ve dongii bu sekilde devam eder.

NADP* GSH H-0,

i Glutatyon
GSH rediiktaz Peroksidaz
NADPH GSSG t0

Sekil 5. Glutatyon Peroksidaz Enzim Mekanizmasi

Alzheimer hastalarinda hastaligin  klinik evrimi boyunca GSH'nin plazma
seviyelerinin giderek azaldigi ve plazma GPx aktivitesinde O6nemli bir diislis oldugu

bildirilmistir (McGrattan ve ark. 2015) .

Katalaz

Katalaz bilinen tiim organizmalarda bulunan, ¢ok yiiksek is hacmine sahip, H202’1
O2 ve H2O'e yiiksek oranda ayristirabilen, yapisinda demir igeren bir enzimdir. Dokularda
genel olarak peroksizomlarda bulunur (Simsek 1999; Capurso ve ark. 2008). Roliiniin bir
sekilde GPx roliine yardimci oldugu diisiiniilmektedir. KAT ve GPx antioksidan savunma

sisteminde ROT’a kars1 ikinci savunma kademesinde bulunur (Tehrani & Movahedi 2018).

Oksidatif stres, AH patogenezinde birincil faktor olmayabilir. Ancak bu hastaligin
patofizyolojisine katkida bulunabilecegi, bu nedenle SOD, GPx ve KAT gibi antioksidan
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korumada yer alan enzimlerin incelenmesi, bu nérodejeneratif hastaligin tedavisine katki
saglayabilecegi diisiiniilmektedir (Leoa ve ark. 1998). Sekil 6’da antioksidan enzim savunma

mekanizmasi 6zetlenmistir.

I02._
SOD

Hy0,

B
Ha0 +1/30, \;IPI

H,0 + GSSG

Sekil 6. Antioksidan Enzim Savunma Mekanizmast

2.5.2. Apoptoz

Apoptoz, hasarli hiicreleri ortadan kaldiran ve ¢ok hiicreli organizmalarda
homeostaz: diizenleyerek evrimsel olarak korunan bir hiicre 6liimii programidir. DNA'ya
zarar veren ajanlar, besini geri ¢ekme, hipoksik durumlar veya 6liim reseptorii aktivasyonu
gibi bir dizi faktor tarafindan indiiklenebilir. Apoptotik hiicre 6liimii hiicre biiziilmesi ile
baslar, kromatin yogunlagmasi sonucu DNA parcalanmasi ile devam eder. Son asama
6lmekte olan hiicrelerin makrofajlar veya komsu hiicreler tarafindan yutulmas ile son bulur.
Apoptoz baslangicinda ve yiiriitiillmesinde merkezi rol, sisteine bagimli aspartat proteinleri

ailesine aittir. Bu protein ailesi kisaca kaspaz olarak adlandirilir (Zamaraev ve ark. 2017)

Noronal apoptoz ¢ok karmasik bir siirectir ve hafiza kaybi ile bilissel bozulmaya
neden olabilir. Kaspaz ailesinde yer alan kaspaz-3 ve kaspaz-9 hiicre igi terminal noronal
apoptotik sinyal proteinleridir (Jiao ve ark. 2018). AH’de kaspaz-3’iin aktif oldugunu
gosteren ¢alismalar mevcuttur (Rohn 2008). Fizyolojik kosullar altinda kaspaz-3, APP’nin
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y-sekretaz aracili boliinmesini artirarak AR peptit dretimini tetikler. Bu durum amiloid
plaklarin olusumunu ve Akt’nin glikojen sentaz kinaz-3 (GSK-3) aktivitesiyle tau
fosforilasyonunu arttirarak AH gelisimine sebebiyet verir (Snigdha, Smith, Prieto & Cotman
2012; Chu ve ark. 2014). Sekil'7’de kaspaz-3’iin AH olusum ve ilerlemesindeki rolii

sematize edilmistir.

APOPTOQOZ  v-sekr etaz

\*

GSK3
T AU i NOROFIBRILLER
FOSFORILASYONU YUMAKLAR ALZHEIMER

\/q HASTALIGI

Sekil 7. Kaspaz-3’iin AH olusum ve ilerlemesindeki rolii

AMILOID PLAK

2.6. Alzheimer Hastah@i’nda Giincel Tedavi

Alzheimer hastaliginda biligsel bozukluk ve disfonksiyonun semptomatik tedavisi
i¢in su anda aktif kullanilan Food and Drug Administration (FDA), Tiirk¢e adiyla "Amerikan
Gida ve Ilag Dairesi, onayli dort ilag bulunmaktadir. Bunlar arasinda iic kolinesteraz
inhibitorii (donepezil, rivastigmin ve galantamin) ve rekabeti olmayan NMDA reseptor
modiilatorii olan memantin bulunur. Ilag endiistrisinin ¢abalarina ragmen, giiniimiizde etkili

bir hastalik iyilestirici tedavi mevcut degildir.
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2.6.1. Kolinerjik Ajanlar

Kolinerjik ajanlar (ChEI), hafif ile orta dereceli AH’de kanitlanmig etkinlige sahip
ilaglardir. ChEl ile serebral bolgede kolinerjik islevlerin artirilmasi hedeflenmistir
(Aksaray&Kaptanoglu 1999). FDA onayl asetilkolin esteraz (AChE) inhibitérleri
rivastigmin, takrin, donepezil ve galantamin’dir. Rivastigmin ve galantamin bitkisel
kaynakli iken; takrin ve donepezil sentetik ilaglardir (Koganci&Aslhim 2016). 10.000'den
fazla kisi tstiinde yapilan uzun vadeli galismalarda test edilen bes ChEI’'min (takrin,
eptastigmin, donepezil, rivastigmin, metrifonat) benzer standartlastirilmis ve uluslararasi
olarak onaylanmis 6l¢timler kullanarak ¢oklu klinik ¢alismalarda hem biligsel hem de biligsel
olmayan iglevlerde istatistiksel olarak anlamli iyilesme sagladiklart bulunmustur (Giacobini

2000).

Kolinerjik iletiyi artirmak amaciyla baslangigta fizostigmin denenmistir.
Galantamin, fizostigmin ve takrin tarafindan insan beyin dokusu ve eritrositlerinde AChE
aktivitesinin inhibisyonunun karsilastirildigi bir ¢alismada, insan beynindeki kolinesteraz
aktivitesini baskilamada fizostigminin; takrin ve galantaminden daha giigli oldugu
bulunmustur (Thomsen ve ark. 1991). Ancak fizostigminin yari 6mriiniin kisalig1 ve bilissel
islevleri diizelten dozlarda gastrointestinal sistem (GIS) yan etkileri sik oldugundan

kullanimi1 ¢ok sinirhidir (Yiiksel 2000).

Takrin, 1993 yilinda pazara sunulmustur. Ancak tedavi edilen hastalarin dortte
birindeki karaciger enzimlerinin asemptomatik yiikselmesi ve yiiksek kolinerjik yan etkileri
nedeniyle kullanimi sinirli kalmistir. Bununla birlikte takrin; karaciger toksisitesinden
yoksun, etkinligi karsilastirilabilir ve daha iyi bir kar-zarar oran: sergileyen ikinci nesil
AChE inhibitorlerinin (donepezil, rivastigmin, galantamin) gelisimine neden olmustur
(Hofmann & Hock 2001).

Geri doniistimlii olmayan bir AChE inhibiratorii olan donepezil, nérodejenerasyonun
hiicresel ve molekiiler siireclerini etkileyerek farmakolojik etkiler saglar. Merkezi kolinerjik
sistemin yetersiz aktivitesi nedeniyle AChE’yi inhibe eder ve kolinerjik iletimin zarar
gormesinden kaynaklanan néronal dejenerasyonu hafifletir (Li ve ark. 2018). Oral giinliik

5mg/10mg donezepil tedavisinin biligsel islevi siirekli olarak gelistiridigi goriilmiistiir.

16



Donepezil, tedavinin kesilmesine yol agabilecek ciddi yan etkiler (hepatotoksisite veya
bobrek fonksiyon bozukluklari) gostermemistir (Vasile & Gheorg 2002).

Galantamin, AH i¢in AChE’yi inhibe eden ve nikotinik reseptorleri modiile eden,
2001’°de FDA tarafindan onaylanan AChE inhibitoriidiir (Coylea & Kershaw 2001). Bu ikili
etki mekanizmasi galantamini AH i¢in mevcut tedavilerinden fayda gérmeyen hastalar i¢in
cekici bir segenek haline getirebilmektedir (Maelicke 2001). Giinliik 24 mg galantamin alan
hastalar tizerinde yapilan 6 ay kadar siiren randomize kontrollii ¢alismada galantaminin,
AH'nin biligsel ve fonksiyonel semptomlarini 6nemli Olgiide azalttigi ve davranmigsal

semptomlarin ortaya ¢ikmasini erteledigi saptanmistir (Coylea & Kershaw 2001).

Rivastigmin (karbamoilatin), AChE'yi geri donilisiimsiiz inhibe edebilen, 2000’de
FDA tarafindan onaylanan karbamat inhibitoriidiir. Beyin bolge segiciligi yiiksektir. Hem
preklinik ¢aligmalar hem de insan goniilliiler iizerinde yapilan ¢alismalar, rivastigminin MSS
kompartmaninda AChE'yi perifere gore 6nemli 6l¢iide inhibe ettigini géstermistir (Polinsky
1998). Donepezil ve galantamin AChE'yi inhibe ederken; rivastigmin hem AChE'yi hem de
butirilkolinesterazi (BUChE) bloke edebilir (Hayashi ve ark. 2017). 3 mg oral rivastigmin
dozu MSS’de AChE'yi 6 ila 10 saat boyunca inhibe edebilir. Calismalar rivastigminin
Alzheimer hastalarinda etkili oldugunu ve iyi bir giivenlik profiline sahip oldugunu agik¢a
gostermistir. En sik goriilen advers olaylar diger kolinerjik ilaglarda oldugu gibi hafif GiS
rahatsizliklaridir (Agid va ark. 1998).

Donepezil ve galantaminin AH hastalarindaki tolere edilebilirlik, bilis ve giinliik
yasam aktiviteleri lizerine etkileri karsilastirildiginda her iki ilacin da hastalar tarafindan iyi
tolere edildigi bulunmustur. Ancak donepezilin galantamine kiyasla bilig ve giinliik yasam
aktivitelerini 6nemli 6lgiide daha fazla iyilestirdigi gozlenmistir (Soininen ve ark. 2002).
Yapilan bir diger meta analiz ¢alismasinda her {i¢ ilacin (Donepezil, Rivastigmin ve
Galantamin) da benzer biligsel etkinligi gosterdigini kanitlamistir. Sonug olarak, her iig ilagta
AH’de bilissel semptomlarin tedavisi ve giivenlik profillerinde farkliliklar goriilmekle
birlikte, farkli ilaglar arasinda dogrudan bir karsilagtirma yapmak i¢in baska caligmalara

ihtiya¢ vardir (Ritchie ve ark. 2004).
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2.6.2. N-Metil-D-Aspartik Asit Reseptor Antagonisti

Memantin (1-amino-3,5-dimethyladamantane), adamantinin bir tiirevi olarak ilk
olarak Eli Lilly ve Company tarafindan sentezlenmis ve 1968'de bir anti-influenza ajan
olarak patentlenmistir (Olivares ve ark. 2012). AH’ye bagh orta veya siddetli demans
tedavisi igin 2003 yilindan itibaren ABD tarafindan kullanima sunulan tek NMDA reseptor
antagonistidir. Olagan idame dozu giinde 10 ile 20 mg veya uzatilmis salim kapsiilleri igin
ginde 14 ile 28 mg'dir. Yan etkileri yaygin degildir. Ancak bas agrisi, bas dénmesi,
ajitasyon, anksiyete, yorgunluk, uykusuzluk, ishal, bulanti ve kusma olabilecegi

gozlenmistir (National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases 2020).

Memantin, NMDA reseptoriinii bloke ederek glutamat tarafindan indiiklenen
norotoksisiteyi inhibe etmektedir. Kanala girebilir ve mevcut akisi yalnizca kanal agildiktan
sonra engelleyebildiginden "A¢ik Kanal Engelleyici” olarak da adlandirilir (Johnson &
Kotermanski 2006). Diisiik glutamat konsantrasyonlarinin siirekli salimi oldugunda NMDA
reseptoriinii bloke ederek Ca*? akisini 5nlemesi sonucu ndroproteksiyon saglayan bir ajandir.
Ca*? eksitotoksisitesi OS ile iliskili oldugu icin memantin, antioksidan dzellige de sahiptir
(Sonkusare ve ark. 2005). Ayrica memantinin, sadece NMDA reseptorlerinin bir antagonisti
olarak degil, ayn1 zamanda APP dolayisiyla A} peptit ve p-tau ekspresyonunu bloke ettigini
gosteren boylece AH semptomlarini iyilestirmek icin dahili ribozom girig bolgesinin bir
inhibitorii olarak da islev gorebilecegini gosteren cok sayida arastirma yayimlanmistir

(Domingueza ve ark. 2011)

Alzheimer hastaligi karmagsik ve zayiflatici bir ndrolojik hastaliktir. Onlarca yildir
tedavisi arastirilmasina ragmen onaylanan ilag¢ sayist azdir ve Onaylanan ilaglar sadece
semptom azaltmaya yoneliktir (Gasparro 2019). Tablo 1’de FDA onayli mevcut ilaglar
sunulmustur. Alzheimer hastalig1 tedavisi i¢in ilaglarin siirekli biiytimesi, geligsmesi ve klinik
arastirmalarin genisletilmesi i¢in daha fazla galismaya ve bu ¢alismalar sonucu yeni molekiil

kesfine ihtiyag vardir (Ehret & Chamberlin 2015).
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Tablo 1: Alzheimer Hastaliginin Tedavisi Igin Mevcut FDA Onayli Ilaglar

ILAC

ETKi MEKANiIZMASI

ONERILEN DOZ

BELIRTECLER

Donepezil

AChE'nin spesifik, rekabetci olmayan geri

doniisiimlii inhibitorii, esas olarak MSS
aktif

Giinde bir kez 5- 23 mg

Hafif ila orta derecede AH; orta ila siddetli
AH

Rivastigmin

Beyin se¢ici, AChE ve BuChEin
karbamat tipi “psddo” geri donilisiimsiiz

inhibitora

Oral: Giinde bir kez 1.5-6 mg;
Yama: 4.6 veya 13.3 mg /24
saat

Oral: Alzheimer tipinde hafif ila orta demans;
Yama: Alzheimer tipinde hafif, orta ve

siddetli demans

Galantamin
US/DSB

AChE'nin gii¢li, rekabetci ve geri
doniistimli inhibitorii; asetilkolinin
nikotinik reseptorler lizerindeki etkisini

arttirir

DSB: Giinde bir kez 4 /12
mg;
US: giinde bir kez §-24 mg

Alzheimer tipinde hafif ile orta demans

Memantin
US/DSB

Rekabetci olmayan NMDA reseptor

antagonisti

IR: Giinde bir kez 5/10 mg;
ER: giinde bir kez 7-28 mg

Alzheimer tipi orta ile siddetli demans

Memantin
us/

Donepezil

Rekabet¢i olmayan NMDA reseptor
antagonisti ve spesifik, rekabetsiz geri
doniisiimlii AChE inhibitori, esas olarak

MSS aktif

Memantin US: Giinde bir kez
14 veya 28 mg
Donepezil: giinde bir kez 10

mg

Memantin hidrokloriir ve donepezil
hidroklorir tizerinde stabilize olan hastalarda

orta ila siddetli Alzheimer tipi demans

-DSB: Derhal Serbest Birakma, US: Uzatilmig Salim (Ehret & Chamberlin 2015)



2.7. Alzheimer Tedavisinde Alternatif Molekiil 188-Glisiretinik Asit

Bir ¢ok hastaligin tedavisinde yillardan beri bitkisel iriinler kullanilmaktadir.
AH’nin tedavisinde var olan FDA onayl ilaglar hastaligin tedavisinde ve semptomlarin
giderilmesinde yetersiz kalmaktadir. Tibbi bitkiler kullanilarak AH tedavisinde c¢esitli

ilaglarin neden oldugu toksik yan etkileri etkisiz hale getirmek amag¢lanmistir (Obules 2019).

Bu ¢alismada in vitro AH hiicre modelinde G. glabra bitkisinden elde edilen 18p-
GA’nin AH tedavisinde etkinligi arastirtlmistir. 188-GA (CsoHs604, 470.68 g/mol), G.
glabra’nin kurutulmus kok ekstrantindan elde edilen Glisirizin’in C-3 pozisyonundan eter
baginin koparilmasi ile elde edilir (Krapf ve ark. 1993; Ralla ve ark. 2020). Karacigerden
metebolize olan 18B-GA’nin giinliik oral tedavi dozu 500 ile 1500 mg arasindadir.

(Krahenbuhl ve ark. 1994). Sekil 8’de G. glabra nin ana aktif bilesenleri sunulmustur

HO

HO‘"’ ."()H
Glisirizin (C42Hs1016NHa)

BT

18B-Glisiretinik Asit (CaoH«ifl)a)

G. glabra ekstrati

Sekil 8. G. glabra, ana aktif bilesenleri (Huang ve ark. 2016)
2.7.1. 18B-Glisiretinik Asit’in Farmakolojik Etkileri

Tarihin baslangicindan beri G. glabra (Meyan Kokii) tiirleriyle ¢esitli hastaliklara

careler aranmistir. Farkli cografi bolgelerden ve farklt zaman dilimlerinden gelen
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geleneklerle yaygin kullanimini belgelenmistir. ilk belgelenmis Meyan Kokii kullanimi; eski
Asur, Misir, Cin ve Hint kiiltiirlerine kadar uzanmaktadir (Fiore, Eisenhut, Ragazzi, Zanchin
& Armanini 2005). Giiniimiizde G. glabra yaygin olarak antienflamatuar ve antitiimorijenik
etkileri nedeniyle kullanilirken; cilt, solunum yolu, idrar sistemi enfeksiyonlar1 ve {ilser
tedavisinde de etkinligi ile ilgili ¢galismalar da mevcuttur (Rahman ve ark. 2018; Jiang ve
ark. 2018).

Yapilan literatiir taramasi sonucu G. glabra bitkisinden elde edilen 183-GA’nin ¢ok
sayida farmakolojik etkisi bulunmustur. Bu farmakolojik etkiler mekanizmalariyla asagida

ayrintili olarak agiklanmustir.
Antidiyabetik Etki

18B-Glisiretinik asidin diyabet hastaligi iizerinde etkisi arastirilmig, fare 3T3-L1
hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada in vitro adipogenez ve lipoliz modeli olusturulmustur. Bu
amagcla doza bagimli olarak 183-GA (1-40 uM ) tedavi edilen farelerde, doza bagimli olarak
olgunlasan fare preadipositlerinde lipid birikimini 6nemli 6l¢iide azalttig1 tespit edilmistir.
10 uM dozda, Akt fosforilasyonu yoluyla adipojenik farklilasma markerlarinin seviyesini
disiirmiistiir. Sonug¢ olarak 18B3-GA’nin olgunlasan preadipositlerde adipogenezi ve
olgunlasan adipositlerde lipolizi dogrudan etkileyerek yag kiitlesini degistirdigi gosterilmis;

bu nedenle obezitenin tedavisi i¢in faydali olabilecegi kanitlanmistir (Moon ve ark. 2012).

Streptozotosin kaynakli diyabet olusturulan siganlara giinliik 50, 100 ve 200 mg
dozlarda 18B-GA uygulandiginda kontrol gruplarina kiyasla toplam kolesterol, trigliserit,
serbest yag asidi ve fosfolipid seviyeleri plazma ve dokularda azaldigi ve diyabetik
siganlarin normallige dogru iyilestigi gozlenmistir. Boylece 183-GA uygulamasinin, diyabet
riskine bagli hiperglisemi ve hiperlipidemiyi azaltabilecegi gosterilmistir (Kalaiarasii ve ark.
2009).

Mide Koruyucu Etki

18B-Glisiretinik asidin halk arasindaki kullanimda antiiilser etkisi oldugu

bilinmektedir. Mide koruyucu etkisi ile ilgili yayimlanmis nice ¢aligsma vardir.
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Gram-negatif bir bakteri olan Helicobacter pylori (H. Pylori); midenin ozel
alanlarinda tireyebilen, duodenal ve gastrik iilser gibi mide hastaliklarina neden olabilen bir
bakteridir (Simsek & Binicier 2011). H. Pylori ile enfekte olmus mide dokusuna 183-GA’nin
etkisi arastirilmis ve bu kapsamda yapilan in vivo ¢alismada H. Pylori enfektesi olan doku
gruplara ayrilmig. Deney gruplarin birine gilincel tedavide kullanilan antibiyotikler
(klaritromisin, amoksisilin ve esomeprazol) digerine ise 18B3-GA uygulanmistir. Kontrol
grubuna kiyasla gastrik intraliminalde pH degeri, histopatolojik degisiklikler ile
inflamasyonla iligkili sitokinlerin ekspresyon seviyeleri arastirilmistir. H. pylori+18p3-GA
grubu ile H. pylori+antibiyotik grubu ile karsilastirildiginda sonuglarda anlamli fark
bulunamamaistir. Ancak calisma 18B-GA’nin H. pylori ile enfekte olmus gastriti
onemli dlcilide azalttigini, gastroprotektif etkisinin oldugunu ve yeni bir terapdtik ilag olarak

gelisme potansiyeline sahip oldugunu gostermistir (Cao ve ark. 2016)

Bir diger ¢alismada 188-GA’nin, Non Steroidal Antienflamatuar Ilaglar kaynakli
kiiciik bagirsak yaralanmalar1 tizerindeki antienflamatuar etkisi arastirilmistir. Fareler
tizerinde yapilan in vivo galismada 18B-GA’nin Timo6r Nekroz Faktorii-a (TNF-a) tiretimi
baskilama yoluyla ince bagirsak hasarmin iyilestirilmesinde rol oynadigini; GiS’te bir anti-

enflamatuar ajan olarak gérev yapabilecegini gostermistir (Ishida ve ark. 2013).
Antitiimor Etki

Bitkilerden elde edilen dogal iiriinler anti-kanser ajanlar olarak da kullanilmaktadir.
Hepatoseliiler karsinom, diinya ¢apinda en yaygin dliimciil hastaliklardan biridir ve bugiine
kadar etkili bir tedavisi yoktur. Bu nedenle bilim insanlart yeni molekiillere yonelmistir.
Yapilan bir calismada; Insan hepatoma hiicre dizisinde (HepG2) 18B-GA’nin
antienflamasyon, ¢ogalma 6nleyici ve apoptozun indiiklenmesi yoluyla kemopreventif etkisi
aragtirtlmistir. 1863-GA, normal karaciger hiicre hattin1 etkilemeden HepG2 hiicresinin
proliferasyonunu onemli Olgiide inhibe edebilmistir. ROT olusumu ve NO {iretim
potansiyelini azaltmistir. Bu durumu Kaspaz-3 gibi apoptozda yer alan enzimleri kullanarak
yaptig1 diisiiniilmiistiir. Bu veriler 183-GA'nin karaciger kanserinde gii¢lii bir kemopreventif

ajan olarak kullanilabilecegini diisiindiirmiistiir (Hasan ve ark. 2016).

18B-GA’nin transgenik farelerde gastritin siddetini azalttigini ve gastrik timor

olusumunu bastirdig1 bildirilmistir. Mide kanseri dokularinda 18B-GA’nin kanser
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hiicrelerini ve inflamasyonla iliskili genlerin ekspresyonunu inhibe ederek enflamatuar

mikro ortami iyilestirdigi rapor edilmistir (Cao ve ark. 2016).
Antienflamatuar Etki

Alerjik astim, patolojik yapisal degisikliklerle iliskili hava yollarmin inflamasyonu
ile olusan bir hastaliktir. Literatiir taramasinda 18B-GA’nin; Interlokin 5 ve 13'Q
baskilayarak fare alerjik astim modelinde ovalbliminin yol a¢tig1 hava yolu inflamasyonunu,
eozinofil infiltrasyonunu ve hava yolu asirt duyarliligini 6nemli Ol¢iide inhibe ettigi
bulunmustur. Bu veriler 183-GA’nin alerjik astim dahil olmak tizere enflamatuar havayolu

bozukluklarinin tedavisi igin yeni bir terapétik bilesik olabilecegini diistindiirmiistiir (Kim

ve ark. 2017).

Radyasyona bagli inflamasyon, radyasyona bagli doku hasarinda 6nemli bir rol
oynar. Radyasyona bagli cilt hasarina karsi 18B-GA aktivitesi in vitro olarak
degerlendirilmis ve altta yatan mekanizmalar arastirilmistir. Yapilan c¢alisma sonucunda
18B-GA'nin ROS/p38MAPKI/AP-1 sinyal yolunu ve NFkB aktivasyonunu asagi regiile
ederek enflamatuar sitokin {iretimini baskilayabildigini gostermistir. 188-GA tedavisi,
farelerde deri dokusunda enflamatuar hiicre infiltrasyonunu ve TNF-a diizeylerini 6nemli
Ol¢iide azaltmistir. Bu sonuclar 188GA'nin, radyasyona bagli inflamasyon cilt hasarini

onledigini gostermistir (Suave ark. 2018).
Antioksidan Etki

El-Twab ve ark. (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada, sicanlarda metotreksat
(MTX) ile indiiklenen nefrotoksisiteye karst 18B-GA'nmin olast koruyucu etkileri
arastirilmistir. 188-GA'nin MTX kaynakli nefrotoksisite {izerinde OS ve inflamasyonu

azaltma mekanizmalar1 ile koruyucu bir etkiye sahip oldugu bulunmustur.

2-Asetilaminofloren (2-AAF), kemirgenlerde tiimdr olusumuna yol agan bilinen bir
hepatik kanserojendir. Arka arkaya bes giin boyunca intraperitonal olarak 50 mg/kg dozda
2-AAF uygulanmasi ile hepatiktoksisite, inflamasyon, OS ve hiper proliferasyona neden
olur. iki farkli dozda (45 ve 75 mg/kg) 18B-GA ile 6n islem yapilmasi, 2-AAF ile indiiklenen
artmig lipit peroksidasyonu, alanin transaminaz ve aspartat transaminaz, ksantin oksidaz

aktiviteleri ve faz-1I detoksifiye edici enzimlerin glutatyon icerigi seviyelerini dnemli dl¢iide
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iyilestirmistir. Ayrica histolojik goézlemler 183-GA'nin 6nleyici etkilerini de desteklemistir.
Bulgular, 18B-GA ile 6n tedavinin OS, inflamasyon ve hiperproliferasyonun zayiflamasi

yoluyla potansiyel hepatoprotektif etkisi oldugunu gostermistir (Hasan ve ark. 2014).

18B-Glisiretinik Asidin farelerde global serebral iskemi/reperfiizyon (I/R) ile
meydana gelen beyin dokusundaki néronal hasar iizerindeki etkileri arastirilmistir. Serebral
I/R, lipid peroksidaitonslarinda artigsa, antioksidan savunma sistemlerinin elemanlarinda
azalmaya sebep olmus ve OS’yi dnemli 6l¢iide indiiklemistir. 10 giin siireyle 183-GA (100
mg/kg) ile muamele edilmis farelerde; antioksidan savunma sistemlerinde 6nemli artiglar
ve lipit peroksidasyonlarinda 6nemli bir azalma saglayarak serebral I/R'nin oksidatif
etkilerine kars1 koruyuculugu kanitlanmistir. Ek olarak, Serebral I/R nin neden oldugu beyin
dokusunda histopatolojik hasar ve apoptoz insidansini 18B3-GA tedavisi ile ortadan
kalkmistir. Mevcut sonuglara dayanarak, 18B-GA’nin beyindeki global serebral I/R'nin

neden oldugu néronal hasari azalttigi kanitlamaktadir (Oztanir ve ark. 2014).

18B-Glisiretinik Asidin bir ¢ok farmakolojik etkisinin oldugu anlatilan ¢aligmalar ile
g6z Oniine serilirken, AH Tlizerindeki etkisi ile ilgili literatiirde herhangi bir calisma
bulunmamaktadir. Bu calismada; in vitro AH hiicre modeli olusturulan U87 MG hiicre
hattinda 18p3-GA’nin hiicre canliligina etkisi; apoptozis ve antioksidan mekanizmalar ile AH

tedavisindeki potansiyel rolii incelendi.
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3. GEREC VE YONTEM

Calismada AB1-40 ¢Ozeltisi, Dulbecco's Modification of Eagle's Medium (DMEM) ,
penisilin/streptomisin antibiyotigi (PSA) ve fetal sigir serumu (FBS), dimetil siilfoksit
(DMSO), MTT ¢ozeltisi, U87 MG hiicre hatt1 Sigma Aldrich firmasindan; kaspaz-3, SOD,
KAT ve GPx ELISA kitleri R&D Systems adli firmadan temin edildi. U87 MG hiicrelerinde

AH in vitro modeli olusturmak igin literatiir Zhang ve ark. (2017) ¢alismasindan yararlanildi.

3.1. Hiicre Kiiltiira

Calismada glial hiicre bilesenini taklit eden insan glioblastomu U87 MG hiicre hatlari
kullanildi. Kiiltiir ortami; DMEM besi ortamma %1 (PSA) ve % 10 FBS eklenerek
olusturuldu. Hiicreler kiiltiir flasklarinda ylizeye tutunmalart i¢in 37°C’de %S5

nemlendirilmis CO2 atmosferinde kiiltiirlendi.

Analizlere gegilmeden Once, hiicrelerin %80 siklikta olmasi beklendi ve bu siire
zarfinda eski ortamlar haftada iki kez yeni kiiltiir ortamu ile degistirildi. %80 sikliga ulasan
hiicreler, kullanilmis besi ortami uzaklastirildiktan sonra serumsuz ortam ile yikandi ve

serumsuz ortamda 2 saat tutuldu.

3.2. Amiloid Beta Peptit (Ap1-40) ile Olusturulan in vitro AH Modeli

Hiicre pasajlanmasi sonucu elde edilen farklilasmis U87 MG hiicreleri 24 saat
stireyle 5 mikromolar (uM) AB1.40 ile ile inkiibe edildi. In vitro gruplar, her grup 6 tekrarl
ve 96 kuyucuklu plakanin her bir kuyucugunda 5x10* hiicre olacak sekilde, asagida
anlatildig: gibi ilgili islemler yapilarak gergeklestirildi.

Kontrol grubu: Farklilasmig olan U87 MG hiicrelerinin besi yeri ortamina 50 pl
serum fizyolojik eklendi ve 48 saat boyunca inkiibe edildi. Bu siire bitiminde hiicrelerin besi
yeri ortamina son konsantrasyonu % 0,1 olacak sekildle DMSO eklendi ve hiicreler
inkiibatorde 24 saat daha inkiibe edildi.
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AB Grubu: Farklilagmis olan U87 MG hiicrelerinin besi yeri ortamina 5 pM
konsantrasyonda ABi-40 eklendi ve 48 saat boyunca inkiibe edildi. Bu siire bitiminde
hiicrelerin besi yeri ortamina son konsantrasyonu % 0,1 olacak sekilde DMSO eklendi ve

hiicreler inkiibatorde 24 saat daha inkiibe edildi.

AB+188 GA Grubu: Farklilasmig olan U87 hiicrelerinin kiiltiir ortamina son
konsantrasyonu 5 pM olacak sekilde Api-40 uygulamasindan 48 saat sonra Son

konsantrasyonu 5 uM 18B-GA eklenerek 24 saat daha inkiibe edildi

3.3.MTT Analizi

Hiicre canlilig1 ve bilesiklerin sitotoksik etkilerini incelemek amaciyla iireticinin
talimatlarina gére MTT c¢ozeltisi kullanildi. Kisaca ti¢ grup (Kontrol grubu: A grubu,
AB+18BGA grubu) FBS igermeyen yeni besi ortami kuyucuklu plakalara %10 MTT (5
mg/ml konsantrasyonda) soliisyonu igerecek sekilde ekildi. Hiicreler karanlik ortamda 37°C
ve %5 CO2’li inkiibatorde 4 saat siire ile inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1t MTT igeren besi
ortami uzaklastirildi ve formazan kristallerinin ¢6ziilmesi i¢in hiicrelerin tizerine 100'er
mikrolitre (ul) DMSO eklendi. Olusan kristallerin iyice ¢dziinmesi i¢in 10 dakika 37°C'de
%5 COg2 inkiibatoriinde bekletildi. Tiim islemler dikkatli bir sekilde tamamlandiktan sonra

her bir bélme 570 nm dalga boyunda okutularak absorbans degerleri kaydedildi.

3.4. ELISA Testi ile Kaspaz-3, SOD, KAT ve GPx Enzim Diizeyleri

ELISA testi ile kontrol, AB ve AB+18B-GA gruplarinda apoptotik ve inflamasyon
yolag temsil eden kaspaz-3 protein seviyesi ile antioksidan enzimler olan SOD, KAT GPx
seviyeleri tespit edildi. Ilgili ELISA deney prosediirleri her kit i¢in farkli olup ilgili kitlerde
belirtilen protokollere gore yapildi. Bu protokoller kisaca su sekildedir.

Her grup hiicre hattindan 100’er pl ELISA kuyucuklarina eklendi. Kuyucuklarin {istii
aliminyum folyo ile kapatilip 2 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki sivi
bosaltilip {izerine 100 pl reaktif A soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildi.

Inkiibasyonun sonunda kuyucuklar 3 kez yikama tamponuyla yikanip yikama sonunda
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kuyucuklara 100 pl reaktif B soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra 5 kez
yikama tamponuyla yikanarak igerisine 90 pl substrat soliisyonu eklenip istii kapatilarak 30
dakika inkiibe edildi. Sonra 50 pl stop soliisyonu eklenip 450 nm’de mikroplaka okuyucuda
kuyucuklarin optik dansiteleri belirlendi. Tlgili protokol her enzim (Kaspaz-3, SOD, KAT ve
GPx) seviye tayini i¢in ayri ayr1 yapilarak; Sonuglarin okunmasi ELISA mikroplaka okuyucu
(Rayto) ile yapildz.

3.5. istatistiksel Analizler

Tiim istatiksel analizler IBM SPSS 25 olarak adlandirilan Istatistical Package
for the Social Sciences programinda gergeklestirildi. Verilerin ¢6ziimlenmesinin ilk
adimi1 olarak normallik varsayimi Shapiro Wilk testi ile kontrol edildi. Normal
dagilima sahip olan ve bagimsiz ikiden ¢ok gruba sahip degiskenlerin ortalamalari
arasindaki farkin incelenmesi i¢in Anova testi; normal dagilima sahip olmayan ve
bagimsiz ikiden c¢ok gruba sahip degiskenlerin ortalamalar1 arasindaki farkin
incelenmesi i¢in Kruskal Wallis testi yapildi. Farki yaratan grup ya da gruplarin
ortaya cikartilmasi i¢in post hoc testlerinden Bonferroni analizi gerceklestirildi.

p<0.05 istatiksel olarak anlamli kabul edildi.

27



4. BULGULAR

AB1-40 indiiklenmesi ile olusturulan in vitro AH modelinde 18B3-GA’nin hiicre

canlilig1 ve biyokimyasal parametre seviyelerine etkisi Tablo 2’de verildi.

Tablo 2. AB1.40 indiiklenmesi ile olusturulan AH modelinde 18B3-GA’nin hiicre

canlilig1 ve biyokimyasal parametre seviyeleri

Kontrol Grubu AP Grubu AP glri'ifA
(0)
MH(S()/") 102,20+1,924% 53,8049 203* 73,75+ 3.775
KaSpa(er(s()pg/ mh 97310314 7.8042.28* 3,83+1.12"
SOD
(U/mg protein) 11,40+1,14% 6.20 +£0,83* 9,19+0,19*
(n:6)
GPx
(U/mg protein) 4,50+0,474 2,17+0,63* 3,42+0,31%
(n:6)
KAT(n(_%E)’/ M 80600456392 503,80+132,90* 727.10+58.80*

(A* , # ) Her satirda yer alan gruplar kendi iginde istatiksel olarak anlamhdir ( p< 0,05)
(n:say1, ortalama + standart sapma (ss))

4.1. AB1-40 Uygulamasina Kars1 188-Glisiretinik Asit Eklenen Gruplarin MTT

Analiz Sonuglari

Kontrol grubu hari¢ tiim gruplara ABi40 uygulamasi sonrasi canli hiicre sayisi
istatiksel olarak anlamli sekilde azaldi (p<0.05). 183-GA uygulama sonrasi ise A3 grubuna
kiyasla AP+18B-GA grubunda canli hiicre sayisinda istatiksel olarak anlamli bir artig
gozlendi (p<0.05). Kontrol grubu, Ap ve AB+18B-GA deney gruplarindaki MTT analizine

hiicre canlilig1 ylizde oranlar1 6lgiimlerinin gorsellestirilmesi Sekil 9°da sunuldu.
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(A*, #) Gruplar kendi aralarinda istatiksel olarak anlamlidir ( p< 0,05)

Sekil 9. AB1-40 Uygulamasina Kars1 18B-Glisiretinik Asit Eklenen Gruplarin Hiicre
Canliliklar

4.2. 18B-Glisiretinik Asit Uygulamasinin in vitro AH Modelinde Apoptoz

Mekanizmasina Etkileri

Kontrol grubu harig tiim gruplara AB1-40 uygulamasi sonrasi kaspaz-3 enzim seviyesi
(pg/ml) istatiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulundu (p<0.05). 18B3-GA uygulama
sonrast ise A3 grubuna kiyasla Ap+18B-GA grubunda kaspaz-3 enzim seviyesinde (pg/ml)
istatiksel olarak anlamli bir sekilde azalis gozlendi (p<0.05). Kontrol grubu, A grubu ve
AP+18B-GA grubu deney gruplarindaki kazpaz-3 enzimine ait (pg/ml) o&lgtimlerinin
gorsellestirilmesi Sekil 10°da sunuldu.
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(A,*, #) Gruplar kendi aralarinda istatiksel olarak anlamlidir ( p< 0,05)

Sekil 10. In vitro AH modelinde kazpaz-3 enzim (pg/ml) seviyesi degerleri

4.3. 18B-Glisiretinik Asit Uygulamasinin in vitro AH Modelinde Antioksidan
Enzim Seviyelerine Etkileri

4.3.1. 18B-Glisiretinik Asit’in in vitro AH Modelinde SOD Enzim Seviyelerine
Etkisi

Kontrol grubu harig tim gruplara AB1-40 uygulamasi sonrast SOD enzim seviyesi (U/
mg protein) istatiksel olarak anlamli sekilde azaldi (p<0.05). 183-GA uygulama sonrasi ise
AB grubuna kiyasla AB+18B-GA grubunda SOD enzim seviyesi (U/mg protein) istatiksel
olarak anlamli bir sekilde arttigi gozlendi (p<0.05). Kontrol, AB ve AB+18B-GA

gruplarindaki SOD enzimine ait (U/mg protein) dl¢timlerinin gorsellestirilmesi Sekil 11°de
sunuldu.
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(A* , #) Gruplar kendi aralarinda istatiksel olarak anlamlidir ( p< 0,05)

Sekil 11. In vitro AH modelinde SOD enzim (U/ mg protein) seviyesi degerleri

4.3.2. 18B-Glisiretinik Asit’in in vitro AH Modelinde GPx Enzim Seviyelerine
Etkisi

Kontrol grubu hari¢ tim gruplara ABi-40 uygulamasi sonrast GPx enzim seviyesi
(U/mg protein) istatiksel olarak anlamli sekilde azald1 (p<0.05). 188-GA uygulama sonrasi
ise A3 grubuna kiyasla AB+18B3-GA grubunda GPx enzim seviyesi (U/ mg protein) istatiksel
olarak anlamli bir sekilde arttigi gozlendi (p<0.05). Kontrol, AB ve AP+18B-GA
gruplarindaki GPx enzimine ait (U/mg protein) dlgtimlerinin gorsellestirilmesi Sekil 12°de

sunuldu.
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(A*, #) Gruplar kendi aralarinda istatiksel olarak anlamlidir ( p< 0,05)

Sekil 12. In vitro AH modelinde GPx enzim (U/ mg protein) seviyesi degerleri

4.3.3. 18B-Glisiretinik Asit’in in vitro AH Modelinde KAT Enzim Seviyelerine
Etkisi

Kontrol grubu hari¢ tiim gruplara AB140 uygulamasi sonrast KAT enzim seviyesi
(pg/ml) istatiksel olarak anlamli sekilde azald1 (p<0.05). 18B-GA uygulama sonrasi ise Al3
grubuna kiyasla AB+18B-GA grubunda KAT enzim seviyesi (pg/ml) istatiksel olarak anlaml
bir sekilde arttigi gozlendi (p<0.05). Kontrol, AB ve AP+18B-GA gruplarindaki KAT

enzimine ait (pg/ml) 6lgiimlerinin gorsellestirilmesi Sekil 13°te sunuldu.
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(A,*, #) Gruplar kendi aralarinda istatiksel olarak anlamlidir ( p< 0,05)

Sekil 13. In vitro AH modelinde KAT enzim (pg/ml) seviyesi degerleri
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5. TARTISMA

Gu ve ark. (2019) tarafindan yapilan bir ¢alismada, PC12 hiicre hatlarinda Okadaik
asit ile indiiklenen AH modelinde Andrographis paniculata bitki ekstresinin MTT analizi ile
hiicre canliligini arttirdig1 ve noroprotektif etkisi oldugu kanitlanmistir. Lee ve ark. (2019)
tarafindan Crataegus pinnatifida meyvesinin etanol ekstraktinin (CPE) farelerde olusturulan
AH modelindeki noéroprotektif etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, MTT analizi sonucu
CPE'nin AB toksisitesini bloke ederek, noronal hiicre 6liimiinii 6nemli olgiide azalttigi
vurgulanmistir. Yao ve ark. (2018) yaptig1 bir diger ¢aligmada, in vitro olusturulan AH
modelinde Osthol (OST) tedavisinin néroprotektif etkileri arastirilmis ve MTT analizi

sonucu OST'nin AH hiicrelerinde hiicre canliligin1 6nemli dl¢tide artirabildigi bildirilmistir.

Hung ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, insan dermal fibroblastlar1 24 saat
boyunca 18B-GA ile artan dozla muamele edilmis ve MTT analizi sonucunda doza bagl bir
sekilde 18B8-GA’nin hiicre canliligini arttirdigini ve toksik olmadig tespit edilmistir. Kemik
iligi monositleri kullanilarak in vitro ortamda yapilan ¢alismada MTT analizi ile 183-GA’nin

belli dozlarda sitotoksik olmadigi rapor edilmistir (Chen ve ark. 2018).

Bu c¢alismada, AB indiikklenmesi ile olusturulan in vitro AH modeli hiicre hattina
eklenen 18B-GA’nin noroprotektif etkisi ve metabolik hiicre proliferasyon aktivitesinin
Olglilmesiyle literatiir taramasi sonucu ortaya ¢ikan sonuglara benzer sekilde, 18B-GA
eklenen AB+ 18BGA grubunda AB grubuna kiyasla hiicre canliligimi artirdigi ve hiicre
tyilesmesinde istatistiksel olarak anlamli proliferasyon artisina neden oldugu tespit

edilmistir.

Literatiir taramas1 Alzheimer hastasi beyinlerinin klinik muayenesinde kaspaz-3'iin
senil plaklarda lokalize oldugunu ve hiicresel ¢alismalar ile Af'nin kaspaz-3 aktivasyonu
yoluyla noronal apoptozu indiikleyebilecegini gostermistir (Chang ve ark. 2016). Ancak
kaspaz-3'in p-tau metabolizmast tiizerindeki potansiyel roli bilinmemektedir. Tau
fosforilasyonunu dogrudan ve spesifik olarak diizenledigine dair deneysel kanitlar saglamak
amaciyla AH'min in vivo transgenik fare modeli olusturulmus ve bu faralerde kaspaz-3
aktivite artis1 gdzlenmistir. Geri doniisiimsiiz, hiicre gecirgen bir kaspaz-3 inhibitorii olan Z-

DEVD-FMK ile tedavi edilen AH farelerinin MSS’inde kaspaz-3 aktivasyonunun azaldigi
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rapor edilmistir. Sonuclar, kaspaz-3'lin p-tau metabolizmasi {izerinde potansiyel roli
oldugunu gostermistir (Chu, Lauretti & Pratico 2017). Chen ve ark. (2017) tarafindan
yapilan bir ¢alismada, orta serebral arter okliizyon-reperfiizyonu (OSAO) ile deneysel
iskemik inme modeli olusturulan si¢ganlarda memantinin iskemik inmeye kars1 in vitro ve in
vivo potansiyel mekanizmalari arastirilmis ve kaspaz-3 seviyelerinin OSAO muamelesinden
24 saat sonra Onemli Ol¢iide arttigi bildirilmistir. Buna karsilik, memantin tedavisi ile
kaspaz-3 seviyelerinin yiikselmesi 6nemli 6lgiide onlenmistir. Memantinin iskemik inmede
beyni hasara karsit korudugu ve iskemik penumbradaki kaspaz-3 yolunun aktivasyonunu
baskilayarak hiicre apoptozunu ve ndron Sliimiinii azalttigin1 gosterilmistir. Kshirsagar ve
Gursahani (2019) tarafindan yapilan bir ¢alismada, lipopolisakkarit ile indiiklenen AH fare
modelinde lipopolisakkaritin kaspaz-3 aracili hiicre apoptozunu arttirdigi bildirilirken;
rosmarinik asit tedavisi ile lipid peroksidasyon seviyelerinin 6nemli 6l¢iide azaldig1; kaspaz-

3 inhibisyonun da dikkate deger bir artis gosterdigi rapor edilmistir.

Chen ve ark.(2018) tarafindan yapilan bir ¢alismada, artan kaspaz-3 ekspresyonu ile
olusan fare hepatoselliiler karsinom tiimorlerinin 183-GA ile tedavi sonrasi kaspaz-3
aktivitesi azalmasina bagl tiimor boyutunda kiigiilme rapor edilmistir. SiHa hiicrelerinde ise
yiiksek 18B-GA maruziyetinin kaspaz-3 aktivitesini arttirarak apoptoz mekanizmalari
artirdigi gézlenmistir. Rashid ve ark. (2017) tarafindn yapilan bir ¢aligmada, sicanlarda
Cisplatin ile indiiklenen oksidatif bagirsak hasarina karsi 18B-GA’nin tedavi etkinligi
aragtirtlmistir.  Cisplatin - uygulanan gruba kiyasla kontrol grubunda kaspaz-3
ekspresyonunun istatiksel olarak anlamli sekilde arttigi, 188-GA tedavi gruplarinda ise

kaspaz-3 ekspresyonunun azaldigi rapor edilmistir.

Bu ¢alismada, kontrol grubuna kiyasla AP grubunda kaspaz-3 faaliyetlerini istatiksel
olarak anlamli sekilde arttig1 gozlenmistir. 183-GA eklenen AB1.40+188-GA grubunda ise
AB grubuna kiyasla kaspaz-3 seviyesinin istatiksel olarak anlamli sekilde diisiis gosterdigi
gozlenmistir. In vitro AH modelinde kaspaz-3 seviyesinin anlamli sekilde artmasi AH
olusumunda apoptozisin etkili olabilecegini ve AB+18B-GA grubuna kiyasla A3 grubunda
kaspaz-3 enzim seviyesinin istatiksel olarak anlamli sekilde azalmasi ise antiapoptotik

aktivite yoluyla 1863-GA’nin AH’de koruyucu bir rolii olabilecegi tespit edilmistir

Alzheimer hastaliinin ROT ile ilgisi tam olarak anlasilmamis olsa da literatiirde

serbest radikallerin muhtemelen AH'de néron Oliimiiniin patogenezinde rol oynadigi
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gosterilmistir (Markesbery 1997). Tabari ve ark. (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada,
skopolamin hidrokloriir intraserebroventrikiiler enjeksiyonuyla deneysel olarak olusturulan
hafiza bozuklugu modelinde SOD, GPX aktiviteleri ve toplam antioksidan durum (TAD)
degerlendirilmis ve kontrol grubuna kiyasla sican modelinde; SOD, GPX seviyeleri ve TAD
istatiksel olarak anlamli sekilde diislis gosterdigi bildirilmistir. Goschorska ve ark. (2019)
tarafindan yapilan ¢alismada, sodyum floriir kaynakli oksidatif strese maruz birakilarak
olusturulan AH modelinde; kontrol grubuna kiyasla SOD, GPx ve KAT enzim seviyelerinde
azalma gozlenirken; AH tedavisinde yaygin kullanilan donepezil ve rivastigminin tedavisi
sonrast KAT enzim seviyesinin istatiksel olarak anlamli sekilde uyarici etkisi oldugu rapor
edilmistir. SOD ve GPx enzim seviyelerinin ise artis egiliminde oldugu ancak bu artiglarin
istatiksel olarak anlamli olmadigi bildirilmistir. Sales ve ark. (2020) tarafindan yapilan bir
calismada, erkek siganlarin hipokampiisiine ABi42 enjekte edilerek olusturulan AH
modelinde; AB enjeksiyonundan 7 giin sonraki degerlendirmede SOD, KAT ve GSH
aktivitesinin kontrol grubuna kiyasla istatiksel olarak anlaml sekilde diistik oldugu, kaspaz-
3 protein seviyesinde ise kontrol grubuna kiyasla anlamli artis oldugu bildirilmistir.
Memantin tedavisi sonrasinda KAT ve GSH aktivitesinde anlamli bir artis; kaspaz-3 protein
seviyesinde anlamli bir azalma gozlenirken belirtilen gruplar arasinda SOD aktivitesinde
anlamli bir fark olamadig1 vurgulanmistir. Melo ve ark. (2009) yaptig1 bir diger ¢alismada,
sican kortikal noronlarinda AB1-40 indiiklenmesi ile olusturulan AH modelinde, GPx enzim
seviyesinde kontrol grubuna kiyasla istatiksel olarak anlamli diisiis oldugu; galantaminin
tedavisi sonrasi ise bu diisiisiin 6nlendigi bildirilmistir. Weng ve ark. (2020) tarafindan
yapilan bir ¢alismada, Aliminyum kloridat’in giinliik oral uygulamasiyla bilissel diisiis
saglanarak olusturulan AH sican modelinde; kontrol grubuna kiyasla SOD, KAT ve GPx
enzim seviyelerinin anlaml 6l¢iide azaldig1 ancak kamelya yagi ile tedavisi sonrasi bu enzim
aktivitelerinin istatiksel olarak anlamli sekilde arttigi rapor edilmistir (Weng, Chen, Li &
Yen 2020).

18B-GA tarafindan sunulan en 6nemli koruyucu mekanizma antioksidan enzimatik
aktivite seviyelerini artirma yetenegidir. Alzheimer gibi nérodejeneratif hastaliklarda ROT
seviyeleri 6nemli 6l¢iide artmaktadir. Bu nedenle, antioksidan motifler igeren molekiillerin
kullanimi, yeni tedavileri gelistirmek i¢in cazip bir stratejidir (Pefia ve ark.2017). Mahmoud
ve ark. (2017) tarafindan yapilan bir ¢alismada, si¢anlara metotreksat (MTX) enjeksiyonu

ile olusturulan hepatotoksisite modelinde; MTX ile indiiklenen siganlarda, kontrol grubuna
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kiyasla karaciger SOD ve GPx aktivitesi belirgin bir diisiis sergilerken, 18B-GA ile tedavi
sonrasi karaciger SOD ve GPx aktivitesi istatiksel olarak anlamli sekilde arttigi bildirilmistir.
Kalaiarasi ve Pugalendi (2011) tarafindan yapilan ¢alismada, siganlarinda streptozotosin ile
indiiklenen diyabet modelinde kontrol grubuna kiyasla bu siganlarda SOD, KAT ve GPx
seviyelerinin istatiksel olarak anlamli sekilde azaldigi; 45 giin boyunca oral 18B3-GA tedavisi
sonrasi diyabetik siganlara kiyasla bu enzimatik antioksidan seviyelerinin anlamli sekilde
arttig1 bildirilmistir. PC12 hiicrelerinde 6-hidroksidopamin ile indiiklenen sitotoksisitede
GPx ve KAT enzimlerinin aktivitesinin istatiksel olarak anlamli sekilde azalttigini; 183-GA
tedavi sonrasinin GPx ve KAT aktivitelerini artirarak ROT igerigini istatiksel olarak anlamli
sekilde azaltarak 18B-GA'nin noroprotektif kabiliyeti oldugu rapor edilmistir (Kao, Shyu &
Yen 2009).

Bu ¢alismada, ABi-40 indiiklenmesi olusturulan in vitro AH modelinde olusturulan
hiicre hatlar1 incelendiginde literatiir calismalarina benzer sekilde; kontrol grubuna kiyasla
AP1-40 grubunda SOD, GPx ve KAT enzim seviyeleri istatiksel olarak anlamli sekilde diisiik
bulunurken, 18B3-GA eklenen AB1-40t18B3GA grubunda ise AB1-40 grubuna kiyasla SOD, GPx
ve KAT seviyeleri istatiksel olarak anlamli sekilde arttig1 tespit edilmistir. Bu sonuglar ile
188-GA’nin antioksidan enzim seviyelerini artirarak AH’de koruyucu bir etkisinin

olabilecegi gosterilmistir.
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6.SONUC

Bu calismada insan noéroblastom U87 MG hiicresine ABi-40 eklenerek in vitro

diizeyde olusturulan AH modeline 183-GA muamele edilerek yapilan,

R/
L X4

R/
L X4

R/
A X4

MTT analizi ile 183-GA’nin in vitro AH modelinde proliferatif etkisinin oldugu
bu caligma ile ilk defa tespit edilmistir.

ELISA testi ile kontrol grubuna kiyasla A grubunda kaspaz-3 enzim seviyesinin
artmasi, AB grubuna kiyasla AB + 18B-GA grubunda ise kaspaz-3 enzim
seviyesinin azalmasi 18B-GA’nin antiapoptotik aktivite yoluyla AH’de
koruyucu etkisinin olabilecegi tespit edilmistir.

ELISA testi ile kontrol grubuna kiyasla A grubunda SOD, GPx ve KAT enzim
seviyelerinin azalmasi, A} grubuna kiyasla AB + 18B-GA grubunda ise SOD,
GPx ve KAT enzim seviyelerinin artmasi,183-GA’nin  antioksidan
mekanizmalar1 aktive ederek AH’de potansiyel bir koruyucu etkisinin

olabilecegi tespit edilmistir.

Bu olumlu etkilerin hepsi bir biitiin olarak degerlendirildiginde; 188-GA’nin AH

tizerindeki caligmalart arttirilmali ve in vivo deneyler ile klinik amaglh kullanima uygunlugu

arastirilmalidir.
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