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OZET
DOKTORA TEZi

IN VITRO ALZHEIMER MODELINDE FARKLI SESKIiTERPENLERIN
NORON KORUYUCU ETKIiLERININ DEGERLENDIRILMESI

Mehmet Enes ARSLAN
Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1
Danisman: Prof. Dr. Hasan TURKEZ

Alzheimer hastaligt (AH) genel anlamda zihinsel hastaliklarin %60’ 1n1
kapsamaktadir ve en 6nemli nérodejeneratif hastaliklardan biridir. Bu ¢alisgmamizda,
insan noroblastom hiicre hattt (SH-SY5Y) retinoik asit uygulanarak ndron benzeri
hiicrelere doniistiirilmiistiir. Doniistiiriilen hiicrelerde Alzheimer ortamini olusturmak
icin genis doz araliklarinda B-amiloid 1-42 proteini (0-200 uM) 24/48 saat uygulanmis
ve ICso degerleri belirlenmistir. Ardindan, dort farkli seskiterpen (farnesen, gayzulen,
ostrisin, 16komisin) B-amiloid uygulanmig hiicre ortamina genis dozlarda (0-100 pg/ml)
uygulanarak olusturulan toksisiteye kars1 néron koruyucu etkisi incelenmistir. /n vitro
alzheimer modelinde hiicre canlilik oranlarinin tespiti ig¢in 3- (4,5-dimetil-tiazol-2-il)
2,5-difeniltetrazolyum bromid (MTT) ve laktat dehidrogenaz (LDH) salinim testleri
yapilmistir. Ardindan hiicrelerde toksisitenin yol actigi oliim tiiriinii belirlemek i¢in
Annexin-V/PI1 incelemesi flov sitometri yontemi kullanilmistir. Hiicrelerde apoptoz ve
cekirdek integritisi, Hoechst 33258 floresan boyama metodu kullanilarak mikroskop
altinda incelenmistir. Son olarak, seskiterpenlerin asetilkolinesteraz (AChE) aktivitesi,
toplam antioksidan kapasite (TAK) ve toplam oksidatif durum (TOD) seviyeleri tizerine
olan etkileri belirlenmistir. Sonuglara gore, farkli seskiterpen konsantrasyonlarinin -
amiloide kars1 koruyucu etkisi hiicre canlilik testleriyle gosterilmis ve seskiterpenlerin
hiicrelerde gergeklesen nekroz oliimlerinde onemli Slgiide diisiise neden oldugu flov
sitometri sonuglartyla belirlenmistir. Bunun disinda seskiterpen uygulamalarinin AchE
aktivitesinde ve TOD seviyesinde azalmaya, ve TAK seviyesinde atisa neden oldugu
gozlenmistir. Bulgularimiz, anti-alzheimer potansiyellerine gore test edilen seskiterpen
etkinliklerinin gayzulen>0strisin>farnesen>l6komisin seklinde siralandigin1 ortaya
koymustur.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer hastaligi, Seskiterpen, Toplam antioksidan kapasite,
Nekroz, Asetilkolinesteraz aktivitesi, Sitotoksisite, Noroprotektif etki



ABSTRACT
Ph.D. Thesis

IN VITRO EVALUATION OF NEUROPROTECTIVE EFFECTS OF
DIFFERENT SESQUITERPENES AGAINST ALZHEIMER MODEL

Mehmet Enes ARSLAN
Erzurum Technical University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Prof. Dr. Hasan TURKEZ

Alzheimer's disease (AD) generally covers 60% of mental disorders and is one of
the most important neurodegenerative diseases. In our study, the human neuroblastoma
cell line (SH-SY5Y) was transformed into neuron-like cells by applying retinoic acid. In
the transformed cells, B-amyloid 1-42 protein (0-200 uM) was applied for 24/48 hours
at wide dose intervals to establish the Alzheimer's environment and ICso values were
determined. Next, neuroprotective effect against toxicity generated by administration of
four different sesquiterpenes (guaiazulene, eustricine, farnesene, leucomicine) in large
doses (0-100 pg/ml) to B-amyloid administered cell medium was examined for 24 and
48 hours. 3-(4,5-dimethyl-thiazol-2-yl) 2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) and
lactate dehydrogenase (LDH) release tests were performed to determine cell viability
rates in the in vitro alzheimer model. Subsequently, the Annexin-V/PI study flow
cytometry method was used to determine the type of death caused by toxicity in the
cells. Apoptosis and nucleus integritis in the cells were examined under the microscope
using the Hoechst 33258 fluorescence staining method. furthermore, sesquiterpenes
effect on acetylcholinesterase (AChE) activity, Toplam antioxidant capacity (TAC) and
Toplam oxidative status (TOS) levels were determined. According to the results, the
protective effect of different sesquiterpenes concentrations against 3-amyloid for 24
hours and 48 hours was shown by cell viability tests and the result of flov cytometry
revealed that sesquiterpenes cause significant decrease in necrosis deaths in cells. It was
further analyzed that the AchE activity, the TOS level and the TAC level decreased
after sesquiterpene application. Our findings show that the sesquiterpenoid activities
tested against anti-alzheimer potentials are ranked as
guaiazulene>eustricine>farnesene>leucomicine.

Keywords: Alzheimer's disease, Sesquiterpene, Toplam antioxidant capacity, Necrosis,
Acetylcholinesterase activity, Ctotoxicity, Neuroprotective efect
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1. GIRIS
1.1. Bitkiler ve insan saghgi

Insanlar yiizyillar siiresince sifali bitkiler kullanmislardir. Bitki {iriinleri, gidalarin veya
bitkisel ilaglarin bir parcasi olarak, tarih siiresince hastaliklar1 tedavi etmek ve dnlemek
icin basarili bir sekilde uygulanmislardir. Tibbi bitkilerle ilgili yazili kayitlar
Stimerlerce 5000 yil Oncesine kadar dayanmaktadir (Osborne and Beerling 2006).
Bitkiler ve insan saglig1 arasindaki giiclii tarihi bag, Friedrich Bayer ve Co.'nun sentetik
asetil salisilik asit (aspirin) diinyaya tanittigi 1897'de giiglenmeye baslamistir. Aspirin,
sOgiit agacinin aktif bir bilesigi olan salisilik asidin daha giivenli bir sentetik analogudur

ve insanlar tarafindan, agr1 ve atese karsi gare olarak kesfedilmistir (Pierpoint 1994).

Yirminci ylizyil, sentetik kimya ilag endiistrisi i¢in bir zafer donemi haline gelmistir.
Dogal iirlinlerle hi¢bir baglantis1 olmayan sentetik molekiiller yerine bitki ekstraktlar
ilag sektdriinde yerini almustir. ilag endiistrisinin gdze carpan yiikselisi, hastaliklarin
tedavisi ve Onlenmesi lizerinde sayisiz ¢alisma yapilmis, sayisiz yasam kurtarmis ve
yirminci yilizyilin olaganiistii basarilarindan biri haline gelmistir. Bununla birlikte,
modern ilaglarin yararlar1 6ncelikle gelismis tilkelerde hissedilmistir ve gelismekte olan
tilkeler, etnobotanik tedavileri birincil ilag olarak kullanmaya devam etmektedir. Diinya
nifusunun yaklasik %75 gelismis iilkelerde kullanilan modern saglik iiriinlerine
erisememektedir. Insan ilaglarmin halen fitokimyasallar igerdigini goz ard1 etmek kolay
degildir ki piyasanin yaklasik % 50'sini bitkisel igerikli ilaglar olusturmaktadir ve bu
bitkisel i¢eriklerin en 6nemlilerinden biri de terpenoid molekiillerdir (Mohammadinejad
vd. 2015).

1.1.2. Terpenler

Terpenoidler, kozalaklilarin karakteristik yapisinin temel kaynaklarindan birisidir ve
tetiklenebilir savunma mekanizmasinda rol alan onemli kimyasallardandir. Terpen
olusumu, birikimi ve konifer ignelerinden saliniminin biyokimyasal diizenlemesi terpen
depolama yapilarina fiziksel hasar vermeden savunma yanitlarini indiiklemek i¢in metil
jasmonat (MeJA) kullanan Norve¢ ladin fidelerinde belirlenmistir. MeJA tedavisi,
terpen bilesiminde degisiklik yapilmaksizin, ignelerde monoterpen ve seskiterpen

birikiminde iki kat artisa neden oldugu ve MeJA tedavisinden sonra ahsap dokuda



gozlenen monoterpen ve diterpenlerde 6nemli 6l¢lide artis meydana geldigi gézlenmistir
(Martin vd. 2003).

Terpenler, yasamin tiim canli formlar1 arasinda tespit edilen 30.000'in iizerinde
tanimlanmis bilesik igeren, yapisal olarak genis cesitlilik gdsteren ve yaygin olarak
bulunan dogal bir iiriindiir. Terpenlerin ¢ogunlugu, birincil metabolizma ve ekolojik
etkilesimleriyle genis bir etki yelpazesine sahip bitkilerden izole edilmistir. Bir¢ok
terpen esans yaglari, karotenoid pigmentler ve dogal kauguk da dahil olmak {izere
ekonomik acidan 6nemlidir. Terpenler, dalli Cs izoprenoit birimlerinin tekrarli olarak
birlestirilmesi ile olusturulur ve tarihsel olarak en kii¢iik kabul edilen ve monoterpen
olarak adlandirilan Cyg ailesinde boyutuna gore kategorize edilir. Teropen bilesiklerinin
isimlendirmesi, sesquiterpenes (C15), diterpenler (C20), sesterterpenes (C25),
triterpenes (C30), tetraterpenes (C40) ve politerpenler (> C40) olarak belirlenmistir
(Tablo 1.1.). 1960'larda dogal bir iriin olarak kesfedilen izopren, bu nedenle
hemiterpene (C5) kabul edilmistir. Meroterpenler, terpen olmayan bir parcaya bagh
terpen kokenli bir birimden olusmustur, 6rnek olarak klorofil, plastokinon, bazi indol

alkoloidleri ve prenilasyon proteinleri incelenmistir (Davis vd. 2000).

Tablo 1.1: Terpenlerin siniflandiriimasi

Izopren Karbon

Terpenler Birimleri Atomlar
Hemiterpenler 1 5
Monoterpenler 2 10
Seskiterpenler 3 15
Diterpenler 4 20
Sesterpenler 5 25
Triterpenler 6 30
Karotenoidler 8 40
Kaucuk >100 >500




Terpen ailesinin bir iiyesi olan seskiterpenler biyolojik aktiviteleri ve insan hastaliklar
tizerindeki etkileri nedeniyle bliyiik onem teskil etmistir. Literatiir taramamalarindan
seskiterpenler tizerine ilag kimyasi alaninda ¢ok fazla ¢alisma bulunmadigi goriilmiistiir.
Yapilan ¢alismalar incelendiginde ise seskiterpenlerin caligmalarda onemli oranda
biyolojik etki gosterdigi belirlenmistir. Seskiterpenoidler ve o&zellikle Asteraceae
seskiterpen laktonlari, dengeli bir diyetin pargasi olarak ve kardiyovaskiiler hastaliklarin
ve kanserin tedavisi i¢in tedavi edici potansiyellerinden dolay1 farmasétik madde olarak
insan sagliginda Onemli roller oynayabilmistir. Farkli arastirmalar, seskiterpen
laktonlariin kendilerini iireten bitkilerde endojen olarak gorev aldigi ve bu bitkilerin
hayvan ve insan tiliketicileri arasinda etkilesimde bulundugu mekanizmalari
arastirilmistir. Insanlarda potansiyel olarak seskiterpen kullanarak inflamasyon ve
tiimdrigenezin azaltilmast i¢in ¢esitli mekanizmalar Onerilmistir. Halk ilaglarinin
arastirmalari, diyare, yaniklar, influenza ve sinirsel bozukluklar gibi bir¢ok rahatsizligin
tedavisinde, seskiterpen laktonlar1 etkin madde olarak kullanilmigtir. Seskiterpenlerin
anti-inflamatuar ozelliklerine ek olarak, timor hiicrelerinin ilag tedavilerinde de etkili

oldugu rapor edilmistir (Chadwick vd. 2013).
1.2. Seskiterpen Laktonlar

Seskiterpen laktonlar (SL), Acanthaceae, Anacardiaceae, Apiaceae, Euphorbiaceae,
Lauraceae, Magnoliaceae, Menispermaceae, Rutaceae, Winteraceae ve Hepatideae gibi
cesitli bitki familyalarinda tanimlanan, biyolojik olarak aktif bitki kimyasallarinin genis
cesite sahip bir grubudur (Robles vd. 1995). Bununla birlikte, en biiylik sayi
Compositee (Asteraceae) ailesinde 3000'den fazla farkli yapiya rastlanmaktadir
(Modzelewska vd. 2005). Seskiterpen laktonlar, dogal olarak bulunan gesitli bitki
terpenoidlerinin bir sinifidir ve bunlar dogal iirlinlerin ¢esitliligini ve essiz siifini
temsil eder. Ug izopren iinitesinin kafa-kuyruk kondenzasyonundan ve ardindan
siklizasyondan iiretmek icin oksidatif doniistirmeden olusturulmus ugucu yaglarin
onemli bilesenleridir. Bu ikincil bilesikler, o6ncelikle karbosiklik iskeletlerinin
pseudoguainolides, guaianalides, germanokranolides, eudesmanolides, helyangolides ve

hyptocretenolides gibi temelinde siniflandirilmistir (Sekil 1).

"Olit" son-ekinin lakton islevine atifta bulundugu ve on iiyeli karbosiklik seskiterpen,

germakron ile iligkili bulunan bir almanakranorid olan Kkostunolit'ye dayanmaktadir.



Bununla birlikte, SL'ler gesitli farkli iskelet diizenlemelerini sergilemektedir. Tek bir
bitki tiirii genelde yapraklarda ve cigcek baglarinda yogunlagsmis bir iskelet tipi SL
uretmektedir. Kuru agirhk basma SL'lerin  yiizdesi %0.01-%8 arasinda
degisebilmektedir. SL'leri iceren bitkiler tarafindan beslenen zirai hayvan kayiplari

bilinmektedir. Aslinda, genis bir biyolojik aktivite sergiledikleri gdsterilmektedir.

SL'lerin 6nemli bir olagan 6zelligi, bir ¢ok durumda, bir a-metilen grubu igeren bir y-
lakton halkasmin (C-6 ya da C-8'¢ karsi kapali) varligidir. Diger modifikasyonlar
arasinda, hidroksillerin veya esterlenmis hidroksillerin ve epoksit halkasinin bir araya
getirilmesi yaygm bir yontemdir. Glikozid formunda birka¢ SL olusur ve bazilart
halojen veya siilfiir atomlart igermektedir. SL'lerin ¢ogunlugu sitotoksik etki (in vitro
KB ve P388 losemi hiicre hatt1) ve in vivo P388 losemisine karsi farkli biyolojik
aktiviteler gosterdigi analiz edilmistir. Yap1 aktivitesi iligkileri ¢alismalarinda, cesitli
sitotoksik SL'lerin protein ic¢indeki sistein kalintilar1 gibi tiyollerle Michael tipi hizli
ilave reaksiyonu gosterdigi belirlenmistir. Bu reaksiyonlara kimyasal olarak SL'lerde
bulunan o, B-doymamis karbonil sistemi araciligi ile saglanmistir. Bu c¢aligmalar,
SL'lerin hiicre bdliinmesini kontrol eden, ¢esitli hiicre fonksiyonlarini inhibe eden,
bliylime diizenleyici biyolojik makromolekiillerin segici alkilasyonunu saglayaran
bdylece hiicrenin apoptoza yonlendirilmesini saglayarak tiimdr biiylimesini inhibe ettigi

goriigiinii desteklemistir (Rasul vd. 2012).
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Sekil 1.1: Seskiterpenlerin laktonlarinin temel iskeletleri.

Bireysel SL'ler arasindaki aktivitedeki farkliliklar, farkli sayida alkile edici yapi
elemanlariyla agiklanabilmektedir. Bununla birlikte, lipofiliklik, molekiiler geometri,
kimyasal cevre veya hedef siilfhidril gibi diger faktorler, seskitpenler laktonlarinin
aktivitesini de etkileyebilmektedir. Yapisal olarak farkli seskiterpen laktonlarindan

bazilar1 Sekil 2 ve 3'te gosterilmektedir.



sinaroprisin epatoprisin partenin

-\
e 3
s

Sekil 1.2: Yapisal olarak farkli seskiterpen laktonlar

1.2.1. Seskiterpen Laktonlarinin Biyolojik Aktiviteleri

1.2.1.1. Anti-kanser aktivite

Son yillarda diinyadaki pek ¢ok arastirmaci, seskiterpen laktonlarinin potansiyel bir anti

kanser aktivitesine sahip oldugunu bildirmistir. Bu smifin 6nemli bilesiklerine ait

antikanser aktivite bulgular1 asagida detaylandirilmistir.
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Sekil 1.3: Yapisal olarak farkli seskiterpen laktonlar.

1.2.1.1.1. Kostunolit

Kostunolit (Sekil 1.2), geleneksel Cin tibbinda sifali bir bitki olan Saussurea lappa
koklerinin ham 6ziitiiniin aktif bir bilesenidir (Rasul vd. 2012). Kostunolit'in antikanser
ozelligi, ilk olarak, azoksimetan tarafindan indiiklenen bir sican bagirsak karsinogenesis
modelinde rapor edilmis ve daha sonraki bir arastirmada DMBA kaynakli hamster bukal
kese karsinogenesis modeli kullanarak desteklenmistir (Ohhini vd. 1997). Bu iki in vivo
deneyin ardindan, kostunolit'in antikanser aktivitesinden sorumlu mekanizmanin
anlagilmas: icin kayda deger cabalar sarf edilmistir. ilk olarak, kostunolit, kanser
hiicrelerinde ¢oklu yollarda, giiglii bir apoptotik uyaricidir. Costunolidin, hiicre igi
GSH'yi kolayca tiikettigi ve hiicresel redoks dengesini bozdugu bildirilmistir (Park vd.
2002). Mitokondriyal disfonksiyona yol agan hiicre i¢i reaktif oksijen tiiriilerini (ROS)
tetikleyerek: mitokondriyal zar potansiyeli kaybi, mitokondriyal membran gecisinin
baglangici ve mitokondriyal pro-apoptotik proteinlerin salinimma neden oldugu
bildirilmistir (Cote vd. 2003). Kostunolitnin apoptozu indiikleyen aktivitesinin,
kostunolit tedavisinin anti-apoptotik Bcl-2 protein ekspresyonunu azalttigi gézlemlerine

dayanarak Bcl-2 ile yakindan iligkili oldugu gosterilmistir; buna karsin, Bcl-2



proteininin asirt ekspresyonu, kostunolit bagli apoptozu zayiflatmistir (Wright vd.
2001). Ikinci olarak kostunolit, gii¢lii anti-inflamatuar Fukuda, K., Akao hiicrelerinin
anjiyojenezini inhibe edebilecegi ve kanser hiicrelerinde niikleer mikrotiibiil mimarisini

olumsuz etkileyebilecegi rapor edilmistir (Choi vd. 2002; Wiart 2012).
1.2.1.1.2. Partenolid

Partenolid (Sekil 1.3), yiizyillarca ates, migren ve artrit tedavisinde kullanilan
geleneksel bir bitki olan feverfew (Tanacetum parthenium) 'un biyoaktivitesinden
sorumlu ana SL oldugu bildirilmistir (Barceloux 2008). Partenolid'in iyi arastirilmis bir
biyoaktivitesi, esasen NF-kB aktivasyonu tizerindeki giiglii inhibisyon etkisiyle elde
edilen gii¢lii anti-inflamatuar etkisi gosterilmistir. Partenolid'in NF-kB sinyal yolu
sliresince birgok basamak iizerinde etkili oldugu rapor edilmistir (Ghisalberti 2002).
NF-KB'yi baskilayarak, partenolid interlokinler ve prostaglandinler gibi bir grup NF-
kB'yi diizenleyen pro-inflamatuar sitokinleri inhibe etmistir (Duah vd. 2017).
Partenolid'in anti kanser aktivitesi, bir dizi laboratuarda takip edilmistir. Karsinogenezin
farkli evrelerinde molekiiler seviyelerde partenolid'nin etki mekanizmasini aragtirmak
icin ¢ok sayida calisma yapilmistir. Veriler farkli tiimor hiicresi sistemleri kullanilarak
elde edilmistir. Partenolid, kromozomal translokasyonlar1 tasiyan hiicreler de dahil
olmak iizere pre-B akut lenfoblastik 16semi ¢izgilerinde apoptozu indiikledigi
goriilmiistiir (Lee vd. 2014). Partenolid, niikleer DNA'nin kaybi, hiicre zar1 fosfatidil-
serinin disa vurumu ve mitokondriyal membranlarin 5-100 uM arasinda degisen
konsantrasyonlardaki depolarizasyonu ile ayird edilen hizli apoptotik hiicre 6liimiine yol
actmistir. Kronik lenfositik 16semili hastalardan izole edilen hiicreler {izerine
partenolid'nin in vitro etkilerini arastirilmigtir. Seskiterpen lakton'a kisa bir siire maruz
kalma (1-3 saat), kaspaz aktivasyonunu ve hiicre Olimiinii uyarmaya yettigini
gostermistir. Hiicre 6ldiirme mekanizmasi, partenolid ile indiiklenen ROS olusumu
yoluyla proapoptotik bir Bax konformasyonel degisikligine, mitokondriyal sitokrom C
salimina ve kaspaz aktivasyonuna neden olmustur. Diger calismalar parthenolid ile
tedavi edilen apoptozun ROS firetimi ile iyi koreli oldugunu gostermistir. Partenolid,
dort multipl myeloma hiicre dizisinde apoptozu kuvvetli bir sekilde uyarmistir, buna
ragmen seskiterpen laktona duyarlilikta nemli farkliliklari bildirilmistir. Partenolid
duyarli KMM-1 ve MM1S, daha az hassas KMS-5 ve NCI-H929 hiicrelerinden daha az



katalaz aktivitesine sahip oldugu gosterilmistir. Bu bulgular, multipl miyelom
hiicrelerinde partenolid bagli apoptozun artmis ROS'a bagli oldugunu ve intraseliiler
katalaz aktivitesinin, partenolid duyarliiginin belirleyici bir belirleyicisi oldugunu
gostermistir. Caspase-3 aktivitesinin arttirilmasi yoluyla aracilik edilen insan c¢ogul
miyelom hiicrelerinde partenolid'nin anti-proliferatif ve apoptozu indiikleyici etkilerini
de bildirilmistir (Makiyi vd. 2009).

1.2.1.1.3. Helenalin

Helenalin (Sekil 1.2), sitotoksisiteye ve anti-kanser aktivitesine sahip oldugu bildirilen
Arnica tiirlerinden baska bir SL oldugu gosterilmistir (Ha vd. 2003). 6nceki bulgular
helenalinin niikleik asit ve protein sentezini inhibe etme yoniindeki giiglii etkinligini
gostermistir . Diger antikanser SL'lere benzer sekilde, esas olarak etki mekanizmasi: (i)
tiyol titkenmesi, (ii) NF-kB'nin inhibisyonu ve (iii) apoptozun indiiksiyonu incelenmistir
(Lyss vd. 1997). Bu belirgin biyolojik aktiviteler helenalin'i bir bagka potansiyel anti-

kanser ajan1 haline getirmistir.
1.2.1.1.4. Artemisinin ve Tiirevleri

Arastirmacilar, kanser hiicrelerinde yliksek demir birikimi goz Oniine alindiginda, habis
hiicrelere kars1 artemisinin (Sekil 1.3) biyolojik aktivitesi ile ilgilenmeye baslamis ve in
vitro olarak ¢ok sayida kanser hiicresine karsi artemisinin kullanilmistir (Lai and Singh
1995). Artemisinin, kanser hiicre hatlarina kars1 segici toksisitesini destekleyen kanser
hiicreleri tarafindan paylasilan bir takim O6zellikleri belirlenmistir. Normal hiicrelere
kiyasla transferrin reseptorleri yoluyla yiiksek oranda demir akislarina ek olarak, kanser
hiicreleri de 0Ozellikle oksijen radikallerine kars1 hassas oldugu bildirilmistir.
Artemisinin demirli iyon varlifinda sitotoksik olur. Demir akis1 kanser hiicrelerinde
dogal olarak yiiksek oldugu i¢in artemisinin ve analoglari in vivo olarak kanser
hiicrelerini segici olarak Oldiirebildigi belirlenmistir (King vd. 2016). Dahasi, artan
hiicrei¢i demir konsantrasyonlarina yol acan kosullar saglayarak kanser hiicrelerindeki
demir akisini arttirdigr gosterilmistir. Bununla birlikte, viicut biitiin gerekli demir tagima
proteinlerini sagladigi icin, saglam in vivo sistemlerdeki holotransferrin'e ihtiyag
duymadiklarin1 bildirmislerdir. Son yillarda, potansiyel kanser Onleyici ajanlar

kesfetmek i¢in, birgok arastirmaci ¢aba gostermistir. Potansiyel anti kanser aktivitesi



gosteren molekiiller ve klinik arastirmalarin gesitli safthalarinda olan artemisinin

dimerler, trimerler ve tetramerler sentezlenmistir (Chaturvedi vd. 2010).
1.2.1.2. Antienflamatuar aktivite

Seskiterpenler laktonlari, NF-kB yoluyla potansiyel bir anti-inflamatuar aktivite
sergilemistir. NF kB c¢ogu hastalik siirecinde merkezi bir rol oynadigindan ve ¢esitli
insan kanserlerinin yani sira enflamatuar hastaliklarla ilgili bircok temel genin
ekspresyonunu diizenleyebildiginden, NF-kB'nin yeni kemopreventif ve kemoterapotik

ajanlarin gelistirilmesi ile ilgili umut verici bir hedef oldugu rapor edilmistir (Fukuda
2001).

1.2.1.2.1. Kostunolit

Kostunolit (Sekil 1.3) Magnolia grandiflora, Tanacetum parthenium gibi cesitli
bitkilerde bulunan partenolid ile yakindan iligkili bir seskiterpen lakton analogudur. Koo
ve ark. kostunolitin doz bagimli olarak endotoksin (LPS) ile uyarilan NF-kB
aktivasyonunu inhibe ettigini gostermistir. Bu deney sisteminde kostunolit da partenolid
daha kuvvetli inhibitér aktivite gostermistir. Ayrintili mekanizma ¢aligmalari,
partenolid'ye benzer sekilde, kostunolit'nin de IkB-a ve IkB-Bf'nin bozunmasini 6nemli
Olgide inhibe ettigini ortaya koymustur. Ek olarak, kostunolit, IkB-a'nin
fosforilasyonunu da engellemistir. Bu birikimli sonuglar, kostunolit'in, IkB'nin
fosforilasyonunu onleyerek NF-kB aktivasyonunu inhibe ettigini ve dolayisiyla

kompleksi inaktif bir formda saliverdigini gostermistir (Bader vd. 2015).
1.2.1.2.2. Partenolid

Partenolid (Sekil 1.3), halk hekimliginde antiinflamatuar ve analjezik Ozellikleri
nedeniyle cesitli tibbi bitkilerde bulunan bir seskiterpen laktonu oldugu bildirilmistir.
Cesitli in vitro ¢aligmalar, bu bilesigin anti-enflamatuar etkisinin biiyiik bir boliimiiniin
NF-kB yolagini inhibe etme kabiliyetiyle iliskili oldugunu ortaya koymustur. In vitro
calismalar, seskiterpen lakton partenolid'nin oksijen radikallerinin olusumuna miidahale
etmedigini (Bader vd. 2015) kanitlamistir; buna karsin 6zellikle IKK'yi hedef alarak
(Shin vd. 2004) NF-kB yolagmin aktivasyonunu inhibe etmekte ve/veya IkB-a'nin
bozunmasini onledigi gosterilmistir. Dahasi, partenolid'nin siganlarda endotoksik sok

esnasinda akcigere NF-kxB DNA baglanmasimnin inhibisyonu yoluyla yararli etkiler
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ortaya koydugu bildirilmistir (Sheehan vd. 2002). Partenolid'nin bu etkileri ayni
zamanda, sican diiz kas hiicrelerinde endotoksin uyarimi sonrasinda indiiklenebilir
nitrik oksit sentaz geni (Wong vd. 1999) ve immiin uyarilmis insan solunum yolu epitel
hiicrelerinde IL-8 icin gen gibi proinflamatuar mediatér genlerin inhibisyonundan
sorumlu olabilecegi gosterilmistir (John 2003). Buna ek olarak, partenolid'nin, IKK
aktivasyonu ve IkBa degradasyonunun selektif inhibisyonu ile siganlarda miyokard

iskemisine ve reperfiizyon hasarina karsi koruma sagladigi da gosterilmistir (Uchi vd.

2002).
1.2.1.2.3. Helenalin

Farkli seskiterpen lakton tiirleri, benzer konsantrasyonlarda NF-kB aktivasyonunun
inhibisyonunu gosterdiginden, bu etki, partenolid ve kostunolit gibi bir exometilen
grubu olan seskiterpen laktonlarin c¢ogunda karakteristik gibi goziikmektedir. [-
doymamis karbonil bilesiklerinin eksometilen gruplari, NF-kB alt biriminin DNA
baglama alanindaki sistein kalintilarinin siilfhidril gruplarina Michael tipi ilave ederek
reaksiyona girebilmektedir (Picman vd. 1979). Son zamanlarda, Lyu ve ark. B-
doymamis karbonil grubu ve a-metilen-d-lakton halkasi olmak iizere iki fonksiyonel
grup ihtiva eden bir seskiterpen lakton olan helenalinin (Sekil 1.2), IkB bozunmasini
inhibe etmeden NF-kB’nin p65 altbiriminin direkt alkilasyonunu ortaya koymaktadir
(Denk 2001). In vitro calismalar helenalin'in NF-kB'nin p-65 alt birimini niikleer
seviyede secerek degistirdigini ve bu nedenle DNA baglanmasini inhibe ettigini
gostermektedir. Ancak, kostunolit, bir takim fonksiyonel gruplarda helenalinden
farklidir ve IkB'nin fosforilasyonunu inhibe ederek IkB'nin bozunmasini
engellemektedir. Bu nedenle, NF-kB inhibisyon modunu belirlemek i¢in, egzometilen
grubu disindaki baska bir fonksiyonel grup ve seskiterpen lakton bilesiklerinin
molekiiler geometrisi Onemli faktorler olarak goriinmektedir. Bununla birlikte,
partenolid epoksit grubu oOnemli olmayacaktir, c¢iinkii partenolid hem NF kB
aktivasyonunu hem de NO iretimini inhibe etmek i¢in daha az etkili oldugu

gosterilmektedir (Lyss vd. 1998).
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1.2.1.3. Antimalaryal aktivite
1.2.1.3.1. Artemisinin ve tiirevleri

1972'de Cinli bir grup arastirmaci, geleneksel bir Cin sifali bitkisi olan Artemesia
annua'nin (Asteraceae antik zamanlardan beri ates ve sitmanin tedavisinde kullanilan bir
bitkidir) heksan ekstraktindan cadinene ait amorfen alt grubunun seskiterpen laktonu
olan artemisinin (Sekil 1.4) yeni bir anti-sitma ilacimi izole edilmistir. Artemisinin
iceriginde bir endoperoksit bag igeren bir seskiterpen laktondur. Bu asir1 oksijenli
seskiterpen lakton peroksit, diger bir¢ok anti-sitma maddesinin aksine, nitrojen i¢eren
heterosiklik halka sistemlerine sahip degildir ve belirgin ters etkileri olmayan sitma
suslara kars1 klorokin, kinin gibi geleneksel antimalaryal ilaglara iistiin plazmasid ve

kan gidratiirat ajani olarak analiz edilmistir (Chaturvedi vd. 2010).

Sekil 1.4: Artemisinin yapis1 ve analoglari

Artemisinin hem klorokine duyarli hem de direngli P. falciparum suslarina karsi in vitro
nanomolar konsantrasyonlarda aktiftir. Bununla birlikte, artemisinin pratik degerleri, (i)
yagda veya suda zayif ¢oziiniirliik; (i1) tedavi sonrasinda yiiksek oranda parazit geri
kazanimi; (iii) kisa plazma yart omrii (3-5 saat) ve kotii oral aktivite gOstermistir.
Bununla birlikte, son zamanlarda artemisinin kullanimi, ilact se¢me baskis1 geri
cekildiginde ortadan kaybolan az bir direng seviyesine gelmistir. Bununla birlikte,

endoperoksit baglantili artemisinin, biiyiikk Olgekli tiiretme i¢in hassas bir molekiil
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oldugu bildirilmistir. Artemisinin 8'in karbonil grubunun sodyum borohidriir kullanarak
yiiksek verimle dihidroartemisinin indirgenebilecegi ve bunun da yagda ¢dziinebilen
artemat1 kapsayan bir dizi yar1 sentetik birinci nesil analogunun hazirlanmasina yol
actig1 rapor edilmistir. Bu analoglar, klorokine direngli P. falciparum suslarina karsi
etkili anti-sitma ilaglar1 haline gelmistir. Artemether, ciddi MDR sitmasinin tedavisi igin
onemli ila¢ listelerine dahil edilmistir. Bu ailenin Walter Reed Enstitiisti, artelinik asit
olarak bilinen, hayvanlarda denenmekte olan stabil, suda ¢oziiniir bir tiirevi patent altina
almistir. Yaklasik yirmi yildir kullanilan antimiral maddeler i¢eren bu endoperoksitlerin
onemli bir avantaji, ila¢ direncinin bulunmamasi oldugu belirtilmistir. Artemisinin esas
olarak endoperoksitin antimalaryal aktiviteyi etkiledigi yapi-etkinlik iliskisi (SAR) ile
gerceklestirilmistir. Bu molekiillerin antimalaryal kuvvetini artirmak i¢in, arastirmacilar
son yillarda artemisinin dimer, trimerler ve tetramerlerini sentezlemekle ilgilenmistir.
Bir¢ogu, artemisinin ve ilk nesil analoglarindan daha umut verici antimalaryal aktivite

gostermistir (Chaturvedi vd. 2010).
1.2.1.3.2. Muhtelif antimalaryal ilaclar

Neurolena lobata'dan seskiterpenes laktonlarinin antimalaryal aktivitesi belgelenmistir
(Sekil 1.5) (Frangois vd. 1996). Germakranolid, 16batin B'den (ICso = 16.51 uM) daha
gii¢lii olan norolenin B ( 1C50=0.62 uM) gibi laktonlar seskiterpendir. Germakranolidler
arasinda, ¢ift bagin 2,3 konumundan (norolenin B) 3,4 konuma (lobatin A) kaymasi,
aktivitenin dramatik bir sekilde azalmasina yol agtig1 ve yapisal gerekliliklerden birinin,
A/B-doymamis keto fonksiyonu oldugu gosterilmistir. Buna ek olarak, C-8'deki bir
serbest hidroksil grubu antiplazmodal aktiviteyi arttirirken, C-9'daki serbest bir
hidroksil grubu aktiviteyi diisiirmiistiir. Titonia diversifolia'nin {i¢ soy P. falciparum'a
kars1 antiplazmodal 6zelliklerini arastirmis ve seskiterpen lakton (Sekil 1.5/Sekil 1.3)
Etikitinin C, FCA susuna kars1 (IC50=0.33 pg/mL) (Lifongo vd. 2014) kars1 aktif oldugu
gosterilmistir. Vernonia colorata'dan dort seskiterpen, vernodalol 11f, 13 dihidro-
perodalin 11B, 13-dihidrobarbonolit ve 11, 13,17,18-tetrahidro-venolit bildirmistir.
Bunlarin arasinda vernodalol ve 11B, 13-dihidro-noraldalin sirasiyla en giiglii
antiplazmodal aktivite (IC50=4.8-1.1 pg/mL) sergilemistir. Artemisia afra'dan elde
edilen seskiterpen laktonlar arasinda, sitoplazmaya sahip olan 1-desoksi-la-peroksi-

rupikolin A-8-0 asetat 1P, 4B-dihidroksi-bishopsolispolid ve rupikolin A-8-0-asetat
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antiplazmodiyal in vitro aktivite (1C50=10.8-17.5 pg/mL) gostermistir (Kraft vd. 2003).
Arnica Montana izolati, helenalin, dihidrohelenalin ve onlarin asetatlarindan
psddoguaianolit tiirevi izole seskiterpen laktonlar1 in vitro P. falciparum'a kars: aktivite
(ICs0 = 0.23 ile 7.41 uM) gostermistir (Frangois vd. 2004). P. falciparum'un biiylimesi
tizerine Onleyici etkisi (1C50=1.2-0.3 pg/mL), Camchaya kalsemarasindan izole edilmis

seskiterpen laktonlar igin rapor edilmistir (Vongvanich vd. 2006).

nirolenin talktinin c vernodalol

Sekil 1.5: Bazi1 sitma onleyiciler seskiterpen laktonlarin yapilari.

1.2.1.4. Antiviral aktivite

Hepatit B viriisiine (HBV) kars1 etkin ve gilivenli as1 tedavisine ragmen, HBV ile viral
enfeksiyon, diinyada, oOzellikle de {igiincii diinyada kiiresel bir saglik sorununun
olusmasina neden olmustur. Dahasi, HBV enfeksiyonuna kars1 direkt antiviral tedavi
heniiz mitkemmel bir sekilde gelistirilmediginden, potansiyel kiitliphaneden yeni anti
HBYV ajanlari igin 6n bilesikleri kesfetmek onemlidir. Son zamanlarda hepatoblastoma
HepG2 hiicresinden tiiretilen, HBV ile aktarilan HepG2 2.2.15 hiicresi (Romero vd.
2005) kullanilarak taramaya dayanan artemisinin ve artesunat'in anti-HBV aktivitesi
hakkinda bir rapor olusturulmustur (Sells vd. 1987). Bu tarama yontemi, yeni anti-HBV
ilaglarinin degerlendirilmesi i¢in ve HBV biyolojisinin birka¢ asamasini incelemek i¢in
in vitro bir modeli bildirilmistir (Aberle vd. 2001). Artemisinin, artesunat ve geleneksel
Cin tibb1 ilaclardan saflastirilmis gesitli bilesikler, 21 giin siiresince ila¢ maruziyetinden
sonra (0.01-100 puM) vyiizey proteininin (HBsAg) ve HBV-DNA'nin &lglilmesiyle
arastirtlmistir (Romero vd. 2005). Sonug olarak, artesunat HAsAg sekresyonunu 2.3 uM
ICs0 ve 16 uM IC90 ile kuvvetli bir sekilde inhibe ederken, artemisinin hafif bir
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inhibisyon aktivitesi oldugu goriilmiistiir. Viron tiretimindeki arttirmay1 degerlendirmek
icin, farkl tedaviler sirasinda HepG2 2.2.15 kiiltiir ortamina HBV-DNA salim1 miktar1
Olctildii ve dnemli dl¢giide azalttigi goriilmiistiir. Buna ek olarak, artesunat i¢in, konakg1
hiicredeki toksisite, ilag konsantrasyonu 20 uM'de gosterilmis ve HBV-DNA
salimiminin ICsg'sinden hesaplanan terapotik indeksin (TI) 40 oldugu belirlenmistir.
Lamivudinin pozitif kontrol olarak TI degeri ile karsilastirildiginda, artesunat degeri
oldukca diistiktiir, ancak daha fazla aragtirma i¢in makul degerde oldugu gdosterilmistir.
Sonunda, artesunat, lamivudin ile kombinasyon tedavisinde denenmistir. Her iki bilesik
de birlikte 20 nM'ik konsantrasyonda birlikte uygulandiginda higbir toksisite
gozlenmemistir, ancak HBsAg saliminda sinerjik bir inhibisyon etkisi gosterilmistir.
Lamivudine direncli HBV suslarina karsi olast antiviral ajan olmanin, klinik tedavide
sik karsilasilan sorun olabilecegi anlamina gelmedigi bildirilmistir (Efferth vd. 2002).
Bu sonug, daha Once insan sitomegaloviriisleri i¢in bildirilen potansiyele oldukca
benzerlik gosterdigi ortaya konulmustur. Cesitli seskiterpen laktonlarinin anti-viral
aktivitesi hepatit C viriisiine karsi bildirilmistir (Sekil 1.6) (Kempema vd. 2015).
Partenolid (10, ECs=2.21 uM), kostunolit (EC5=2.69 uM), dehidrokostiir lakton
(EC50=3.08 uM), Helenalin (EC5,=1.25 uM), Alantolakton (ECs0=2.03 uM), Epoksi
dihidrosantonin (ECsp=10 uM), artemisinin ve diger iki konjuge lakton gibi bir dizi
bilesik test etmislerdir. Burada, en iyi anti-HCV etkinligi helenalin tarafindan

gosterildigini bulmugslardir.

%
%

o
partenolit kostinolit alantolakton helenalin

Sekil 1.6: Antiviral seskiterpen laktonlar.
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1.2.1.5. Antibakteriyel aktivite

Bazi SL'lerin antibakteriyel aktiviteyi uygulamada etkili oldugunu gosteren fazla
miktarda kanit bulunmugstur. Bati, orta ve giiney Afrika'da bulunan bilesiklerin bir tiyesi
olan Vernonia colorata'nin oncelikle Gram pozitif tiirlere karsi antibakteriyel aktiviteye
sahip ve Gram negatif tiirlere kars1 daha diisiik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir
(Musarrat vd. 2006). Staphylococcus aureus ve Bacillus subtilis'e (Gram pozitif tiirler)
ve Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae'ye (Gram-negatif tiirler) karst SL'ler
vernodalin, vernolid (Sekil 1.7) ve 11B, 13-dihidroovernolid izole edilmis ve etkili
oldugu bulumustur. 11, 13-Dihydroovernolide, daha 6nce bir Vernonia tiiriiniin higbir
zaman izole edilmemesinden dolayr yeni bir SL oldugu bildirilmigtir. Taranan
bilesiklerin {igiiniin de Gram-negatif bakterilere karsi ¢ok diisiik Onleyici etkisi
gosterilmistir. Bununla birlikte, S. aureus ve B. subtilis taranan tiim SL'lere karsi
duyarlilik gostermistir. 11, 13-dihidrovernolit yeni bir SL olmasina ragmen, 0.1-0.5
mg/mL arast minimum inhibe edici konsantrasyon (MIC) degerlerine sahip olan
vernolid ve vernodaline kiyasla gram pozitif tiirlere kars1 diisiik aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir. Compositae'nin bir {iyesi olan Centipeda minima'dan SL'lerin
pseudoguaianolides smifina ait iic SL'leri izole, karakterize ve taramislardir
(Phytochemical Society of Europe. and Phytochemical Society of North America.
2003.). Bu bitki, soguk algmligi, oksiiriik ve siniis enfeksiyonlarini tedavi etmek igin
Giineydogu Asya'da kullanilmistir. 6-O-metilakrililplenolin yeni (romatizmali) olan ii¢
SL, 6-0-metilakrililplenolin, 6-0-angeloilplenolin ve 6-0-izobutiroilplenolin izole
edilmigtir (Sekil 1.8) B. subtilis ve S. aureus'a karsi antibakteriyel aktivite
gostermiglerdir. Taranan SL'lerin iigiinde de biyolojik olarak aktif olan 6-
Oisobutyroylplenolin ile bakterilere karst Oonemli etkinlik gostermistir. Hem 6-0-
izobutiroilplenolin hem de 6-0 metil akrilplenolin, B. subtilis'e kars1 150 pg / mL MIC
degerini gostermistir. 6-0-Angeloylplenolin, 300 pg/mL'lik bir MIC ile daha az aktif
oldugu arastirilmigtir. SL'lerin her ii¢li de S. aureus'un metisiline direngli ve metisiline
duyarli olmayan suslarina karsi aktivite gostermistir. 6-0-izobutiroilplenolin ve 6-0
metil akrilplenolin, metisiline direngli S. aureus'a karsi 300 ug/mL'lik bir MIC'e
sahipken, 6-0-angeloylplenolin bu susa kars1 600 ug/mL'lik bir MIC ile daha az aktif
oldugu bildirilmistir. S. aureusun metisiline duyarli susu agisindan 6-0-

metilakrililplenolin ve 6-0 angeloilplenolin 75 pg/mL MIC degerlerine sahipken, 6-0
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izobutiroilplenolin 38 pg/mL'lik bir MIC'e sahip oldugu belirtilmistir; bu da bu SL'nin
daha fazla oldugunu gostermistir. Bitki yaglarinda bulunan SL'lerin kullanim olasiligini
artiran Compositae'nin yeni bir tiirii olan Ligulariopsis shichuana olarak bilinen bir bitki
tiiri icinde dort yeni SL'yi kesfetmiserdir (Wenshu vd. 2002). izole edilen ve
karakterize edilen dort SL sirasiyla (a) 3p asetoksi-9f-angeloiloksi-1B, 10B-epoksi-8a
senecioiloksi-1B, (b) 10B-epoksi-8a-hidroksioremofil-7-en-8B-0lid; (c¢) 6p-angeloiloksi-
8a hidroksiemofil-1,7-dien-8p-olit; ve (d) I-okso-6p-senecioiloksi-8a-hidroksiememofil-
7, 9-dien-B-olit olarak belirlenmistir (Sekil 1.9).

-

vernodalin vernolit

Sekil 1.7: Antibakteriyel seskiterpen laktonlari

Sekil 1.8: Antibakteriyel seskiterpen laktonlari
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Sekil 1.9: Antibakteriyel seskiterpen laktonlar

Son olarak, helenalin gibi diger SL'lerin Mycobacterium tuberculosis'e karsi inhibit6ér
etki gosterdiginin yani sira Corynebacterium diptheriae'ye karsi aktivite gosterdigi
bildirilmistir (Marles vd. 1995). Alantolakton ve izoalantolakton’dan olusan bir karisim
olan Helenalin, Inula helenium bitki tiirtinden tiiretilmistir (Sekil 1.10). Helenalin
oncelikli olarak iiriner sistem i¢in antiseptik olarak kullanilmistir. Bununla birlikte,
helenalin'nin hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakteri gelisimini inhibe ettigi
gosterilmistir, bunlardan ilki daha fazla duyarlilik gostermistir. SL igeren terapdtik
etken yaglar i¢in bazi umutlar vardir. Klinik dncesi veriler, SL'lerin bakteriyel gelisimin
azaltilmasinda etkili oldugunu ve bunun SL'lerin hem Gram pozitif hem de Gram
negatif bakteriyel enfeksiyonlarin tibbi tedavisinde potansiyel olarak kullanilabilecegi
fikrini gliglendirdigini ortaya koymustur (Arias vd. 1987).
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izoalantalakton

alantalakton

Sekil 1.10: Antibakteriyel seskiterpen laktonlar

1.2.1.6. Antifungal aktivite

Ugucu yaglarda bulunan belirli SL'lerin antibakteriyel ajanlar gibi davranma
potansiyeline sahip oldugunu destekleyen ¢ok sayida ampirik veri belirlenmistir. Ayn1
zamanda bazi SL'lerin de antifungal aktivitelere sahip olduklar1 ve iki biyoaktif SL’yi
sar1 cigcekli ¢ok yillik bitki Ratibida mexicana'nin koklerinden izole edilmis ve
karakterize etmislerdir. Bu bitki dncelikle Meksikanin kuzeybati kesimindeki Sierra
Madre Occidental'de bulunmustur (Bismoussa vd. 2015). Hint kabileleri, koklerin bas
agrisi, soguk alginligr ve romatizmayi hafifletmekte yararli oldugunu bulmuslardir. Bu
bitkiden izole edilen iki SL, izoalolantolakton ve elema-1,3,11-trien-8,12 olit (Sekil
1.11) olarak belitlenmistir. in vitro antifungal calismalarda, her iki SL'nin de
Helmintosporium'un radyal biiyiimesini inhibe ettigini ve her iki SL i¢in de MIC'in 650
pg/mL  oldugunu goéstermistir. Pythium biyiimesi, 125 ug/mL MIC ile
izoallolantolaktona kars1 ¢ok daha duyarli oldugu ortaya konmustur. Fusarium aym
zamanda izoallolantolakton ve elema-1,3,11-trien-8,12-oliteye kars1 duyarlilik agisindan
taranmig, yine izoallolantolakton 200 pg/mL'de radyal biiyiimenin % 45'ini inhibe
ederek yiiksek oranda biyoaktiviteyi gosterdigi rapor edilmistir.
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Sekil 1.11: Seskiterpen laktonlarinin anti fungal aktivitesi

Akdeniz bolgesi halk tibbinda oncelikli olarak kullanilan bitkiler Centaurea thessala
tirti drakiensis ve C. attica tiirlerini havadan pargalanarak iki yeni eudesmanolid izole
edilmistir (Skaltsa vd. 2000). Izole edilen iki yeni eudesmanolid Sa-hidroksi-4-
episonchukarpolidin 8a-hidroksi-4-epi-sonchukarpolid ve 8a- (4-asetoksi-3-hidroksi-2-
metilenbutanoiloksi) tiirevi 40-asetoksimalasitanolid olarak belirlenmistir (Sekil 1.12).

Sekil 1.12: Seskiterpen laktonlarinin anti fungal aktivitesi

Cesitli fungal tiirler, 8a-hidroksi-4-epi-sonchukarpolide ve 40-acetoxymalacitanolide
kars1 duyarlilik gosterdi (Skaltsa vd. 2000). 8a-Hidroksi-4-epi-sonchukarpolid, 4-
asetoksimalalasitolitid ile karsilastirildiginda, bir tarla hari¢, taranan tiim mantar

tiirlerine kars1 daha yiiksek aktivite gostermistir. 8a-hidroksi-4-epi sonchukarpolide icin
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MIC degerleri oldukea diisiik bulunmus ve bu bilesik i¢in duyarliligin ¢ok daha yiiksek
oldugu gosterilmistir. Istisnai olarak Cladosporium cladosporioidesin, 8a-hidroksi-4-
epi-sonchukarpolid igin MIC degeri 0.5 pg/mL iken bu tir 0.06 ug/mL'lik bir MIC
degeri ile 40-asetoksimalasitanolide karsi daha yiiksek hassasiyet gostermistir. Buna ek
olarak, her iki SL de Penicillium funiculosum'a kars1 yiikksek MIC'ler gostermistir, bu iki
SL arasindaki farkli tiirlere karsi engelleyici eylemlerinde herhangi bir farklilik
gostermemistir. Bu iki SL arasindaki aktivitelerdeki farkliliklarin, bilesikler lizerinde
bulunan farkli iskelet tiplerine ve fonksiyonel gruplara atfedilebilecegi one siirtilmiistiir.
Son olarak, her iki SL'nin de daha biiylik antifungal aktiviteye sahip oldugu,
miconazole, ticari bir fungisid tarafindan pozitif kontrol olarak kullanildig: belirtilmistir

(Skaltsa vd. 2000).

1.2.2. Seskiterpen laktonlarimin yapisal aktivite iliskileri (SAR)

Genel olarak, SL'lerin biyolojik aktivitelerine a-metilene-y-laktonlar veya a, B-
doymamis siklopentenonlar gibi niikleofillerin a, B- veya a, B, y-doymamis karbonil
yapilar1 alkilasyonu yoluyla araci oldugu disiiniilmiistir. Bu yapi1 elemanlari,
niikleofiller, 6zellikle de sistein siilthidril gruplart ile Michael tipi ilave ile reaksiyona
girmistir. Bu nedenle, proteinlerdeki sistein artiklar1 ve serbest hiicre ici GSH gibi tiol
gruplarinin SL'lerin ana hedefleri oldugu yaygin olarak kabul edilmistir. Oziinde, SL'ler
ve protein tiyol gruplar1 veya GSH arasindaki etkilesim, enzim aktivitesinin azalmasina
veya GSH metabolizmasinin bozulmasina ve hayati derecede onemli hiicre i¢i hiicre
redoks dengesine neden oldugu belirlenmistir. SL'lerin kimyasal yapilart ve
biyoaktivitesi arasindaki iliski, 6zellikle sitotoksisite, anti-inflamatuvar ve antitiimor
aktivite agisindan cesitli sistemlerde incelenmistir. Metilen grubuna doymusluk veya
ilave etme gibi yapisal degisiklikler sitotoksisite ve tiimor inhibisyonu kaybina yol
actigindan lakton iizerindeki eksometilen grubunun sitotoksisite i¢in sart oldugu
gosterilmistir. Bununla birlikte, SL'lerin sitotoksisitesinden sorumlu faktoriin, lakton
veya siklopentenon'dan bagimsiz olarak O=C=C=CH2 sisteminin varlig1 olabilecegi de
gosterilmistir. Ilave alkile edici gruplarin varligmin SL'lerin sitotoksisitesini bilyiik
Olgiide arttirdig1 gosterilmistir. Ayrica, in vivo anti-timor aktivitesi i¢in gerekli olan

SL'lerde bulunan a-metilen-y-laktonlar ve o, p-doymamis siklopentenon halkasinin
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(veya a-epoksisiklopentenon) bulundugu tespit edilmistir. Farkli yayinlanmis raporlar
yoluyla, SL'lerin gosterdigi ¢esitli biyolojik aktivitelerin, a-metilen-y-laktonlar ve a, B-
doymamis siklopentenon halkasinin varligindan kaynaklandig: teyit edilmistir. Ozetle,
bireysel SL'ler arasindaki etkinlik farkliliklari, alkilleyici elementlerin sayisi, lipofilisite,
molekiiler geometri ve hedef siilthidril grubunun kimyasal ortamindaki farkliliklar ile

aciklanmistir (Skaltsa vd. 2000).

Sekil 1.13: Seskiterpen laktonlarin genel yapisi.

Seskiterpen laktonlar bir¢ok sifali bitki tiirlinlin 6nemli bir dogal {iriin grubu oldugu
belirtilmistir. ~ Antikanser, antienflamatuvar, anti-timor, anti-sitma, antiviral,
antibakteriyel, antifungal vb. Gibi yapisal cesitlilik ve ¢esitli potansiyel biyolojik
aktiviteler, ila¢ arastirmasi arastirmasi i¢in kimyagerler arasinda daha fazla ilgi
uyandirmistir. SL'lerin tam etki mekanizmasi bilinmemekle birlikte, ¢esitli yayinlanmis
raporlar vasitasiyla, seskiterpen laktonlarinin ¢ogunlugu tarafindan goriintiilenen
biyolojik etkinligin, a-metilen-y-laktonlar ve a, B'nin doymamis siklopentenon halkasi

varligina bagli oldugu belgelenmistir (Skaltsa vd. 2000).
1.3. Alzheimer hastahigi

Bilis, islev ve davranista ilerleyici bozulma ile karakterize olan demansin kiiresel
yaygmligi, toplum tiizerinde O6nemli bir yiik olusturmaktadir. Halen prevalansin 24
milyon olacagi tahmin edilmekte ve 2050 yilina kadar dort kat artacagi

ongoriilmektedir. Yalniz ABD'de demansin en sik nedeni olan Alzheimer hastalig
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(AD), tahmini saglik bakim maliyetleri ile birlikte yillik 172 milyar dolara ulasacaktir
(Thies vd. 2013).

AD beyin dokusunda gozlenen temel patolojik degisiklikleri, diffiiz ve noritik plaklarda
ekstraseliiler olarak depolanan amiloid-f (AB) peptidi ve norofibriller yumrular (NFT)
olarak hiicre i¢i biriken bir mikrotiibiil montaj proteini olan hiperfosforillenmis tau (p-
tau) proteindir. Ek degisiklikler arasinda reaktif mikrogliyoz ve yaygin ndron, beyaz
madde ve sinaps kaybi1 yer almaktadir. Bu degisikliklere yol agan mekanizmalar

belirlenmeye yonelik ¢alismalar devam etmektedir (Thies vd. 2013).
1.3.1. Teshis Kkriterleri

1984 yilindaki anlasmadan bu yana, AD teshisi i¢in kilit siniflandirma yontemi “Ulusal
Nérolojik ve Konugsal Bozukluklar ve inme Enstitiisii ve Alzheimer Hastalig: ve Iliskili
Bozukluklar Birligi (NINCDS-ADRDA)” kriterlerine gore yapilmaktadir (McKhann vd.
1984). Bu olgiitler, klinik ve noropatolojik modelleri birlestirir ve "olas1", "muhtemel"
ve "kesin AD" gibi tanilar atar. AD spektrumu, daha dnce disiiniildiigiinden daha genis
oldugu ve amiloid plaklar ve NFT'ler disindaki patolojik degisiklikleri i¢erdigi kabul
edilmektedir. Buna gére, NINCDS-ADRDA Kkriterleri tekrar gozden gecirilmektedir.
Giincellenmis kriterlere dahil edilen biyobelirteglerin diagnostik 6zgiilliglinii arttirmasi
beklenmektedir. 1999'da, normal bilis ve demans arasindaki ara durum "hafif biligsel
bozukluk (MCI)" olarak tanimlanmustir. Ozellikle klinik ortamda MCI, AD gelisme

riski altinda olan kisileri tanimlamak igin yararli bir etiket oldugunu kanitlamistir (Thies

vd. 2013).
1.3.2. Yayginlik oranlar

2005 yilina gelindiginde, diinya genelinde 24.2 milyon kisi demans yasarken, her y1l 4.6
milyon yeni vaka ortaya ¢ikmaktadir. Bu vakalarin yaklasik %70't AH'ye atfedilmistir.
60 yas grubundaki bolgesel niifusta Kuzey Amerika ve Bati1 Avrupa'daki demanslarin en
stk yayginlik orani hizinin sergilendigi goriiliirken, bunlart Latin Amerika ve Cin'den ve
bati Pasifik komsularindan izlemektedir (Sekil 1.14) (Ferri vd. 2005). Tim bu
popiilasyonlar i¢in demans yaygnlik hiz1 yasla birlikte katlanarak artarken, en belirgin
artig yasamin 70 ve 80’li yillarinda goriilmektedir (Rocca vd. 2011; Schrijvers vd. 2012
Christensen vd. 2013; Matthews vd. 2013).
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Sekil 1.14: a-Demans yayginligi (%), b- Insidans oranlari (Chaturvedi 2011°den
modifiye edilerek kullanilmistir)

1.3.3. AH"n genetik epidemiyolojisi

Baslangic yasina dayanarak, AD tiim vakalarin %1-5'ini olusturan erken baslangicli AD
(EOAD, basglangic 65 yas alt1) ve ge¢ baslangicli AD (LOAD, baslangic >65 yil)
%095'lik bir oranda belrlenmistir. Klinik olarak LOAD'ten ayirt edilemez olsa da, EOAD
genellikle daha hizli bir ilerleme hizi ve Mendel kalitim kalibiyla iligkili oldugu
gosterlmistir. APP pargalanmasi ve AP iiretimi ile ilgili proteinleri kodlayan iic gen
(APP, PSEN1 ve PSEN2), EOAD patofizyolojisinde siki sikiya baglanmistir. Bu ii¢
genin AD'ye bagli mutasyonlari, yiiksek penetans (>% 85) gosterir, ¢ogunlukla

otozomal dominant olarak kalitsaldir ve AP agregasyonuna ve erken baslangich
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hastaliga kesin olarak yol agar. Sonu¢ olarak, bunlar hastaligin 'teshis biyolojik

belirtecleri olarak kabul edilmistir.

Buna karsilik, LOAD ile ilgili genler hastalik riskini Mendel olmayan bir bi¢imde
aktarmaktadir. LOAD olan hastalarin birinci derece yakinlari, AD etkilenmemis birinci
derece akraba olmayan kisilerin beklenen yasam siiresi riskinin iki katina sahip oldugu
belirtilmektedir. Buna ek olarak, LOAD monozigotik dénemde dizygotik ikizlerden
daha sik goriilir ve bu bozukluga ~%60-80 oraninda onemli bir genetik katkida

bulundugunu diistindiirmektedir.

On yildan fazla bir siiredir, 19q13 kromozomunda yer alan sadece bir genetik risk
faktorii olan APOEe4 alleli, Avrupa kokenli Hispanik olmayan Beyazlarda agikca
ortaya konmus bir "duyarlilik" geni olarak bildirilmektedir. APOE, bir lipid baglayici
proteindir ve insanlarda ii¢ allel, APOEe2, €3 ve &4 tarafindan kodlanan ii¢ ortak
izoform olarak eksprese edilmektedir. Tek bir APOE-¢4 alleli 2-3 kat artmus risk ile
iligkilidir, iki kopyaya sahip olmak bes kat veya daha fazla artis ile iligskilendirilmektedir
(Kuusisto vd. 1994). Buna ek olarak, her kalitsal APOEe4 alleli, baslangi¢ yasini 6-7 yil
diistirmektedir (Breitner vd. 1994). APOEe4 ayrica diisiik biligsel performans, 6zellikle
bellek alam ile iligkilidir ve hafif kognitif bozukluk (MCI) ile iliskilidir ve MCI'den
demansa ilerleme ile birlikte belirlenmektedir (Barabash vd. 2009). APOEe4 igin
popiilasyona atfedilebilir risk % 20-50 olarak tahmin edilmekle birlikte, €4 varligi
hastaligin gelisimi igin ne gerekli ne de yeterli degildir (Myers vd. 1996). Ispanyol
olmayan Beyazlar disindaki etnik gruplarda APOE ve LOAD arasindaki iliski
calismalar arasinda biiyiik dlgilide tutarsizlik gostermektedir (Slooter vd. 1998).

1.3.4. Genom capinda iliskilendirme ¢alismalarindan elde edilen bulgular (GWAS)

Yiizyilin basinda ek duyarlilik lokuslarini belirlemeyi amaglayan binlerce aday-gen
temelli iliski ¢aligmas1 gerceklestirildi ancak APP'nin hiicrei¢i ticaretinde rol oynayan
yalnizca bir gen, sortilin ile ilgili reseptdr (SORL1) tutarl bir sekilde ¢ogaltilabilmistir.
Arastirmalar arasindaki bu tutarsizliklarin baslica sebepleri, baglanti dengesizligi (LD)
kaliplar1 ve alel frekanslarindaki farkliliklarla birlikte 6rnek heterojenlik ve kiiclik
orneklem biiyiikliikleri ile kiigiik veya orta derecedeki etki boyutlarini saptamak i¢in

sinirh giic olusturdugu belirtilmistir. Son bes yilda, yliksek verimli genom dizilimindeki
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teknolojik ilerlemeler, binlerce genotik polimorfizmlerin hipotezsiz eszamanl
incelemesine izin vermis ve bu teknolojiyi kullanan biiyiik uluslararasi isbirligi ¢abalari,
genetik 20'den fazla yeni tehlike lokusunu belirleyerek LOAD ve yolaklarin temelleri

olarak belirlenmistir.

Ik calismalar, duyarlilik lokusu olarak CLU, PICALM, CR1 ve BIN1' tanimlanmistir
(Harold vd. 2009). CLU, aym1 zamanda apolipoprotein J (ApoJ) olarak da bilinir, hem
periferik hem de beyinde yiiksek diizeyde eksprese edilen bir lipoproteindir (Nuutinen
vd. 2009). ApoE gibi, lipid tasinmasinda da gorev almaktadir (Wollmer vd. 2007).
Clu'nun ayrica endositoz ile AP agregasyonu ve reseptor aracilt AP temizlemesini
etkileyen bir hiicre dis1 saperon gibi davranmasi 6ne siiriilmistiir (Nuutinen vd. 2009).
APOE'den farkli olarak, CLU ile gozlenen genetik iliskiyi ortaya koyan bilinen kodlama
varyantlar1 bulunmamaktadir; bu, ekspresyon diizeylerinde genetik degisikligin LOAD
icin degisen riskten sorumlu olabilecegini diisiindiirmektedir (DeMattos vd. 2004).
BINI1 (amfifizin II), APP islemeyi ve AB'y1 etkileyen aktin dinamikleri, hiicre zari
trafigi ve kathrin yardimli endositoz (Pant vd. 2009) da dahil olmak iizere ¢esitli
hiicresel siireglerde yer alan Binl/amfifizin/RVS167 (BAR) gen ailesi tiyesidir.
PICALM ayrica, kathrin yardimli endositozda yer alir ve vezikiil toplulugu bolgelerine
kathrin ve bagdastirici protein kompleksini tagir (Tebar vd. 1999). CR1, tamamlayici
sistemin bir parcasi olan bir hiicre yiizeyi reseptoriidiir. Kompleman faktorleri C3b ve
C4b i¢in baglanma alanlarina sahiptir ve bu iki proteini igeren bagisiklik
komplekslerinin  temizlenmesinde yer almaktadir. AP oligomerleri C3b'yi
baglayabildiginden CR1, Af'nin temizlenmesine katilabilmektedir. CR1, AD'de belirgin
bir 6zellik olan néroinflamasyonda da rol oynayabilmektedir (Crehan vd. 2012).
lgingtir ki, Clu bu siiregte bir inhibitdr olarak rol oynayabilmektedir. Ozetle, bu ilk
GWAS seti, lokuslari esas olarak bagisiklik yaniti, APP islemi ve lipit metabolizmasi ve
endositoz olarak {i¢ yolakta kiimelendigi belirtilmektedir (McGeer vd. 1992).

Ikinci bliyiik GWAS caligmalari, ek duyarlhlik genleri (CD33,
MS4A4A/MS4A4E/MS4A6E kiimesi, ABCA7, CD2AP ve EPHAL) tespit etmistir
(Hollingworth vd. 2011). Ilk GWAS seti ile tanimlanan yolaklara uygun olarak, bu bes
lokusun tiimii muhtemelen bagisiklik sisteminde yer alirken, ABCA7 ayrica lipid
metabolizmast ve APP islemesi ile ilgili oldugu diisiniilmektedir. CD33 geni,
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ekstraseliiler sialillenmis glikanlara baglanan hiicre yiizeyi bagisiklik reseptor ailesinin
iiyesi olan bir proteini kodlar ve imiino-reseptor tirozin baskilayic1 motif olarak
adlandirilan bir sitoplazmik alan aracilifiyla sinyal verdigi bildirilmistir (Cao and
Crocker 2011). CD33 esas olarak periferik bagisiklik sisteminde c¢alisilmistir ve burada
miyeloid progenitorler ve monositler lizerinde ve ayrica beyinde eksprese edilmistir.
Ortamda ki CD33, miyeloid hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe ettigi goriilmistiir (Vitale
vd. 1999). MS4A4A/MS4A4E/MS4AG6E lokiisii, kromozom 11 tizerinde 15 MS4A geni
kiimesinin bir pargasidir ve baslangicta, bir B-lenfosit hiicre yiizey molekiilii olan
CD20'ye homolojileri ile tanimlanan ¢oklu membran kapsayan alanlara sahip proteinleri
kodig1 rapor edilmistir. Bununla birlikte, CD33 gibi, MS4A4A, miyeloid hiicreler ve
monositlerde eksprese edilir ve muhtemelen bagisiklik ile ilgili bir isleve sahip oldugu
gosterilmistir. EPHA1, hiicre yapismasi, migrasyonu ve akson yonlendirmesini ve
sinaps olusumunu ve esnekligini modiile etmek i¢in komsu hiicreler iizerinde efrin
ligandlan1 ile etkilesen efrin hiicre ylizey reseptor ailesinin bir {iyesini kodladig
anlagilmistir. Ephrin reseptorlerinin genel olarak fonksiyonu iizerinde o6nemli bir
arastirma cesedi bulunurken, EPHA1 gen iiriinii hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir.
Diger efrin reseptorleri gibi, hiicre morfolojisini ve motilitesini de diizenler (Yamazaki
vd. 2009) ve erken caligmalar, bu reseptoriin vaskiiler morfogenezi ve anjiyogenezisi
diizenlenmesiyle iliskili oldugunu ortaya koymustur (Adams vd. 2000). EPHA1 nakavt
farede anormal kuyruk ve lireme sistemi gelisimine neden olur, ancak beyinde higbir
etkisi olmadigi gosterilmistir (Duffy vd. 2008). Fare bu kavrama uygun olarak, ifade
epitel dokusu ile smirhdir. Insanlarda, EPHA1, CD4-pozitif T lenfositleri (Holen,
Nustad, and Aasheim 2010), monositler (Sakamoto vd. 2011), bagirsak epiteli ve kolon
tarafindan eksprese edildigi bildirilmistir. Beyin ekspresyonu i¢in kanit eksikligi ile
birlikte, CD33, CR1 ve MS4A4/MS4A6E gibi, AD'deki EPHA1 gen f{iriiniinlin rold,
bagisiklik sistemi aracili olabildigi distinilmiistiir. CD2 iliskili protein geni (CD2AP)
dogrudan aktin (Lehtonen vd. 2002), nefrin ve sitoklonel organizasyonda yer alan diger
proteinleri baglayan bir iskele proteinini kodladig1 gosterilmistir. Bagisiklik sisteminde
CD2AP, klatrin bagimli aktin polimerizasyonunu igeren bir siirecte sinaps olusumu igin
gerekli oldugu anlagilmistir (Dustin vd. 1998). ABCA7, hiicresel lipid ve sarmal
apolipoproteinler ile yiliksek yogunluklu lipoproteinin biyogenezine aracilik eden ABC

familyasina ait biitiinlesik bir transmembran ATP baglayic1 kaset tasiyict olarak
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bildirilmistir. APOA-I'i baglar ve apolipoprotein aracili fosfolipid ve hiicrelerden gelen
kolesterol akisi islevlerini yerine getirdigi gosterilmistir (Chan vd. 2008). Buna ek
olarak, ABCA7, amiloid 6ncii protein de dahil olmak iizere diger énemli proteinlerin
hiicre zar1 yoluyla taginmasini etkiler ve apoptotik hiicrelerin makrofajlar1 tarafindan

fagositoz yoluyla konakg¢1 savunmada yer almadigi rapor edilmistir (Tanaka vd. 2011).

Son olarak, bugiine kadar Alzheimer Projesi Uluslararasi Genomik (IGAP) tarafindan
gerceklestirilen en bliyik GWAS, dort bagimsiz konsorsiyumdan olan Hispanik Dist
olmayan tiim veri kiimelerini birlestirmis ve 74.046 konuyu igeren bir mega metaanaliz
gergeklestirmistir (Lambert vd. 2013). Bu GWAS, APOE, CR1, BIN1, CD2AP,
EPHAI1, CLU, MS4A6A, PICALM, ABCA7 ve CD33'e ek olarak, genom genisligi
acisindan (HLA-DRB5/HLA-DRB1, PTK2B, SORL1, SLC24A4/RIN3, DSG2,
INPP5D, MEF2C, NMES, ZCWPWI1, CELF1, FERMT2, CASS4) 12 ilave duyarlilik
lokusunu ve p degeri P = 7.4 x 10-7 ve p = 6.6 x 10-8 (intergenik lokus, HS3ST1,
SQSTM1, TREML2, NDUFAF6, ECHDC3, AP2A2, ADAMTS20, IGH, SPPL2A,
TRIP4, SCIMP, ACE) olarak belirlenmistir. Yukarida tarif edildigi gibi, SORLI
(sortilin ile ilgili reseptor, L (DLR simnifi) 1) daha 6nce bir aday gen yaklasiminda
APP'nin ticareti ve isleyigini modiile ettigi gosterilmistir (Rogaeva vd. 2007). CD33 ve
DSG2 harig, tiim lokuslar bir replikasyon agsamasinda dogrulanabilmektedir. Kesif
sathasindaki bu lokusun, tek bir SNP'ye dayandigi ve LD'deki herhangi bir SNP
tarafindan  desteklenmedigi icin, omurgali epitel hiicrelerinde desmosomes'in
desmozomlarin  kalsiyum-baglayict  transmembran glikoprotein  bileseni  olan
desmoglein2 kodlamasmin DSG2 kodlamasinin basarisizliga ugramasi1 beklenmistir.
Genom capinda 6nemi olan 12 yeni lokusun, daha dnceki GWAS tarafindan tanimlanan
spesifik yolaklardaki ¢ogu kiime, yani bagisiklik yaniti (HLA-DRB5/DRB1, INPP5D,
MEF2C), APP iglemi (SORL1, CASS4), Tau patolojisi CASS4, FERMT2), hiicre go¢ii
(PTK2B) ve LOAD etyolojisinde bu yolaklarin 6nemini kuvvetle destekleyen lipid
transportu ve endositoz (SORL1) olarak belirlenmistir. Buna ek olarak, karmagik bir
hastalik hakkindaki fikriyle uyumlu olarak, bu g¢alismanin bulgulari, ilave yollarin
varhigimi da ileri siirmiislerdir. Bunlardan bir tanesi hipokampal sinaptik fonksiyon
olabilir: MEF2C aktiviteye bagl olarak sinaptik baglanmanin iyilestirilmesi sirasinda
asir1 sinaps olusumunu sinirlar ve bu nedenle hipokampusa bagli 6grenme ve hafizay

kolaylastirabildigi bildirilmistir. Bu lokusdaki mutasyonlar ve delesyonlar ayn1 zamanda
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zihinsel gerilik, stereotipik hareketler, epilepsi ve serebral malformasyon ile
iliskilendirilmistir. PTK2B tarafindan kodlanan protein, anilarin olusumunda merkezi
bir siire¢ olan hipokampal CA1 (cornu amonyak 1) bolgesindeki uzun siireli
potentiasyonun indiiksiyonunda yer aldigi anlasilmistir. Bununla birlikte, bu
lokuslardaki en gii¢lii iki SNP'nin LD'de olmadigi ve bu lokuslar arasinda bir
rekombinasyon sicak noktasi oldugu gercegi, her iki dernekten de bagimsiz oldugunu
diistindiirmiustiir. CELF1, NME8 ve CASS4 sinyallerinin onerdigi bir baska yol,
sitoskelet fonksiyonu ve aksonal transport olabildigi gosterilmistir (Akhtar vd. 2012).

Avrupa kokenli olmayan Hispanik Beyazlilarda yapilan bu GWAS'de, APOE disindaki
her lokustaki en gii¢lii SNP'ler, etki biiyiikliikleri 1.16'dan 1.20'ye kadar degisen
oranlarda % 1.0 ve % 8.0 araliginda niifusa atfedilebilir kesirler (PAF) gostermistir
(Farrer 1997). Karayipler'de bugiine kadar yapilmis en biiyiik GSA Hispanikler (J. H.
Lee vd. 2011) CLU, PICALM ve BIN1'deki dernekler ¢ogaltilmis ve 2p25.1, 3q25.2,
7p21.1 ve 10g23.1'de birkag ilave lokus yer almistir. Geg¢ baslangicli Alzheimer
Hastalig1 Yasam Uzerine Ulusal Enstitii'nden (NIA-LOAD) Avrupa kékenli olmayan
Hispanik Beyazlilarin bagimsiz bir grubu gozlenmistir. Kafkasyalilardaki tim GWAS
lokuslarin aksine, ABCA7 lokusu Afrikali Amerikalilarda APOEe4'iinkinden daha
giiclii bir etki boyutuna sahip oldugu gosterilmistir. Afrikali Amerikalilardaki bagimsiz
caligmalar ve islevsel yontemlerle teyit edilmesi gerektigi, ancak bu bulgu gelismekte
olan iilkelerde 6nemli etkilere sahip olabildigi belirtilmistir. Buna ek olarak, bu ¢alisma
APOE'yi, bu etnik grupta, bu ¢alismadan 6nce tutarli olmayan bir duyarlilik geni olarak
dogrulamistir (Reitz vd. 2013).

1.3.5. Genetik Olmayan Riskler ve Koruyucu Faktorler
1.3.5.1. Serebrovaskiiler hastalik

Hemorajik infarktlar, kiiciik ve biiyiik iskemik kortikal infarktlar, vaskiilopatlar ve
beyaz madde degisiklikleri gibi serebrovaskiiler degisiklikler demans riskini artirir
ancak spesifik altta yatan mekanizmalar belirsizligini korumaktadir. Enfarktlis veya
beyaz madde hiperintensileri, talamus ve talamo-korteks projeksiyonlari gibi hafiza
islevinde onemli olan beyin bolgelerinin hasarina dogrudan yol acabilmektedir. Bununla

birlikte, AB'nin ¢okelmesini de artirabilirler, bu da bilissel diisiise neden olabilir veya
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bilissel fonksiyonu zayiflatan inflamatuar yanitlari indiikleyebilmektedir. Son olarak,
hipoperfiizyon, sinaps olusumu ve sinaptik plastisite i¢in kritik olan bir serin-treonin
kinaz1 olan siklin bagimli kinazin (CDKS5) asir1 eksprese edilmesine yol agabilmektedir
(Wang vd. 2006). Aberrant CDKS aktivasyonu noronal apoptoz ve 6lim ile iliskilidir
(Sun vd. 2008). Bu kinaz, tau'nun anormal fosforilasyonunda yer alabilmekte, bu da
NFT olusumuna katkida bulunabilmekte ve NFT patolojisini amiloid plaklarla baglayan
anahtar bir protein olabilmektedir (Wen vd. 2007).

1.3.5.2. Kan basinci

Geg donem yaslarda oOlciilen kan basinci diizeyleri ile ilgili kognitif azalma, demans ile
kesitsel calismalar ve uzunlamasina c¢alismalardan elde edilen veriler tutarsiz
kalmaktadir (Elias vd. 2004). Bir o6l¢iide, bu goriismeler, ¢alisma tasarimindaki
farkliliklar, 6zellikle kan basincinin dl¢iimii ile kognitif yeteneklerin degerlendirilmesi
arasindaki zaman farki ve bu parametrelerin Olciildiigli yasa atfedilebilmektedir.
Bununla birlikte, orta yas grubundaki (40-60 yas) yiiksek kan basinci seviyeleri ile geg
yastaki kognitif bozukluk arasindaki iliskiyi aragtiran gozlemsel ¢alismalarin verileri,
gruplar arasinda nispeten tutarli oldugu kanitlanmaktadir; bu, orta yasta kan basincinin
yiikseldigini gostermektedir ve daha yash kognitif bozukluk, demans ve AD riskini
artirmaktadir (Kivipelto vd. 2001).

Hipertansiyon, kan-beyin bariyerinin (BBB) vaskiiler bitiinligini etkileyerek AD
riskini artirabilir ve bdylece beyin dokusunda protein ekstravazasyonu meydana
gelmektedir (Kalaria 2010). Protein ekstravazasyonu, hiicre hasarina, néronal veya
sinaptik fonksiyonda bir azalmaya, apoptozise ve A birikiminde bir artisa neden olarak
biligsel bozulmaya neden olabilmektedir (Deane, Wu, and Zlokovic 2004). Artan yasla
birlikte, yiiksek kan basincinin AD riski {izerindeki etkisi azalir ve hatta tansiyonun
yiikselmesi ile koruyucu bir etki ortaya ¢ikarabilmektedir. Bu gézlem, AD baglamasini
takiben, muhtemelen damar sertlesmesi, kilo kaybi1 ve kan akisinin otonomik
diizenlenmesindeki degisiklikler sonucu kan basincinin diismeye bagladigi gercegi ile
aciklanabilmektedir. Kognitif bozuklugu olan hastalarda antihipertansif tedavilerin
yararin1 degerlendiren randomize, plasebo kontrollii caligmalar (RCT) tutarsizlik

gostermektedir (SHEP 1991).
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1.3.5.3. Tip 2 diyabet

Gozlemsel ¢alismalarda, tip 2 diyabetin (T2D) AD riskini yaklasik iki katina c¢iktigi
belirlenmistir (Katon vd. 2015). T2D'yi ve LOAD'1 baglayan mekanizmalar net degildir,
ancak serebrovaskiiler ve non-serebrovaskiiler mekanizmalar1 icerebilmektedir
(Luchsinger 2008). T2D, inme igin bir risk faktoriidiir ve buna hipertansiyon ve
dislipidemi dahil diger vaskiiler risk faktorleri eslik etmektedir (Meschia vd. 2014).
Patoloji ¢aligmalarinda T2D'nin infarktlarla iligkili oldugunu, ancak klinik LOAD'1
hastalarda AD patolojisi ile iliskili olmadig1 ¢alismalarinda bildirilen bulgular, bilissel
bozukluga neden olmast i¢in gerekli olan amiloidin direncini diisiiren infak- torlerin

varhigimin, T2D yiiklemeye bagli Idugunu belirtmektedir (Arvanitakis vd. 2006).

Potansiyel olarak T2D'yi ve LOAD"Y1 baglayan serebrovaskiiler mekanizmalar,
hiperinsiilinemi ve ileri glikozilasyon tiriinleri igermektedir. Hiperinsiilinemi T2D'den
once gelmektedir ve buna eslik edebilmektedir (Festa vd. 2006). Insiilin kan-beyin
bariyerini gecebilir ve yash insanlardaki periferik insiilin inflizyonu beyindeki A
temizlenmesinin vekil bir isareti olan BOS'daki 42 amino asit B-amiloid (Ap42)
diizeylerini ve dolayli belirteglerini artirmaktedir (Watson vd. 2003). Beyinde,
hipokampiis ve entorinal korteks de dahil olmak iizere LOAD"'!n erken doneminde
etkilenen yapilar olan insiilin reseptorleri vardir. Insiilin degrade edici enzim (IDE),
beyindeki AP temizlenmesiyle baglantilidir ve insiilin ve AP, IDE i¢in birbiriyle rekabet
eden substratlardir (Farris vd. 2003). Beyindeki insiilin LOAD patogenezinde merkezi
olan AP ve tau protein fosforilasyonunun artmasini arttirabilmektedir. Periferik
hiperinsiilinemi, fizyolojik seviyelerde doymusluga bagli olarak kan-beyin
bariyerindeki insiilin alimin1 asagiya ¢ekebilmektedir. Bu beynin insiilin diizeylerinin
diistiriilmesine ve IDE ekspresyonunun downregiilasyonuna ve IDE aracili amiloid
rediiksiyonunda azalmaya neden olabilmektedir. Bu gozlem, LOAD tedavisinde
rosiglitazon, ensiilin sensitizorii ve intranazal insiilinin kullanimini desteklemek i¢in
kullanilmigtir. T2D ortaminda, diyabetik hayvan ve insan dokulari, glikosilasyonun

artmis geligmis tiriinleri ve reseptdrlerinin upregiilasyonu icermektedir (Park 2001).
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1.3.5.4. Viicut agirhg

Prospektif caligmalar hem diisiik hem de yiiksek viicut agirligini artan biligsel bozukluk
ve AD riskiyle iliskilendirmis ve viicut agirhiinin olciilme yasina bagli ve merkezi
tarafindan yonlendirilen bir U sekli iliskisi oldugunu 6ne stirmektedir (Whitmer vd.
2008). Buna ¢k olarak, demansin prodromal fazinda malnutrisyona bagl olarak viicut
agirhiginin kaybetmesine bagli demans baslangicindan 6nceki yillarda ters nedensellige

iliskin kanitlar bulunmaktadir (Gustafson vd. 2009).
1.3.5.5. Plazma lipid seviyeleri

Son donemdeki dislipidemi ile bilissel bozukluk ya da AD ile ilgili en kesitsel
calismalar ve gézlemsel ¢aligsmalar tutarsizdir, orta yas grubunda dlgiilen lipidler ile AD
riski arasindaki iligkiyi arastiran caligmalar g¢ogunlukla zararli bir etkiye isaret
etmektedir. Bu bulgular, apolipoprotein E (APOE), apolipoprotein J (APQOJ, CLU), ATP
baglayici kaset alt ailesi A iiyesi 7 (ABCA7) ve sortilin ile ilgili reseptor (SORL1)’de
dahil olmak tiizere AD duyarlilik genleri olarak kolesterol metabolizmasi veya
taginmastyla iliskili birka¢ geni agik¢a tanimlayan genetik baglant1 ve iliski ¢alismalari
tarafindan desteklenmektedir. Fonksiyonel hiicre biyolojisi calismalari, AP prekiirsor
protein iglemesinin P-sekretaz ve y-sekretaz ile modiilasyonunda lipid sal
kolesteroliiniin kritik bir rol oynayisini destekler ve AP iiretiminde degisikliklere neden
olmaktadir. Bununla birlikte, celiskili kanitlar, dislipidemi ve AD riski arasinda higbir
veya tartismali bir iliski olmadigini gdsteren, statin tedavisinin faydali bir etkisini
gozlemeyen randomize klinik aragtirmalar ve dolagimdaki ve beyin kolesterolii arasinda
cok az degis tokus bulundugunu diisiindiiren epidemiyolojik ¢alismalarla ortaya
cikmaktadir; bu, artmis membran kolesterolii amiloid sitotoksisite yoluyla zar
biitiinligiini kisitlayarak koruyucu oldugu ve hiicresel kolesteroliin, non-membran
alanlardaki B-sekretaz 1 ve AP Oncii proteininin kolokalizasyonunu inhibe ettigi ve
bdylece bir AB-bozunum enzimi olan plazminin {iretilmesinin arttigini gostermektedir

(Kuo vd. 1998).
1.3.5.6. Metabolik sendrom

Cesitli calismalar, bir biitlin olarak metabolik sendrom ile AD veya bilissel diisiis riski

arasindaki iliskiyi degerlendirmistir. Bu arastirmalarin ¢ogu, bu sendromun varligi ile
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bilissel islev bozuklugu arasinda pozitif bir iliski oldugunu gostermistir (Raffaitin vd.
2009).

1.3.5.7. Sigara tiiketimi

Durum kontrol ¢alismalari, sigara igilmesinin AD riskini diistirdiigiinii (Ferini-Strambi
vd. 1990) 6ne siirmiis, bununla birlikte prospektif ¢alismalar sigara igilmesinin bu riski
artirdigini veya bu hastaligin gelisme olasiligini etkilemedigini gostermistir. Tiitiin
enddistrisi tiyeligini hesaplarken sigara i¢imi ile AD arasindaki iligkiyi inceleyen bir
meta-analiz, endiistriye bagli olmayan 18 kesitsel ¢alismanin birlesik sonug¢larinin higbir
iliski saglamadigin1 ortaya koymustur (Cataldo vd. 2010). Tersine, tiitiin endiistrisi
tiyeligiyle ilgili sekiz kesitsel arastirmadan elde edilen veriler, sigaranin AH'ye karsi
negatif etkisini 0ne siirmiislir. Titlin endiistrisi liyesi olmayan on dort grup ¢aligmasi
AD ile sigara i¢me riskinde anlamli bir artis saglamstir. Sigara, birkag mekanizma ile
AD riskini etkileyebilmektedir. Yiiksek oksidatif strese neden olan serbest radikallerin
olusumunu artirabilir veya inflamatuar immiin sistemi etkileyebilmekte, bu da
fagositlerin aktivasyonuna ve daha ileri oksidatif hasara neden olabildigi bildirilmistir.
Ikincisi, serebrovaskiiler hastaligi tesvik ederek AD riskini etkileyebilmektedir.
Bununla birlikte, nikotinin nikotinik asetilkolin reseptdrlerinde (nAChR) artist
indiikledigini ve bodylece AD'de kolinerjik defisitlere yol acan nAChR kaybin
dengeledigini diisiindiiren bir koruyucu etki i¢in kanit gosterilmistir (Traber vd. 2000)

1.3.5.8. Travmatik beyin hasari

Retrospektif ¢aligmalar (Mayeux vd. 1995), travmatik beyin hasar1 gegmisi (TBI) olan
bireylerin olmayan kisilerden daha fazla demans riski tasidiklarini dnermektedir. IKi
meta-analizde (Fleminger 2003) TBI'l1 hastalardaki demans riski erkeklerde kadinlardan
daha yiiksek oldugu oOne siiriilmektedir. TBI ile AD arasindaki iliskiyi arastiran
prospektif ¢alismalar tutarsiz (Plassman vd. 2000) olarak ortaya ¢ikarken, postmortem
ve deneysel caligmalar bu kosullar arasindaki baglantiy1 desteklemektedir (Hartman vd.
2002). Insan beyin hasarindan sonra beyin dokusunda AP patolojisinin ve tau
patolojisinin yayginligi, beyin omurilik sivisi (CSF) A diizeyleri artmakta ve APP asir1
tiretilmektedir (Franz vd. 2003).
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1.3.6. Genetik olmayan koruyucu faktorler
1.3.6.1. Diyet

Tekli doymamis yagin ana kaynagi olan zeytinyagi, kirmiz1 et ve kiimes hayvanlariin
diisiik bir alim1 bitki gidalar1 ve baliklarin yiiksek bir miktarda alinmasi ile vaskiiler
komorbidite (Scarmeas vd. 2009) diizeylerinden bagimsiz olarak AD ve MCI
insidansinda azalma (Scarmeas vd. 2006) ile iliskili oldugu goésterilmistir. Balik, meyve
ve sebzelerde yiiksek diyetler antioksidan ve ¢oklu doymamis yag asitleri (PUFAs)
bakimindan yiiksektir. Reaktif oksijen tiirleri, AD'deki néronal hasarla agikea iligkilidir,
ancak bu birliktelik noérotoksik siirecte birincil veya ikincil bir olay olup olmadigi
konusunda netlik kazanmamistir. AP  birikimi, serebral demir ve bakir
konsantrasyonlarinda bir diisiise neden olur, oksidatif stres ve noronal hasarla
sonuglanmaktadir (Nagano vd. 2004). In vitro ¢alismalar E vitamininin AP ile iliskili
lipid peroksidasyonunu ve apoptozu azalttigin1 gostermektedir (Butterfield vd. 2002).
Buna ek olarak, karotenler ve vitamin C, lipid peroksidasyonuna karsi korur (Bateman
vd. 2011) ve vitamin C, nitrosaminlerin olusumunu azalmis ve katekolamin sentezini
etkileyebilmistir (Tannenbaum 1989). Antioksidan aliminin serebrovaskiiler hastalik
riskini azaltarak AD riskini azalttigi da miimkiindiir (Voko vd. 2003). Oksidatif stresin
azaltilmasimin yani sira, PUFA'lar ndronal ve vaskiiler fonksiyonlar ve inflamatuvar
sliregler tizerinde olumlu etkilere sahiptir (Calder vd. 2002). E ve C vitaminlerinin ya da
PUFA'larin etkisini tek tek degerlendiren goézlemsel popiilasyon temelli ¢aligmalar
sonugsuz kalmistir (Engelhart vd. 2002) ve antioksidan veya PUFA takviyesi etkilerini
inceleyen ¢ogu RKC, biligsel performans ile higbir iliski bulamamistir (Kang vd. 2015).

1.3.6.2. Fiziksel aktivite

Epidemiyolojik ve deneysel veriler, fiziksel egzersizin beyin saghigini gelistirebilecegini
gostermektedir. Bununla birlikte, c¢eliskili sonuclar, egzersiz diizeyleri ile bilissel diisiis
veya bunama arasindaki iliskiyi inceleyen kesitsel ve uzunlamasina gozlemsel
calismalardan ortaya c¢ikmistir: Bazi calismalar fiziksel aktivitenin beyin sagligi
tizerinde yararli bir etkiye sahip oldugunu belirtmisken, diger c¢alismalar da
deguiskenler arasindaki iliski gosterilmistir (Abbott 2004). Saglikli yash bireylerde

egzersizin bilissel islev lizerine etkisini arastiran ¢alismalar celigkili sonuglar vermistir
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(Emery vd. 1998). Fiziksel aktivite, serebral kan akisinda, oksijen ekstraksiyonunda ve
glikoz kullannminda artis ile kilcal yogunlukta bir artis gibi yapisal beyin
degisikliklerini tesvik eden biiyiime faktorlerinin aktivasyonu yoluyla kogniteyi
etkileyebilmektedir. Buna ek olarak, kemirgen ¢alismalar fiziksel aktivitenin amiloid

plak olusum hizini azalttigin1 géstermistir (Dishman vd. 2006).
1.3.6.3. Zihinsel aktiviteler

Sonraki ileriye doniik prospektif ¢alismalar, 6grenme, okuma veya oyun oynamak gibi
bilissel olarak tesvik edici etkinlikler yapan geng ve (Carlson vd. 2008) ileri yastaki
kisilerin demans gelistirmesi olasilig1 daha diisiiktiir. Bununla birlikte, bilissel egitimin
faydasi alana 6zgli ve hafiza zayiflig1 olmayan kisilerde daha belirgin goziikkmektedir

(Carlson vd. 2008).
1.3.7. Biyobelirtecler

Biyolojik belirtegler, hastalik riskinin belirlenmesinde yararlidir, bunun yaninda bir tani
kurulmasinda da ¢ok degerlidir. Otozomal dominant olarak kalitsal mutasyonlar
hastaligin belirtegleri iken, tanimlanmis olan kan ve beyin goriintiileme ile ilgili gesitli
Olgiimleri igeren ek biyolojik belirtecler, sadece tani spesifikligini arttirmaya katkida

bulunur.
1.3.7.1. Plazma biyolojik belirtecleri

AD'in plazma biyobelirtegleri, BBB'yi gecebilen tasiyicilar tarafindan tasiman kiiciik
veya lipofilik proteinleri ve proteinleri igermektedir. Fizyolojik kosullar altinda beyinde
AP'nin iiretimi ve depolanmasi ile trombositlerle ¢evresel tiretimi dengeleyen dengeli
bir beyin AP seviyesi bulunmaktadir. Sonug olarak, biligsel olarak saglikli bireylerde,
beyin AP seviyeleri, plazma AP konsantrasyonlarina gore yansitilir. Af'nin amiloid
plaklara birakildig1 demans hastalarinda beyin ve plazma A seviyeleri arasindaki iliski
acik degildir. Ailesel AD (Jankowsky vd. 2004) ve APP igliisiizlii Down sendromu
(Schupf vd. 2001), plazmada toplam AP seviyeleri ve API1-42 seviyeleri
yiikselmektedir. Sporadik AD'de, bir risk biyolojik belirte¢ olarak plazma Af'nin
kullanighligin1  arastiran galigmalar tartigmalara neden olmaktadir, muhtemelen
calismalarda 6rnek toplanmasinin zamanlamasindaki degiskenlik, AB'y1r saptamak icin

farkli antikorlarin kullanim1 ve plazma AB'nin dogrulamasinin eksikligi AD i¢in bir risk
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biyolojik belirte¢ olarak kullanilmaktadir. Artan plazma AB1-42'nin sporadik AD igin
onciil bir risk faktorii oldugu kanitlar1 vardir; buna karsin azalma seviyeleri veya AB1-
42/AB1-40 oraninda bir diisiis hastalik baslangici belirtmektedir. C-reaktif protein, IL-
1B, TNF, IL-6 ve doniistiiriicii biiyiime faktorii B iceren kolesterol, homosistein veya
iltihap ile iliskili proteinler gibi AD riski i¢in plazma biyobelirtegleri olarak arastirilan

diger bazi molekiiller calismalar arasinda tutarsizlik géstermektedir (Mayeux vd. 1999).
1.3.7.2. Beyin omurilik sivis1 (BOS) biyobelirtecleri

Proteinlerin beyin ve BOS arasinda serbest tasinmasi nedeniyle, AB1-42, BOS’daki
toplam tau (t-tau) ve p-tau seviyeleri beynin metabolik siire¢lerini yansitir ve dogru
tanisina yardimer olmak i¢in kullanilabilmistir. Hastaligin erken evresinde MCI veya
AD'de AB1-42'nin BOS diizeyleri, biligsel olarak normal bireylere gore t-tau veya p-tau
artirildiginda azalmigtir (Mattsson vd. 2009). AB1-37, AB1-38, AB1-39, AB1-40 ve
AP1-42 kombine degerlendirilmesi ilerlemeyi MCI'dan AD'ye tahmin etmede
duyarliligi ve spesifikligi daha da arttirabilmistir (Portelius vd. 2006). BOS
biyobelirtegleri ile biriken amiloid konsantrasyonlar1 (plaklarda) ve beyindeki NFT'ler
arasindaki iliski belirsizligini korumustur. Amiloid plaklarda AP birikiminin beyinde ve
BOS'ta ¢oziinlir AB'nin azalmasina neden olabilecegi Onerilmistir (Fagan vd. 2006).
Onceki ¢aligmalar, AD'li kisilerde p-tau BOS diizeyleri ile NFT konsantrasyonu
arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu 6nermistir (Buerger vd. 2006), ancak diger
caligmalar bu korelasyonlar1 g6zlemlememistir (Buerger vd. 2003). Caligsmalar
arasindaki tutarsizliklarin nedenleri, BOS tau veya AP diizeylerini etkileyen faktorlerde
farkliliklar olabilir. Ornegin, bir APOE &4 alleli veya daha yiiksek yas tasimak, beyinde
AB1-42'nin ve BOS'un daha diisiik AB1-42 seviyelerinin ¢okiisiinii hizlandirmaktadir
(Fukumoto vd. 2003). Dahasi, BOS APOE diizeyleri, bilissel bozuklugu olan hastalarda
t-tau ve 24S-hidroksikolesterol (24S-OHC) CSF diizeyleri ile pozitif korelasyon
gostermistir (Fukumoto vd. 2003). Klinik 6ncesi AD igin biyolojik belirtegleri arastiran
14 calismanin genis Olcekli bir meta-analizi, AB1-42, t-tau ve p-tau'nun duyarlilig
disiiktiir(etki biytikliikleri: 0.91-1.11). Birkag ek BOS biyobelirtecleri arastirilmigtir
ancak caligmalar siiresince tutarsizdirlar ve prediktif degeri acikliga kavusturulmamistir

(Leon vd. 2007).
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1.3.7.3. Biyolojik belirtecleri goriintiileme
1.3.7.3.1. Yapisal MR

Yapisal MR goriintiistinde, LOAD, hipokampilis ve amigdala'da spesifik medial
temporal lobda atropi ile karakterizedir. EOAD'da beyin atrofisi daha posterior olarak
yayilabilir ve posterior korteks, oksipital loblar, posterior cingulate ve precuneus da
olabilmektedir. Hipokampus ve entorinal kortekste atrofi, hafiza islevinde bir azalma,
hafiza bozuklugunun progresyonu ve artmis AD riski (Apostolova vd. 2006) ile
iliskilidir. Buna ek olarak, beyaz madde degisiklikleri goriinebilmektedir. Bununla
birlikte, bu degisikliklerden higbiri, cesitli diger nérodejeneratif bozukluklarda oldugu
gibi normal yaslanmada da ortaya ¢ikan AD'ye 6zgii olmadig1 belirlenmistir. Bununla
birlikte, baz1 ¢alismalar, baz1 yapisal MR biyobelirteglerinin bir dereceye kadar ayirici
tan1 gilicli bulundugunu Onermistir. Amnestik MCI'lh hastalar arasinda LOAD’a
dontigsenler, hipokampusta ve alt ve orta temporal gri'de AD'e doniismeyenlere gore
daha fazla atrofi gosterdigine dair kanit gosterilmistir (Chételat vd. 2005). Ayrica,
korpus kallozumdaki atrofi (6zellikle anterior bolge) AD'yi, posterior alanda daha fazla
atrofi gosteren frontotemporal bunama ile ayirt etmeye yardimci olabilecegine dair
kanitlar incelenmistir (Josephs vd. 2004). Difiizyon tensorii goriintiileme (DTI),
clirimemis bireylere kiyasla, AD ve MCI kisilerin bazi beyin bolgelerindeki beyaz
madde biitlinliigiindeki azalmalar1 tamimlamay1 saglar ve bu degisiklikler hastaligin
erken doneminde ortaya ¢ikarilmasini 6nermistir. Bu diislince ile uyumlu olarak, ailesel
AD mutasyonlarinin preklinik ve presemptomatik tasiyicilari, tasiyict olmayanlara
kiyasla beyaz cevherin bozulmasini artirdigr gézlenmistir (Ringman vd. 2008). Arteriyel
spin etiketleme (ASL) -MRI, fonksiyonel serebral perfiizyon defisitlerinin MR ile
incelenmesine izin vermektedir. ASL-MRG c¢alismalar1 AD hastalarinda demansiz
kisilerle kiyaslandiginda azalmis serebral kan akimi ortaya koymustur, MCI'y1 AD'den
ayirt edebilir ve MCI'dan AD'ye ilerleyis kognitif distisiinii ve ilerlemesini
ongorebilmistir (Chao vd. 2005).

1.3.7.3.2. Fonksiyonel MR

Fonksiyonel MRG (fMRI) dinlenme sirasinda ndronal aktiviteyi veya belirli beyin

bolgelerini harekete geciren bir gorevi gorsellestirmistir. En yaygin kullanilan yontem,
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deoksihemoglobin konsantrasyonundaki degisikliklere (BOLD-fMRI) dayali kan akimi1
degisikliklerini olgmiistiir (Sperling 2011). Bir¢cok ¢alisma, AD'li kisilerin medial
temporal lob, parietal lob ve hipokampal bolgelerde, biligsel bir gorev sirasinda
kontrollere kiyasla azalmig BOLD sinyali gostermistir. Buna ek olarak, bazi ¢alismalar,
MCI ve saglikli kontrollere sahip hastalarda gorevle iliskili farkli néronal aktivite

modellerini gézlemistir (Teipel vd. 2003).

AD beyinlerinin varsayilan modda aginda saglikli kontrollere kiyasla kesintiye neden
olan baglanti oldugu i¢in, dinlenme durumu fMRI, AD'deki fonksiyonel baglanti
aciklarmi aragtirmak i¢in kullanilabilmistir. Caligmalar, bu diisiince dogrultusunda
istirahat fMRI'sinin AD'yi MCI ve MCI ile kontrollerden ayirt edebilecegini
gostermistir (Teipel vd. 2003). AD igin risk altindaki bireylerde, gorevle iliskili fMRI'ye
karsi dinlenme durumunun dogrudan karsilastirilmasinda, dinlenme varsayilan ag
analizleri daha saglam ve hassas veriler saglamistir (Fleisher vd. 2009). BOLD
sinyalleri, cesitli anatomik, fizyolojik ve goriintii parametrelerine bagimlidir ve nitel
veya yari-analitik olarak yorumlanabilmistir. Sonug olarak, bireyler arasi ve bireysel
degiskenlik demans kaynakli bozukluklarin ayirici tanisinda kullanimini sinirlamistir.
Bununla birlikte, fMRI'deki son gelismeler insan beynindeki islevsel aglarin
tanimlanmasina izin vermistir. Norodejeneratif bozukluklarin erken evrelerinde
kognitif-davranigsal fonksiyonun incelenmesi, bu hastaliklardan etkilenen néroanatomik
aglarin tanimlanmasina izin verebilmis ve bunamanin altinda yatan ¢esitli bozukluklarin
ayirict  tanisinda  yardimci  olabilmistir.  BOLD seviyeleri, farmakolojik fMRI
calismalarinda tedavi etkilerini degerlendirmek icin de faydali olabilmistir. Bir¢ok
arastirmada asetilkolinesteraz inhibitorlerinin (AChEIs) uygulanmasindan sonra gorev
performans1 sirasinda artmis beyin aktivasyonu gosterilmistir. Yeni bir dinlenme
durumu fMRI ¢alismasi, hipokampusta AChEI'nin indiikledigi fonksiyonel baglantiy:
gelistiren, biligsel diizelme ile iligkili oldugunu ortaya koymustur. Yeni terapotiklerle
arttirilmis BOLD aktivasyonu, potansiyel etkinligi isaretleyebilmistir (Goveas vd.
2011).
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1.3.7.3.3. Pozitron emisyon tomografisi (PET) ve tek foton emisyon hesaplamal
tomografi (SPECT)

Demans igin tanisal ara¢ olarak PET ve tek foton emisyon CT (SPECT) yaygin olarak
degerlendirilmektedir ve her iki teknikte de iyi tanisal ve prognostik oOzellikler
gostermektedir. Amiloid, tau veya metabolik aktiviteyi hedefleyen birka¢ pozitron
emisyon tomografisi (PET) ligandlar1 arastirilmaktadir. Hem amiloid plaklara hem de
NFT'ye baglandig1 gosterilen erken bir radyo-traktor 2- [1- {6 - [(2- [F-18] fluoroetil)
(metil) amino] -2-naftil} etiliden) malononitril (FDDNP) olarak kullanilmaktadir.
FDDNP, hipokampus ve amigdala da dahil olmak {izere limbik bdlgelerdeki protein
agregalarint gozler Oniine sermektedir (Braak vd. 1991) ve AD, MCI'lh ve kognitif
bozukluklar1 olmayan kisiler arasindaki farkliliklar1 gostermektedir. Bununla birlikte,

kortekste kiiciik sinyal farklari onun yararini azaltabilmektedir (Shin vd. 2011).

Gelistirilen ilk amiloid spesifik goriintiilleme probu Pittsburgh B bileseni (PIB) oldugu
bildirilmektedir. PIB, kortikal ve striatal AR plagina selektif olarak baglanir, otopside
AD tanisi, fibriler amiloid plaklart ile gliglii bir pozitif korelasyon gostermekte ve klinik
AD varliginda BOS AP42 seviyeleri ile ters korelasyon gostermektedir (Jagust vd.
2009). Bununla birlikte, baz1 demansiz bireylerde PIB'nin ¢ok fazla tutuldugu (Rowe
vd. 2007) ve uzunlamasina g¢aligmalar, bu tutmanin preklinik AD'yi temsil edip
etmedigini agikliga kavusturmaya ihtiya¢ duymaktadir. Florbetaben (18F-BAY94-9172)
ve Florbetapir (18F AV-45), AD'yi benzer baglanma profillerine sahip, fakat PIB'ye
gore daha uzun yar1 6mrii olan, gili¢lii duyarlilik ve 6zgiilliik ile AD'leri kontroller ve
diger demanslardan ayiran yeni amiloid goriintiilleme ajanlar1 oldugu gosterilmektedir

(Sheline vd. 2013).

18F-fluorodeoxyglucose (FDG) -PET goriintiileme ile Olgiilen serebral metabolizma
AD'de azalmaktadir. Saglikli kontrollere kiyasla MCI ve AD'de bolgesel (6r. Parietal)
serebral glukoz metabolizmasinin azaltilmis oldugunu gosteren ¢esitli ¢alismalar
bulunmaktadir (Arnaiz vd. 2001). FDG-PET o6nlemleri, bilissel agiklarla giiclii sekilde
iligkilidir ve ayrica MCI'dan AD'ye progresyonu tahmin edebilmektedir. Dementia
tanisi i¢in yiiksek sensitivite (% 94), diisiik 6zgulligi (% 73-78) vardir. FDG-PET ve
ASL-MRG analizlerinin birlestirilmesi AD hastalarin1 kontrollerden tek basina her iki
yontemden daha etkin sekilde ayirt etmektedir (Dashjamts vd. 2011).
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Son olarak, mikroglial aktivasyonunu gosteren molekiiler goriintiileme problari, PET
gorlintiilleme icin gelistirilmistir. Bu radyoligandlarin ¢ogu noéroinflamatuar siirecleri
yansitan cevresel benzodiazepin reseptorii olarak da bilinen 18 kDa translokator
proteinine (TSPO) baglanmaktadir (Veenman and Gavish 2000). En sik kullanilan PET
probu olan 11C- (R) -PK11195, AD'li ve MCI'l1 hastalarda retansiyonu yasli olmayan
demansli bireylere gore daha fazla géstermektedir (Okello vd. 2009).

Son yillarda AD'yi anlamada &nemli ilerleme kaydedilmistir. Ozellikle genetik
caligmalarin  bulgulari, APP metabolizmasi, immiin yanit, inflamasyon, lipid
metabolizmasi ve hiicreici ticaret/endositoz gibi spesifik mekanik yollar1 isaret etmistir.
Onaylandiysa, bu bulgular genetik test, dnleme ve tedavi i¢in yeni yollar agma
potansiyeline sahiptir. Bununla birlikte, kazanilan bilgi klinik ortamda uygulanmadan
once birka¢ hususa deginilmelidir. Birincisi, bilinen duyarlilik genlerinde ve heniiz
tanimlanmamis  genlerde spesifik nedensel degiskenler haritast ¢izilmelidir.
Giiniimiizde, YUK ile iligskili nedensel yaygin ve ender varyantlari belirlemeyi
amaglayan biiyiik Olgekli biitlin exome ve biitiin genom siralama caligmalar1 devam
etmektedir. Bu ¢abalar arasinda beyazlar ve Karayipler Ispanyollar1 bulunur ve bu
cabayla tanimlanan varyantlarin islevsel olarak teyit edilmesi gerekirken, bu calismalar
bu etnik gruplardaki genetik risk faktorlerinin daha dogru bir sekilde anlasilmasina, risk
tahminlerinin hassaslastirilmasina ve teshis edilmesine izin verir re bireysel etnik
gruplara 6zgii tahmini test protokolleri lustrmaktadir. ikincisi, bu ve digerleri - heniiz
belirlenmemis - yolaklar hastaliklara yol agan ve hangi yollarin nasil etkilesime
girdigini tam meachanizm araciligiyla agikliga kavusturulmalidir. Monoterapinin
kompleks bir hastaliga yeterince etkili olmas1 muhtemel degildir ve daha ayrintili bir
risk profili, ¢ok yonlii daha iyi bir girisim stratejisi icin ipuglar1 saglayacaktir.
Ucgiinciisii, etkili dnleme ve tedavi stratejileri elde etmek icin, hastalik siirecinin erken
tanimlanmasi (klinik ifadesinden 6nce) gelistirilmelidir; Bu, teshis rutinde AD biyolojik
belirtegleri i¢in standart isletim prosediirlerinin gelistirilmesini i¢ermektedir. Biligsel
olarak normal fonksiyon veya MCI'dan AD'ye ilerlemenin muhtemel olacagi ve
miidahalenin belirli bir patolojiyi ilerletmesini durduracag: agik¢a tanimlanabilir riskli

olanlarin etkili bir sekilde taranmasinin esas oldugu belirtilmektedir.
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1.4. Alzheimer hastahigi cahismalarinda kullamlan in vitro modeller

Alzheimer hastaligi (AD) genel anlamda zihinsel rahatsizliklarin %60°1n1 kapsamaktadir
ve en dnemli ndrodejeneratif hastaliklardan biridir. Onlenemeyen, iyilestirilemeyen ve
yavaglatilamayan AD’dan diinya capinda milyonlarca insan zarar gormektedir. AH
kronik bir norodejeneratif hastalik olup ilk gostergesi genellikle kisa donemli hafiza
kaybidir. Hastalik ilerledik¢e bircok semptomda kendini gosterebilmektedir, drnegin
olarak yon bulma zorlugu, motivasyon kaybi, ruh halinde degismeler, dil kullanmada
sorunlar ve kendi bakiminda zorlanmalar olabilir. Bu gibi rahatsizliklarin ilerlemesi
sonucunda hastanin viicudu hayatsal fonksiyonlarini yerine getiremez olur ve hastalik
oliimle sonuglanmaktadir. Amerika gibi biiyiik iilkelerde AD engellemek igin yapilan
bilimsel calismalara yilda yaklasik 1 trilyon dolar biitce ayrilmaktadir. AD stirekli
ilerleme gosteren norodejeneratif bir hastalik olup, f-amyloid protein (A) liretimi ve
hiper-fosforlanmig Tau proteininin birikimi sonucunda; sinaptik baglarin kopmasina ve
noronlarin biiyiilk oranda Olmesine neden olmaktadir. World Health Organization
(WHO)’un 2012 verilerine gore diinya capinda 35.6 milyon bireyde zihinsel rahatsizlik
bulunmaktadir ve bu hastalarin % 60-70’ini AD’leri olugturmaktadir. Yapilan analizler
gostermektedir ki 2030 yilina kadar bu say1 65 milyona ulasarak iki katina cikacaktir.
Bu sonuglar gostermektedir ki AD bulunan kisilerin sayis1 da bu rakamlara paralellik

gostererek biiyiik oranda artacaktir (Zhang vd. 2010).

Alzheimer hastaliginin (AD) olugsma nedenlerinin basinda senile plaques (SPs),
neurofibrillary tangles (NFTs) ve norotransmitter sistemlerinin elemanlarini kaybetmesi
gelmektedir. ilk olarak SP genel anlamda amiloid beta (Ap) proteinin ndronlarda ve
glial hiicrelerde birikmesi sonucunda olusmaktadir. AP birikmesi, Amiloid prekiirsor
Protein (APP)’nin parcalanmasi sonucunda gerekli enzimlerin ¢alismamasi ve AB’y1
metabolize edememesi durumunda ortaya c¢ikarmaktadir. Bu birikim sonucunda
oksidatif stres, hiicre zarinda par¢alanmalar, mitokondri metabolizmasinda bozukluklar,
hiicre dongiisiinde hatalar, protein katlanma hatalar1 ve DNA hasar1 gibi bir¢ok durum
meydana gelebilmektedir (Shen vd. 2006). NFTs hiicre igerisinde sitoskeleton
bolgelerinde biriken ve hatali fosforlanmis tau proteinleri nedeniyle olusmaktair. Bu

yumak yapilart néronlarda farkli hiicresel komponentlerin iletilmesini engelleyerek
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dejenere olmus hasarli néronlar olustururlar ve sonucunda noron hiicrelerinin 6liimiine

neden olmaktadir (Salehi vd. 2003).

Arastirmacilar ¢ok fazla ¢aba ve maddi kaynak harcayarak AH’ni anlamaya ve bu
hastalik icin ilag gelistirmeye yonelik caligmalar yapmaktadirlar. Bu g¢alismalarin
yapilabilmesi i¢in bircok farkli in vivo ve in vitro model gelistirilmistir. /n vitro
modelleri genellikle transgenik modeller, kanser hiicre hatlar1 (noroblastoma ve
pheochromocytoma hiicreleri) veya birinci derece ndron kiiltiirleri olusturmaktadir.
AH’1nda basrol oynayan proteinler bu hastalik ¢alismasinda biiyiik 6neme sahiptir ve bu
calismalarda kok hiicrelerinden faydalanma yoluna gidilerek human induced pluripotent
stem cells (iPSCs) ve human embryonic stem cells (hESC) gibi kok hiicrelerin
calismalarda kullanilarak AH hiicre ortaminda canlandirilmasina olanak saglanmaktadir

(Cundiff vd. 2011; Yagi vd. 2011).
1.4.1. Giincel modeller

Alzheimer hastaliginin (AH) in vitro ortamda canlandirilmasi i¢in hastaligin nedenleri
ve altinda yatan mekanizmalar arastirilmaktadir. Bu metotlarin en basinda sentetik
amiloid beta peptidi gelmektedir, ¢linkii bu peptid Ah’da beyinde olusan amiloid
plaklarinin temel kaynagidir. Sentetik amiloid beta kullaniminin yaninda gen
transfeksyonu ile insertional susturma yapilarak hiicrelerde AH canlandirilabilmektedir.
Bu iki metodun da kendine 6zgili avantajlar1 ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. Sentetik
AP peptidi kullanilarak AH’inda oldugu gibi ortamda oksidatif stres olusturulup
ROS’larin olusumu tetiklenebilmektedir. Fakat hiicre disi etkilesimle olusturulan bu
ortam hastaligin ileri diizeylerini kapsamamakla birlikte, AH nin 6zelliklerini biitiiniiyle
gostermemektedir. Bunun disinda gen modifikasyonlariyla olusturulan AH modelleri
hiicre i¢i ve hiicre dis1 hastalik oOzelliklerini tasimakla birlikte, hastaligin ileri
seviyelerinde ki kosullarin1 saglamaktadir. Bu modellerin risklerini ise modifikasyona
ugratilmak istenilen genlerde mutasyonlarin gerceklestirilmesi ¢ok zaman ve zahmet
gerektirmektedir.  Bunun  yaninda  calismalarin  sonunda  transfeksiyonun
gerceklestirilmesinin  garantisi  yoktur. AB proteinin birkag farkli isoformu
bulunmaktadir ve 42 amino asitten olusmaktadir. Ap 1-42 amyloid plaklarinin olusturan
temel kaynaktir fakat bunun disinda AP 1-40 ve AP 25-35 gibi formlarida

bulunmaktadir ve bu formlar hiicrede oksidatif stres ve nérokoruma gibi ¢aligmalarda
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kullanilmaktadir. Bunun yaninda AP 1-42 siganlarda kortikal ndronlar tizerinde ve SH-
SY5Y noroblastom hiicre hatti lizeinde ¢alisilmis ve reactive oxygen Species
(ROS)’lerde artis, mitokondri ¢alisma bozukluklari, apoptosis ve noronal disfonksiyona
sebep oldugu goriilmiistiir. Bu 6zellikler AH ile ortiismekle birlikte ileri diizeyde ki AH
Ozelliklerini ve ilerlemesini yansitmamaktadir (Moreira vd. 2005). Sentetik Ap hiirce
kiltlirii iizerinde kullanilmasinin disinda, hiicrelere transfeksiyon yoluyla yapilan
mutasyonlarla elde edilen in vitro AH modelleri de bulunmaktadir. AH ile alakali birgok
gen bulunmaktadir ve bu genlerin basinda Presenilin 1 (PSEN1) ve presenilin 2
(PSEN2) gelmektedir. Bu genlerin mutasyonu sonucunda hiicre i¢i ve disinda AB(1-42)
proteininin birikmesi gozlenmistir. Bununla beraber APP geninin transfeksiyonu ve
overekspresyonu ile in vitro AH modeli olusturulmustur. Ayrica down sendromlu
hastadan elde edilen fibroblast hiicreleri tekrar programlanarak induced pluripotent kok
hiicreleri elde edilmis ve bu hiicreler APP geninden 3 kopya tasidigindan AH modeli
olusturulmustur. APP ve Tau genleri adenoviral vektorlerle sicanlarin hippocampal
noron ve dorsal kok gangliyonlarina aktarilarak apoptosis ve APP birikimi sonucunda
Tau proteininin artmasina neden olmustur. Bu ¢alismalar AP peptidinin sentetik olarak
hiicre kiiltiiriinde kullanilmasindan daha iyi sonuglar vermesine ragmen yapilan
mutasyonlar ve gen aktarimlarinin AH’1n 6zelliklerini gésterme sansi diistiktiir(Shi vd.

2012; Stoppelkamp vd. 2011).

Insan néroblastoma (SH-SY5Y) en genel olarak in vitro AH modeli olusturulmak igin
kullanilan bir hiicre hattidir. Farkli faktorler kullanilarak SH-SYSY hiicre hatt1 olgun
noron hiicrelere benzer hatlara doniistliriilmektedir. Bu hiicre hatt1 tau ve miktotiibul
proteinlerinin AH iizerinde ki fonksiyonunu anlamada biiyiik 6neme sahiptir. Bu hiicre
hatt1 kullanilarak AH olusum mekanizmalar1 ve ilag etkilesimleri ile ilgili 6nemli
bilgiler elde edilebilinmektedir. Olgun néronlar elde edildikten sonra toksik A
uygulanir ve sonucunda ndrodejenerasyon olusumu gozlemlenir. Fakat bu model gergek
anlamda Ah biitiin 6zelliklerini yansitamaz c¢iinkii doniistiiriildiikleri kanser hattinin

genlerinin interaksiyonlar: bulunmaktadir (Ntimi vd. 2013).

Immortal rat hippocampal hiicre hatti embriyonik sican hippokampiisiinden elde
edilmektedir ve kanser hiicrelerinden farkli olarak bilinen bir beyin boliimiinden elde

edildiklerinden alt hiicrelerinin fenotipleride bilinmektedir. Bu hiicreler retroviral
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onkogen transduksiyonu ile dliimsiizlestirilirler (tsA58 ve U19tsa). Oliimsiizlestirilen bu
hiicrelerin iki temel 6zellikleri bulunmaktadir; stirekli prolifere olabilme ve boliinmeler
ile néronlarin doniisiim 6zellikleri kazanmasi. Doniigen bu hiicreler, néronlarin ve glial
hiicrelerin markorlerini tasimaktadirlar (NFP (Neurofilament protein) ve GFAP (glial
fibrillary acid protein)). Bu hiicre hatti hippokampal noéronlardan olustugu ve bu
bolgenin hatirlama ve hafizadan sorumlu olmasindan dolay1 AH’nin patojetnitesini
anlamada biiyiik 6neme sahiptir. Bu hiicre hatlar1 kanser hiicre hatlarina kiyasla daha
onemli bilgiler edinmemize ve AH’ nin ndropatojenik 6zelliklerini daha iyi anlamamizi

saglamaktadir (Nguyen vd. 2010).

Indiiklenmis insan pluripotent kok hiicreleri (iPSCs) birincil insan fibroblast
hiicrelerinin alzheimer hastalarindan elde edilerek olusturulmaktadir. Bu hiicreler
OCT4, SOX2, KLF4, LIN28 ve NANOG transkripsiyon faktorleri kullanilarak yeniden
programlanarak insan pluripotent kok hiicreleri (iPSCs) olusturulmaktadir. iPSC’ler
retroviral transtuksyon kullanilarak iki farkli klon elde edilebmektedir. Bunlar
presenilinl geni mutasyonuyla elde edilen A246E (PS1-2 iPSC and PS1-4 iPSC) hiicre
hatt1 ve PS2 geni mutasyonuyla elde edilen N1411 (PS2-1 iPSC and PS2-2 iPSC) hiicre
hattidir. Bu hiicre hatlar1 kullanilarak presenilin geninin néron degisimindeki etkisi ve
AP proteininin hiicrede ki yogunlugunun etkileri analiz edilebilmektedir. Ayrica bu
hiicre hatlar1 ile ilag denemeleri yapilabilmekte ve sonucunda y- secratase inhibitorleri
kullanilarak A salinimi kontrol altina alinabilmektedir. Bunun disinda hastalardan elde
edilen insan canli noron hiicreleri (FAD-IPSCs-derived neurons) ilag gelistirmede ve
yeni ilaglarin dogrulanmasinda biiyiik oneme sahip oldugu bilinmektedir (Yagi vd.
2011).

Bir baska in vitro insan hiicre modeli ise down sendromlu hastalardan elde edilen
kortikal noéron hiicrelerinin  doniistiiriilerek kok  hiicreler elde edilmesiyle
olusturulmaktadir. APP geninin 21. Kromozom iizerinde olmasindan dolay: trisomi 21
(down sendromu) hastalarindan elde edilen bu hiicreler AH calismalarinda uygun birer
model olarak kullanilabilmektedir. AH baslangicinda goriilen AP peptidinin birikmesi
disinda, ileri seviye hastaliklarin gostergesi olan Tau proteininin hiperfosforlanmasi bu
tiir hiicre hatlarinda analiz edilebilmektedir. Down sendromu kok hiicre hatti (DS-iIPSC)

ile AHnin ilk ve ileri diizey safhalar1 incelenebilmektedir. Ayrica ilag analizleri
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yapilirken zamana dayali ileri diizey AH Ozellikleri test edilebilmeyi miimkiin

kilmaktadir (Selkoe 2008).
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2. ONCEKI CALISMALAR

Parfefenol'den (Tanacetum parthenium) tiiretilen dogal olarak ortaya c¢ikan bir
seskiterpen lakton olan partenolid, olaganiistii anti-kanser ve anti-inflamatuar 6zellikler
sergiler ve bu da daha ileri ¢alismalar ve ilag gelistirme i¢in 6nemli bir aday olmasini
saglar. Mathema ve ark. (2012) yaptiklar1 ¢calismada sitokrom c, aktive B hiicrelerinin
niikleer faktor kappa-hafif zincir arttirict (NF-kB), sinyal iletimi ve transkripsiyon
aktivasyonu (STAT) ile iligkili olarak bu kimyasalin molekiiler olaylarini ve hiicreye
spesifik aktivitelerini kisaca arastirmiglardir. ¢alismalarinda, partenolid'nin pro-
apoptotik  genlerin giicli NF-kB-ve STAT-inhibisyon aracili transkripsiyonel
baskilanmasimi gosterdigi bildirilmektedir. Bu bilesik hem transkripsiyonel diizeyde
hem de iliskili kinazlarin dogrudan inhibisyonuyla (IKK-B) etkimektedir. Benzer
sekilde, bu derlemede intrensek apoptotik sinyal yolu araciligiyla tiimor hiicrelerinin
partenolid bagli ROS aracili apoptozu tartigilmistir. Bu bilesigin normal hiicrelere zarar
vermeme yetenegi, ayn1 zamanda kanser hiicrelerinde digsal apoptoz sinyaline ek olarak
hassaslasmaya neden olmasi, kanser ve iltihap ile ilgili bozukluklarin tedavisinde

Oonemli, yeni bir terapdtik strateji saglardigi one siiriilmiistiir.

Gao ve ark. (2013) yaptiklar1 calismadfa bes yeni seskiterpen lakton, rasemosalakton A-
E ve 19 bilinen seskiterpen laton, Inula racemosa'nin koklerinden izole etmislerdir.
Onlarin yapilart kapsamli spektroskopik analizle aydinlatilmis ve 2'nin mutlak
konfigiirasyonu X-1g1in1 kirinimi analizinden ¢ikarilmistir. Bilesik 1, 6, 8, 10, 12, 14 ve
17, insan kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanseri A549, hepatoselliiler karsinoma HepG2 ve
insan fibrosarkom HT1080 hiicrelerine kars1 0.38 ile 4.19 pg/mL arasinda degisen 1Csg
degerleriyle antiproliferatif aktiviteler sergilemistir. Bilesikler 6 ve 8, sirasiyla 2.4 ve
2.5 ug/mL ICsp degerleri ile endotel hiicrelerine karsi anti-proliferatif aktiviteler
sergilemistir. Ayrica, 6 ve 8 numarali bilesiklerin her ikisi de, 1.0 ug/mL'de endotel
hiicresi tiip olusumunu inhibe etmistir. Bilesik 6'nin alantolidlerden hizli ve kolay

hazirlayici 6lgekte izole edilmesi i¢in bir yontem tarif edilmektedir.

Seskiterpen laktonlar (SL), anti-inflamatuar ve antitiimor etkinlige sahip biyolojik

olarak aktif bitki bilesiklerinin genis ve c¢esitli bir grup olusturmaktadir. Alt smifi
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germakranolidler SL'lerin baslica gruplarindan biridir. Bir anti-kanser ajani olarak
klinik ¢alismalarda test edilen ¢ok sitotoksik SL olan partenolid'yi igeriyor. Kreuger ve
ark. (2012) caligmalarinda, hiicre dongiisii tutuklanmasi, farklilagsmasi, intrinsik yol
siiresince apoptoz indiiksiyonu ve ekstrinsik yolagin hassaslagmasi ile ilgili SL
antitimor aktivitesine odaklanmiglardir. Ayrica, konvansiyonel kemoterapdtikler ile
birlikte yapilan tedaviye yanit olarak tiimorlerin gerilemesine deginmektedirler. Niikleer
faktor-KB ile hedeflenmis anti-enflamatuar aktiviteyi in vitro ve in vivo olarak inceler
ve onu molekiiler mekanizmalarda yer alan SL yapisal 6zellikleriyle iliskilendirdiler.
SL'lerin umut verici antikanser ajanlar olarak ortaya ¢iktigi, ancak farkli hiicre 6lim
yontemlerinde bilinen SL'lerin molekiiler mekanizmalarini tam olarak anlamak ve bu
mekanizmalarin SL'lerin etkili antitimér ve anti-inflamatuvar aktivitelerine nasil
katkida bulundugu konusunda daha fazla arastirmaya ihtiya¢ oldugunu

belirtmektedirler.

Falco ve ark. (2013) aragtirmalarinda, pembe ¢igekli kekik (Origanum vulgare L. subsp.
Vulgare L.) bitkisinin farkli mekansal dagilimi (tek ve cift sira) altindaki bitkisel yag
tretimini, kimyasal kompozisyonunu ve biyolojik aktivitesini  aragtirmayi
amaglamaktadir. Bu bitki faktoriiniin biiyiimesini, toprak Ortiislinli, taze biyokiitle,
ucucu yag miktar1 ve bilesimi etkiledigi gosterildi. Ozellikle, bitki ortiisii tedavisi igin
tam cicekte ucucu yag yilizdesi daha yiliksek oldugu belirtilmistir. Hidrodistillasyonla
elde edilen yaglarin kimyasal bilesimi GC ve GC-MS ile tam olarak karakterize
edilmistir. Tek sira halinde yetistirilen bitkilerden elde edilen yag sabinende zengindir;
cift sira halinde yetisen bitkiler ocimenlerde daha zengin oldupu sdylendi. Esansiyel
yaglar 6zellikle Gram pozitif patojenlere ve Ozellikle Bacillus cereus ve B. subtilis'e

kars1 antimikrobiyal etki gostermistir.

Copaiba oleoresinler, Copaifera tiirlerinin (Leguminosae-Caesalpinoideae) agaglarinin
govdelerinden sizmaktadir. Bu oleoresin, diterpenoidlerin, 6zellikle de monokside ve
di-asitlerin, seskiterpen hidrokarbonlar tarafindan ¢oziindiiriilmiis bir ¢ozeltisidir.
Sesquiterpenes ve diterpenler (labdane, clerodane ve kaurane iskeletleri) her Copaifera
tiri i¢in farklidir ve bildirilen cesitli anti-tiimoral etkilerden embriyotoksik etkilere

kadar degisen c¢esitli biyolojik etkinliklerle baglantilidir. Leandro ve ark. (2013) bu
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oleoresinde halihazirda tarif edilen tiim maddeleri ana terpenoidlerin yapilari ve

aktiviteleri ile birlikte sunmaktadir.

Ayciceklerdeki sesquiterpen laktonlari, patojen, yabani ot ve bdceklerle olan
etkilesimler i¢in Onemlidir. Helianthus annuus'un genis bir yelpazesinde, disk
ciceklerinden ekstrakte edilen seskiterpen laktonlarin kompozisyonlarindaki farkliliklar,
vahsi ve ekili aycicekler arasinda ve ayrica ayg¢icegi melezleri tliretmek i¢in kullanilan
farkli inbreds gruplari arasinda bulunmaktadir. Prasifka ve ark. (2015) yaptiklari
calismada yrimcilik fonksiyon analizi kullanarak, vahsi aygigegi, yetistirilen inbreds ve
melezleri siniflandirmada genellikle argophyllone B, niveusin B ve 15-hidroksi-3-
dehydrodesoxyfruticinin varliginin ve goreceli bollugunun (% 75) etkili oldugunu
gostermistir. Argophyllone B, aycicegi giibresi olan Homeosoma electellum'un larval
kiitlesini >% 30 oraninda azaltmistir. Ekilen floretlerden diisiik miktarda karisik ekstrakt
larva kiitlesinde benzer bir (% 40) azalma gergeklesmistir; bu da seskiterpen laktonlarin

kombinasyonlarinin additif olarak hareket ettigini gdstermektedir.

Alzheimer hastaligi (AD) ilerleyen asamalarinda derin bir duygusal rahatsizliga neden
olan ilerleyici bellek kaybiyla karakterizedir. AD'nin tedavisi i¢in heniiz gilivenli ve
etkin bir ila¢ bulunmadigindan, bitkilerden gelen sekonder metabolitler bu meydan
okumanin kargilanmasinda etkili olabilmektedir. Ibrahim ve ark. (2013) yaptiklar
calismada, sifali bitki Amberboa ramosa'nin seskiterpenlerini kolinesteraz inhibe edici
aktiviteleri igin degerlendirmiglerdir. Amberboa ramosa'nin etil asetat c¢ozliniir
fraksiyonundan dort seskiterpen lakton izole edilmistir. Amberbin C'in yeni oldugu
bulunmusken, diger iic Amberin, Amberbin A ve Amberbin B daha 6nce bildirilmisti.
Izole edilen bilesiklerin yapilari, farkli spektroskopik teknikler kullamlarak
agiklanmistir. Izole edilmis bilesikler, asetil kolinesteraz ve butiril kolinesteraz
enzimlerine karsi inhibe potansiyeli bakimindan test edildi. Biitiin bilesikler, asetil
kolinesteraz ve biitiril kolinesteraza kars1t miikemmel inhibitor aktiviteler géstermistir.
Yeni bir seskiterpen lakton izole edildi ve tamamen karakterize edildi; Amberboa
ramosa'dan seskiterpen laktonlari, asetil kolinesteraz ve butiril kolinesteraz enzimlere
kars1 iyi inhibitor aktiviteler gosterdi; bu calisma, seskiterpen laktonun Alzheimer
hastaligina (AD) kars1 ila¢ gelisiminde ilging kursun molekiilleri haline gelebilecegini

gostermistir.
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Yemek olarak da kullanilabilen bir ilag tiirii olarak Alpinia oxyphylla Miq. Cin'de uzun
bir klinik 6ykiisii vardir. Cesitli ¢alismalar, Alpinia oxyphylla meyvelerinden kloroform
(CF) ekstresinin 6nemli noroprotektif aktivite etkilerini gostermistir. Shi ve ark. (2014)
calismalarinda kognitif yetenek lizerine sinir koruma ile seskiterpenler igceren CF
ekstraktinin olas1 mekanizmalarini aydinlatmak i¢in, farelere AB1-42 ve daha sonra CF
ile bu ¢alismada enjekte edilmistir. Sonuglar, CF'nin uzun stireli tedavisinin, davranis
testlerinde biligsel performanslar1 arttirdigini, glutatyon peroksidaz (GSH-pXx)
aktivitelerinin arttigin1 ve malondialdehit (MDA), asetilkolinesteraz (AChE) ve amiloid-
B diizeyini (AP) diistirdiigiinii gostermistir ve mikroglia aktivasyonunu, néronal asidofili
dejenerasyonunu ve korteks ve hipokampusta niikleer yogunlagsmay1 tersine ¢evirmistir.
Bu sonuglar, CFnin oksidatif stresini zayiflatarak ve kolinerjik fonksiyonlar
giiclendirmek i¢in mikroglia aktivasyonunu ve noronal asidofili dejenerasyonunu

diizenleyerek 6grenme ve hafiza defisitlerini iyilestirdigini gostermektedir.

Amiloid-B peptidin (AP) serebral birikimi AD'nin kritik bir 6zelligidir. Bu nedenle, tibbi
bitkilerin alternatif bir 6nleme bi¢imi ya da muhtemel bir AD tedavisi olarak kullanimu,
ilging arastirma alanlarin1 olusturmaktadir. Seskiterpen laktonlar ve bir seskiterpen
alkol, birka¢ anti-oksidatif ve anti-inflamatuar etkiye sahip olan H. brasiliense'de
bulunan bilesiklerdir. Amoah ve ark. (2015) yaptiklar1 ¢alismada, bu bilesiklerin bir
amiloid-p-peptid kaynakli Alzheimer hastaligi fare modelinde néroprotektif etkileri
olup olmadigini arastirdik. Farelere, intraserebroventrikiiler olarak AB1-42 peptidi
enjekte etmis ve daha sonra 1 ug/alan IGM-A (15-asetoksi-izogermafiirolit), IGM-H
(15-hidroksi-izogermafiirenolit), PDA (Podoandin), EHP (1,2-epoksi-10a-hidroksi-
podoandin), HDS (13-hidroksi-8,9-dehidrozizokarid) ve ARD (aromadendrane-4p, 10a-
diol) uygulamislardir. Tedaviden yedi giin sonra hayvanlarin hafizalar1 inhibisyon
onlemede test edildigi gozlenmistir. Hayvanlar lizerindeki davranis testlerinden sonra
beyinler ¢ikarilmis ve oksidatif stres i¢in biyokimyasal testlere tabi tutulmustur.
Sonuglar, ARD, HDS ve PDA'nin pasif kaginma gorevinde AB1-42 peptidinin neden
oldugu hafiza zayiflamasin1 6nemli 6l¢iide iyilestirdigini ortaya koymustur (P <0.05).
Buna ek olarak, GSH aktivitesi artarken, TBARS seviyeleri bu bilesiklerle tedavi
edilerek diisiiriilmiistiir. Bu sonuclar, bu bilesiklerin, hayvanlar tarafindan uyarilan
peptid amiloidin bilissel agigin1 engelledigini ve Alzheimer hastaligl terapisi i¢in

potansiyel adaylar olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Alzheimer hastaligina yakalanmig yash insanlarin miktar1 her yil artmaktadir.
Kolinesteraz inhibitdrleri, hastalifin semptomlarinin hafifletilmesinde etkili olduklarini
ve boylece bu tedaviler igin bir arastirma alan1 agtigin1 gostermistir. Birgok biyolojik
calismada etkili ajanlar olarak taninan bitkisel iirlinler su anda asetilkolinesterazi, bagka
bir deyisle Alzheimer hastaligini inhibe etmek i¢in dikkat ¢ekmektedir. Hajimehdipoor
ve ark. (2004) ¢alismalarinda, Inula oculus-christi ve I. aucheriana'dan ii¢ seskiterpen
laktonunun AChE'yi inhibe etme kabiliyeti, Ellman testi ile degerlendirmislerdir.
Gaillardin ve pulchellin C 1. oculus-christi‘den, britannin 1. aucheriana'dan
kromatografik yontemlerle elde edildi. Metanol igerisinde 3 mg/mL konsantrasyonda
¢oOziilmiis ve bilesiklerin AChEI aktivitesi, substrat olarak Acetilthiocholine iyodid ve
reaktif olarak 5, 5'-dithiobis-2-nitrobenzoik asit kullanilarak 96 delikli Ellman yontemi
ile belirlenmistir. incelenen bilesiklerin AChEI aktivitesi sirasiyla gaillardin, britannin
ve pulchellin C i¢in 300 pg/L konsantrasyonda% 67.0,% 25.2 ve% 10.9 olarak elde
edildi. Ug seskiterpen lakton arasinda, AChE'nin% 67 inhibisyonu ile gaillardin gelecek

Alzheimer caligmalari i¢in 1yi bir aday olarak kabul edilebilmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyaller

Tez kapsamindaki arastirmalarda kullamlan SH-SY5Y (ATCC®, CRL-2266™) insan
noroblastom hiicre modeli ATCC®™ hiicre kiiltiiri koleksiyonundan temin edildi.
Calismada kullanilan kitler ve diger kimyasal malzemeler Tablo 3.1’de, cihazlar ise

Tablo 3.2°de gosterilmektedir.

Tablo 3.1: Arastirmada Kullanilan Kit ve Kimyasal Listesi

Kitler Alindigr Firma

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

PBS Sigma-Aldrich® (Germany)
Tripan Blue Sigma-Aldrich® (Germany)
DMSO Sigma-Aldrich® (Germany)
Tripsin/EDTA Sigma-Aldrich® (Germany)
Etanol Sigma-Aldrich® (Germany)
Triton-X-100 Cell Biolabs (Chinese)
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Tablo 3.2: Arastirmada Kullanilan Cihaz Listesi

Cihazin Ad1 Modeli

Spektrofotometre Biotek EPOCH

Biyogiivenlik Kabini ESCO NordicSafe™

CO2’li Inkiibator ESCO Celculture

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

Ultra Saf Su Cihazi Millipore, Q-3W

Masaiistii pH Metre Adwa , AD1000

Dijital Mikrobiyolojik Emniyet Kabini
Sogutmal1 Santrifiij

Isitici-sogutucu Kuru Blok

CO02II incubator(1151t)

Derin dondurucu — 86, biiyiik boy
UV-Visible Spektrofotometre

Vorteks

ESCO, AC2-4E8M
Hettich, Universal 320R
Bioer, ch 202

Esco, ccl-170b

Esco, uus-439b
Mecasys, Optizen uv/vis
DAIHAN

Otoklav JSR, JSAC-60

Analitik Terazi (0,0001) Shimadzu ATX 224

Isitilict Manyetik Karigtirict Daihan, shr

Su Banyosu Daihan

Sterilizator Microtech, mst 55
3.2. Yontem

3.2.1 SHSYS5Y'den Olgun Noron Doniisiimii

SH-SY5Y noroblastoma hiicre hatti, 2 mM L-glutamin, penisilin (20 {inite/ml),
streptomisin (20 mg/ml) ve % 15 (V/V) 1s1 ile inaktive edilmis fetal bovin serumu,
Dulbecco’nun modifiye Eagle besiyeri (Sigma-Aldrich®, ABD) igerisinde 37° C'de
inkiibatore valf pozisyonunda % 5 CO®de inciibe edildi. Hiicreler, 6nceden 0.05 mg/ml

kollajen ile kaplanmis 10* hiicre/cm?®lik bir hiicre yogunluguna kiiltiirlendi. Hiicrelerin
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ekilmesinden bir giin sonra 10 uM all-trans-RA DMEM (% 5 fetal bovin serumu) ilave
edildi. 5 giin sonunda, hiicreler, RA varliginda 3 kez DMEM ile yikandi ve 50 ng/ml
BDNF ile farkli zaman araliklarinda inkiibe edildi. Doniistiiriilen hiicre kiiltiirii, farkl
austrisin (Sigma-Aldrich®, ABD) konsantrasyonlarinda 24 ve 48 saat siiresince [-

amiloid peptid ile inkiibe edildi.

3.2.2. Hiicre Canlihgimin Olgiilmesi ve MTT Analizi

MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)2,5-diphenyl tetrasodium bromide) canli hiicreler
tarafindan koyu mavi-mor renkli formazanlara [(2E,4Z)-4,5-Dimethylthiazol-2yl)3,5-
diphenylformazan] doniistiiriilen sar1 renkli bir substrattir. Bu reaksiyon canli
hiicrelerde bulunan aktif mitokondriler tarafindan gergeklestirilir ve hiicre canliligin
Olgmek amaci ile kullanilir. Hiicre canliligi ve bilesiklerin sitotoksik etkilerini
incelemek amaciyla Ureticinin talimatlarina (Cayman Chemical Company®, Ann
Arbor, MI, ABD) gore 3- (4,5-Dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolyum bromiir
(MTT) ¢ozeltisi kullanildi. Kisaca, MTT hiicre kiiltiirlerine 3 saat siiresince ilave edildi
ve inkiibasyon isleminden sonra formazan kristalleri dimetil siilfoksid (DMSO) (Sigma-
Aldrich®) icinde ¢oziildii ve plakalar 570 nm dalga boyunda bir plaka okuyucu

kullanilarak analiz edildi.

3.2.3. LDH Analizi

Laktat Dehidrogenaz (LDH) hemen hemen her hiicrede bulunan sitozolik bir enzimdir.
Hiicre membran biitlinliigii bozuldugu durumlarda ise ekstraselliiler ortama salinir. Sekil
3.5’te gosterildigi gibi ekstraselliiler ortamda bulunan LDH enzimi hiicrelerin membran
biitiinliigliniin bozuldugunu ve dliime gittigini gostermektedir. LDH sitotoksisite test
kiti (Cayman) lireticinin protokoliine gore kullanildi. Hiicreler, 96 gozlii plakalara ekildi
ve 24/48 saat siiresince farkli konsantrasyonlarda seskiterpenlere maruz birakildi. Maruz
kaldiktan sonra, oyuklarda partikiillerin atilmasi i¢in 96 oyuklu plaka 400 gr'da 5 dakika
stiresince santrifiije tabi tutuldu. Daha sonra, 100 pL iist faz, Cayman kitinden 100 uL
reaksiyon karigimi ile 96 oyuklu bir plakanin yeni bir oyuguna aktarildi ve 30 dakika
stiresince oda sicakliginda inkiibe edildi. Son olarak, ¢6zeltinin absorbansi 490 nm'de

bir mikroplaka okuyucu kullanilarak 6l¢tildii.
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3.2.4. Apoptoz-Nekroz testi

5x10* hiicre santrifiij ile toplandi ve hiicreler 500 ul 1X baglama tamponunda yeniden
siispanse edildi. 5 ul Annexin V-FITC ve 5 ul propidyum iyodir (PI 50 ug/ml)
kiiltiirlere ilave edildi ve karanlikta 5 dakika inkiibe edildi. Hiicreler daha sonra 4 ° C'de
30 dakika siiresince fosfat tamponlu salin i¢cinde% 4 paraformaldehid ile sabitlendi. Son

olarak, kiiltiirler akis sitometrisi (CyFlow® Cube 6, Almanya) ile gozlendi.

3.2.5. Hoechst 33258 floresan boyama ile Apoptoz analizi

Hoechst 33258 boyama apoptotik ¢ekirdekleri saptamak igin kullanildi. B-amiloid
kiiltiirleri, negatif kontrol ve LA-GPE (25 uM) ile pozitif kontrol (sadece p-amiloid, 20
puM), hiicre morfolojisini analiz etmek icin 24 ve 48 saat inkiibe edildi. Ardindan,
hiicreler fosfat tamponlu salin iginde % 4 paraformaldehit ile 4° C'de 30 dakika
sabitlendi. Hiicreleri PBS ile yikadiktan sonra, niikleer DNA'lar 1 uM Hoechst 33258
floresan boyasi ile oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. Hiicreler incelendi ve

floresan mikroskopu (Leica® DM IL LED) altinda gériintiilendi.

3.2.6. Asetilkolinesteraz (AchE) aktivitesinin belirlenmesi

Hiicresel Alzheimer hastalifi modelindeki AChE aktivitesi, iireticinin Onerdigi
protokole gore Abcam®'den (Cambridge, MA, ABD) Asetil Kolinesteraz Test Kiti
(Kolorimetrik) ile olgiildii. Kisaca, hacim olusturmak i¢in 100 uL toplam
asetilkolinesteraz tahlili; asetilkolinesteraz standardi, 50 uL asetiltiyokololin reaksiyon
karigimi, kontrol ve test Orneklerinin her birine eklendi. Ardindan, reaksiyon oda
sicakliginda 1giktan korunarak 30 dakika inkiibe edildi. OD = 410 + 5 nm'de absorbans,
mikroplaka okuyucuda 6l¢iildii.

3.2.7. Toplam antioksidan kapasite (TAK) ve toplam oksidatif durum (TOD)
analizi

TAK ve TOD tahlilleri, kit kullanilarak imalatginin tarifine gore (Rel Assay
Diagnostics®, Gaziantep, Tiirkiye) gergeklestirildi. Numunedeki antioksidanlar koyu
mavi-yesil renkli ABTS radikalini renksiz indirgenmis ABTS formuna indirgemektedir.
660 nm'de absorbans degisikligi, numunenin toplam antioksidan seviyesiyle iligkilidir.

Test geleneksel olarak bir vitamin E analogu olan Trolox Esdegeri olarak adlandirilan
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dengeli bir antioksidan standart soliisyon ile kalibre edildi. Numunede bulunan
oksidanlar demirli iyon celatlayict kompleksini ferrik iyonu oksitlemektedir.
Oksidasyon reaksiyonu, reaksiyon ortaminda bolca bulunan arttirici molekiiller
tarafindan uzatilir. Demir iyonu, asitli bir ortamda kromojen ile renkli bir kompleks
olusturur. Spektrofotometrik olarak Olgiilebilen renk yogunlugu, numunede bulunan
oksidan molekiillerinin toplam miktari ile ilgilidir. Deney, hidrojen peroksit ile kalibre
edildi ve sonuglar litre basina mikromolar hidrojen peroksit esdegeri cinsinden ifade

edildi (umol H202 Esit/ L).

3.2.8. Istatistiksel analiz

Calismalardan elde edilen sayisal verilerin istatistiksel analizi, SPSS® Siiriim 20.0 ile
gerceklestirildi. Post Hoc LSD testi, Istatistiksel degerlendirme icin Tek Yénlii Anova
testi kullanilmis ve istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Retinoik asit uygulanan SH-SY5Y hiicrelerinin normal néron hiicrelerine
doniistiiriilmesi

SH-SYS5Y hiicreleri T25 flaska ekildi ve konfluene ulagmak i¢in hiicrelere 5 giin inkiibe
edildi. Bundan sonra noroblastoma hiicre ¢izgisini ndron benzeri hiicre kiiltiirii ig¢in 5
giin siliresince ayirmak igin hiicre kiiltiirine 10 mM all-trans retinoik asit (RA) ilave
edildi. Sonuglara gore hiicrelerde belirgin morfolojik degisiklikler belirlendi.
Mikroskopta incelendiginde, hiicreler daha diizlesti ve dendrit/akson uzadig1 gozlendi.

Hiicreler arasindaki temas ve iletisimin arttig1 gézlendi (Sekil 4.1).

Ky o)

Sekil 4.1: Farklilasmamis ve farklilasmis SH-SYSY hiicrelerinin morfolojik

yapilari. a- RA igermeyen hiicre kiiltiirii, b- 10 mM RA uygulanmis hiicre kiiltiirti

(5 gilin)

4.2. p-Amiloid uygulamasina karsi hiicre canlihg testleri (MTT ve LDH)

Farklilagmis SH-SYSY hiicrelerinin B-amiloid'e karsi 1Csp degerlerini degerlendirmek
icin, ¢esitli konsantrasyonlar (3.125-200 uM) hiicre kiiltiirii i¢in 24 saat ve 48 saat
stiresince uygulandi. Sonug olarak 24 saat siiresince 100 uM p-amiloid ve 48 saat
stiresince 50 uM B-amiloidin toplam hiicre popiilasyonlarinin %50,8'ini oldiirdiiga

analiz edildi (Sekil 4.2 ve 4.3).
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SH-SY5Y Hiicrelerinin 24 Saatlik B-Amyloid
toksisitesi

120

100 - mMTT & LDH
80 -
60 -
40 A
20 -

% Sitotoxisiste

CEE TR A

200 100 50 25 12,5 6,25 3,125 K(+)  K(-)
B-Amyloid Konsantrasyonu (nM)

Sekil 4.2: 24 saat siiresince B-Amiloid muamelesinin (3.125-200 uM) hiicre canlilig:
tizerine etkisi (K(+): pozitif kontrol (Triton-X), K(-): negatif kontrol)

SH-SY5Y Hiicrelerinin 48 Saatlik B-Amyloid
toksisitesi

120

100 1 W MTT # LDH

% Sitotoxisiste

200 100 50 25 12,5 6,25 3,125 K(+)  K(-)
B-Amyloid Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.3: 48 saat siiresince f-Amiloid muamelesinin (3.125-200 pM) hiicre canlilig

uzerine etkisi
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4.3. Memantin’in farkh konsantrasyonlariin noroprotektif etkisi

Memantin, Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilan birkag¢ ilagtan biridir ve bu
calismada memantin uygulamalar1 i¢in karsilastirmali kontrol olarak kullanildi.
Sonuglar, 25 pg/ml'lik memantin konsantrasyonunun 24 saat siiresince Sitotoksisiteyi
diistirdiigiinii gosterdi (beraberinde 24 saat siiresince 100 uM B-amiloid uygulandi) (p
<0.05, Microsoft Excel 2010, Anova: Tek faktér ve regresyon analizi degerleri

hesaplamak i¢in kullanildi).

120

100 1 mMTT ELDH

% Sitotoksisite

100 50 25 10 1 01 PBA  K(+)  K()
Memantin Konsantrasyonu (ng/ml)

Sekil 4.4: In vitro AD modelinde Memantin muamelesinin noroprotektif etkisi. Sembol

(*), 3.250 pg/ml konsantrasyonda Sitotoksisitedeki istatistiksel olarak anlamli azalmay1

temsil eder, p <0.05.
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4.4. In vitro AD modelinde Farnesen’in noron koruyucu etkileri

24 saat siiresince 100 uM B-amiloid ve 48 saat siiresince 50 uM B-amiloid uygulacak
hiicre hatlarmna 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200 pg/ml konsantrasyonlarda farnesen
ile muamele edilen SH-SYS5Y hiicre hattinda néron koruyucu etkinin 24 saat igin 12,5

pg/ml ve 48 saat i¢in 50 pg/ml oldugu belirlendi (Sekil 4.5)

120
100 B LDH BMTT
3
T 80 1
[7p]
4
(@]
e}
o
=
wn
g % % %
50 25 12,5 6,25 3,125 1,625 BA

Farnesen konsantrastonu (ng/ml)

Sekil 4.5: In vitro AD modelinde 24 saat siiresince Farnesen muamelesinin

noroprotektif etkisi (Kisaltmalar Sekil 4.4°de ki gibidir)
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120

100 mMTT ELDH

80 -

60 -

% Sitotoksisite

40 ~

20 ~

100 50 25 12,5 6,25 3,125 1,625 BA  K(+)  K()
Farnesen konsantrasyonu (ug/ml)

Sekil 4.6: In vitro AD modelinde 48 saat siiresince Farnesen muamelesinin

noroprotektif etkisi (Kisaltmalar Sekil 4.4’de ki gibidir)

4.5. p-Amiloid uygulanms SH-SYS5Y hiicre hattina karsi farnesenin flov sitometrik
sonuclari

Flov sitometri analizi, B-amiloid peptidin farklilasmis SH-SYSY hiicrelerini apoptoza
gore nekroz yoluyla daha fazla Oldiirdiiglini buldu. Bunun yaninda farnesen
uygulamsia, 24 saat siiresince % 68,14 ile % 85,51 ve 48 saat siiresince % 53,65 ile %
74,39 arasinda B-amiloid ilavesine kargi hiicre yasayabilirligini arttirdi. Hem B-amiloid
maruziyetinden kaynaklanan nekroz seviyeleri hem 24 saat hem de 48 saat siiresince

onemli dl¢giide azald1 (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7: Hiicre 6liim tiiriinii arastirmak igin Annexin-V / PI flov sitometrisi (CyFlow®
Cube 6, Sysmex, Almanya) analizi yapilmigtir. a- 24 saat siiresince sadece SH-SY5Y
hiicreleri, b- 24 saat siiresince sadece B-amiloid (100 uM) igeren hiicre kiiltiirti, c- 24
saat siiresince B-Amiloid (100 uM) + farnesen (12,5 pg / ml) d- 48 saat siiresince
sadece SH-SYS5Y hiicre kiiltiirii, e- 48 Saat siiresince sadece p-Amiloid (50 uM), f- 48
saat siiresince -Amiloid (50 uM) + farnesen (50 pg / ml)

4.6. In vitro AD modelinde farnesen uygulamasimin Hoechst 33258 floresan
boyama sonuglari

B-amiloid ve farnesene maruz birakilan SH-SYS5Y hiicrelerinin kromozom biitiinl{iglinii
analiz etmek i¢in Hoechst 33258 fluoresan boyama teknigi kullanildi. Mikroskopik
analiz, B-amiloid uygulamasinin hiicrelerin ¢ekirdegini bozdugunu ve saglikli hiicrelerin
sayisini azalttigini gosterdi. Diger yandan, farnesen ilavesi, 24 saat ve 48 saat siiresince

B-amiloidin toksik etkisini azaltup1 gozlendi (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8: Hoechst 33258 florasan boyama tekngi kromozom biitiinliigii analizi

kullanilmistir. a- 24 saat siiresince sadece SH-SYS5Y hiicreleri, b- 24 saat siiresince
sadece B-amiloid (100 uM) igeren hiicre kiiltiirii, c- 24 saat siiresince B-Amiloid (100
uM) + farnesen (12,5 pg / ml) d- 48 saat siiresince sadece SH-SY5Y hiicre kiiltiirti, e-
48 Saat siiresince sadece f-Amiloid (50 uM), f- 48 saat siiresince B-Amiloid (50 uM) +
farnesen (50 pg / ml).

4.7. In vitro AD modelinde farnesen uygulamasimn toplam antioksidan kapasitesi
(TAK)/ toplam oksidatif stres (TOD) seviyeleri ve Asetilkolinesteraz aktivitesi

uzerine etkileri

Farnesenin noron koruyucu etkilerinin arkasindaki mekanizmayi anlamak i¢in Toplam
Antioksidan Kapasitesi (TAK) ve Toplam Oksidatif Stres (TOD) diizeyleri analiz edildi.
Bu caligmada, sadece farnesen uygulamasi sonrasinda TAK ve TOD diizeylerinde
anlamli bir fark bulunamadi (Tablo 4.1). Asetilkolinesteraz tahlili, farnesenin 24 saat ve
48 saat siiresince B-amiloid etkilesimi sonrasinda ACHE diizeylerini yiiksek oranda
azalttigim1 gostermektedir. farnesenin B-amiloid toksisitesine karsi noroprotektif etkisi

asetilkolinesteraz aktivitesi ile korelasyon gostermektedir (Tablo 4.2).
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Tablo 4.1: Farnesenin 24 ve 48 saat siiresince in vitro uygulanmasindan sonra Toplam
Antioksidan Kapasitesi (TAK) ve Toplam Oksidatif Stres (TOD) seviyeleri.

24 saat 48 saat 24 saat 48 saat

TAK (mmol TOD (pumol

Trolox H202
Uygulama Equiv./l) TAK Equiv./l) TOD
Farnesen+ BA 1,08+0,01 1,69+0,01 9,11+0,42 15,78+0,61
BA 1,009+0,03 1,42+0,01  10,75+0,96 16,57+0,66
K(-) 0,95+0,02 1,52+0,03  9,67+1,30 15,52+1,20

Tablo 4.2: 24 ve 48 saat siiresince farnesen uygulama sonrasinda asetilkolinesteraz

Aktivitesi (W/ml) (Kisaltmalar Sekil 4.4’de ki gibidir)

Asetilkolinesteraz Aktivitesi

(mu/ml)

24 Saat 48 Saat
Farnesen+ A 465,20 (£9,8)* 403,33 (9,8)*
BA 564,20 (+4,3) 463,80 (£1,4)
K(-) 463,52 (+7,7)* 395,21 (+£2,5)*

4.8. In vitro AD modelinde Gayzulen uygulamasinin néron koruyucu etkileri

24 saat siiresince 100 pM B-amiloid ve 48 saat siiresince 50 uM B-amiloid uygulacak

hiicre hatlarina 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200 pg/ml konsantrasyonlarda gayzulen

ile muamele edilen SH-SYSY hiicre hattinda néron koruyucu etkinin 24 saat igin 3,125

pg/ml ve 48 saat i¢in yine 3,125 pg/ml oldugu belirlendi (Sekil 4.9 ve 4.10)
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Gayzulen konsantrasyonu (ng/ml)

Sekil 4.9: In vitro AD modelinde 24 saat siiresince Gayzulen muamelesinin

noroprotektif etkisi (Kisaltmalar Sekil 4.4’de ki gibidir)

120

100 A EMTT ELDH

80 4

60 -

% Sitotoksisite

40

20 ~

100 50 25 12,5 625 3,125 1,625 PBA  K(+)  K()
Gayzulen konsantrasyonu (ug/ml)

Sekil 4.10: In vitro AD modelinde 48 saat siiresince Gayzulen muamelesinin

noroprotektif etkisi (Kisaltmalar Sekil 4.4°de ki gibidir)
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4.9. p-Amiloid uygulannms SH-SYSY hiicre hattina karsi gayzulenin flov
sitometrik sonuclari

Bunun yaninda gayzulen uygulamsia, 24 saat siiresince % 68,14 ile % 74,75 ve 48 saat
stiresince % 53,65 ile % 64,11 arasinda -amiloid ilavesine kars1 hiicre yasayabilirligini
arttirdi. Hem B-amiloid maruziyetinden kaynaklanan nekroz seviyeleri hem 24 saat hem

de 48 saat siiresince 6nemli olglide azald1 (Sekil 4.11).

a b c

19" 12 80% 0.59% 10 29 s0% 196% 10 123 25% 2.00%)

FL2

0.00% 0.00%
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0.39%) 085%)
10'
E 10’ o .7 E
. Lo’
10’
o' 7841% 0.00%) 0 00%
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Sekil 4.11: Hiicre 6liim tiirin{i arastirmak i¢in Annexin-V/PI flov sitometrisi (CyFlow®
Cube 6, Sysmex, Almanya) analizi yapilmigtir. a- 24 saat siiresince sadece SH-SY5Y
hiicreleri, b- 24 saat siiresince sadece B-amiloid (100 uM) igeren hiicre kiiltiirii, c- 24
saat stiresince B-Amiloid (100 uM) + gayzulen (12,5 pg/ml) d- 48 saat siiresince sadece
SH-SYS5Y hiicre kiiltiirii, e- 48 Saat siiresince sadece B-Amiloid (50 uM), f- 48 saat
stiresince B-Amiloid (50 uM) + gayzulen (50 ug/ml)
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4.10. In vitro AD modelinde gayzulen muamelesinin Hoechst 33258 floresan
boyama sonuclari

B-amiloid ve gayzulen maruz birakilan SH-SY5Y hiicrelerinin kromozom biitiinliigiinii
analiz etmek i¢in Hoechst 33258 fluoresan boyama teknigi kullanildi. Mikroskopik
analiz, f-amiloid uygulamasinin hiicrelerin ¢ekirdegini bozdugunu ve saglikli hiicrelerin
sayisini azalttigini gosterdi. Diger yandan, gayzulen ilavesi, 24 saat ve 48 saat siiresince
B-amiloidin toksik etkisini azaltup1 gozlendi (Sekil 4.12).

Sekil 4.12: Hoechst 33258 florasan boyama tekngi kromozom biitiinliigli analizi

kullanmilmistir. a- 24 saat siiresince sadece SH-SYS5Y hiicreleri, b- 24 saat siiresince
sadece B-amiloid (100 uM) igeren hiicre kiiltiirii, c- 24 saat siiresince B-Amiloid (100
uM) + gayzulen (12,5 pg / ml) d- 48 saat siiresince sadece SH-SY5Y hiicre kiiltiirii, e-
48 Saat siiresince sadece f-Amiloid (50 uM), f- 48 saat siiresince B-Amiloid (50 uM) +
gayzulen (50 pg / ml).

4.11. In vitro AD modelinde gayzulenin muamelesinin toplam antioksidan
kapasitesi (TAK)/ toplam oksidatif stres (TOD) seviyeleri ve Asetilkolinesteraz

aktivitesi tlizerine etKileri

Gayzulenin néron koruyucu etkilerinin arkasindaki mekanizmayr anlamak i¢in Toplam

Antioksidan Kapasitesi (TAK) ve Toplam Oksidatif Stres (TOD) diizeyleri analiz
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edilmistir. Bu calismada, sadece gayzulen uygulamasi sonrasinda TAK ve TOD
diizeylerinde anlamli bir fark bulunamamustir (Tablo 4.3). Asetilkolinesteraz tahlili,
gayzulenin 24 saat ve 48 saat siiresince P-amiloid etkilesimi sonrasinda ACHE
diizeylerini yiiksek oranda azalttigin1 gostermektedir. gayzulenin B-amiloid toksisitesine

kars1 noroprotektif etkisi asetilkolinesteraz aktivitesi ile korelasyon gosterdi (Tablo 4.4).

Tablo 4.3: Gayzulenin 24 ve 48 saat siiresince in vitro uygulanmasindan sonra Toplam
Antioksidan Kapasitesi (TAK) ve Toplam Oksidatif Stres (TOD) seviyeleri.

24 saat 48 saat 24 saat 48 saat

TAK (mmol

Trolox TOD (umol H202
Uygulama Equiv./l) TAK Equiv./l) TOD
Gayzulen+BA 0,96+0,07 1,5+0,09 9,12+0,91 15,26+1,42
BA 1,009+0,03 1,42+0,01 10,75+0,96 16,57+0,66
K(-) 0,95+0,02 1,52+0,03 9,67+1,30 15,52+1,20

Tablo 4.4: 24 ve 48 saat siiresince gayzulen uygulama sonrasinda asetilkolinesteraz
Aktivitesi (W/ml) (Kisaltmalar Sekil 4.4’de ki gibidir)

Asetilkolinesteraz Aktivitesi

(mu/ml)
24 Saat 48 Saat
Gayzulen+ A 497,31 (£8,2)* 401,92 (+4,2)*
BA 564,22 (+4,3) 463,81 (+1,4)
K(-) 463,53 (+7,7)* 395,23 (£2,5)*

4.16. In vitro AD modelinde Ostrisin muamelesinin néron koruyucu etkileri

24 saat siiresince 100 uM B-amiloid ve 48 saat siiresince 50 uM B-amiloid uygulacak
hiicre hatlarmna 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200 pg/ml konsantrasyonlarda ostrisin ile
muamele edilen SH-SY5Y hiicre hattinda néron koruyucu etkinin 24 saat ve 48 saat i¢in
yine 3,125 ug/ml oldugu belirlendi (Sekil 4.13 ve 4.14).
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Sekil 4.13: In vitro AD modelinde 24 saat siiresince Ostrisin muamelesinin

noroprotektif etkisi (Kisaltmalar Sekil 4.4’de ki gibidir)
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Sekil 4.14: In vitro AD modelinde 48 saat siiresince Ostrisin muamelesinin

noroprotektif etkisi (Kisaltmalar Sekil 4.4’de ki gibidir)
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4.17. In vitro AD modelinde éstrisinin mumelesinin flov sitometrik sonuclari

Ostrisin uygulamsia, 24 saat siiresince % 68,14 ile % 72,74 ve 48 saat siiresince %
53,65 ile % 64,02 arasinda B-amiloid ilavesine karsi hiicre yasayabilirligini arttirdi.
Hem B-amiloid maruziyetinden kaynaklanan nekroz seviyeleri hem 24 saat hem de 48

saat siiresince onemli 6lgiide azaldi (Sekil 4.15).

C

[} 1 £ ) | [ .
10 112.80% 0.59% 10 19 ap% 1.96% 10 J2g.28% 0.78%

FL2

0.00% 0.00%
1D-1 10 F;-nl‘ lu' 1" IO. ll)g
d
i . y 5 -
W R121% 0.39% 1.02% 9 ]3560% 0.38%
”}l In‘
S Fad po
> 1wyt )
H i L’
P o
IU: ?’
0.00% 000% o {8402% 0.00%
1 F ] i
10' 10° 10’ 10" 10°* 0° 10 10 10 10 10
FL1 FL1

Sekil 4.15: Hiicre 6liim tiirlinii arastirmak i¢in Annexin-V/PI flov sitometrisi (CyFlow®
Cube 6, Sysmex, Almanya) analizi yapilmistir. a- 24 saat siiresince sadece SH-SY5Y
hiicreleri, b- 24 saat siiresince sadece B-amiloid (100 uM) igeren hiicre kiiltiirti, c- 24
saat siiresince B-Amiloid (100 uM) + 6strisin (12,5 pg / ml) d- 48 saat siiresince sadece
SH-SYS5Y hiicre kiiltiirli, e- 48 Saat siiresince sadece B-Amiloid (50 uM), f- 48 saat
stiresince B-Amiloid (50 uM) + 6strisin (50 pg / ml)
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4.18. In vitro AD modelinde éstrisin mumaesinin Hoechst 33258 floresan boyama
sonuclari

B-amiloid ve &strisin maruz birakilan SH-SYS5Y hiicrelerinin kromozom biitiinliigiini
analiz etmek i¢in Hoechst 33258 fluoresan boyama teknigi kullanildi. Mikroskopik
analiz, f-amiloid uygulamasinin hiicrelerin ¢ekirdegini bozdugunu ve saglikli hiicrelerin

sayisini azalttigini gosterdi. Diger yandan, Ostrisin ilavesi, 24 saat ve 48 saat siiresince

B-amiloidin toksik etkisini azaltup: gozlendi (Sekil 4.16).

Sekil 4.16: Hoechst 33258 florasan boyama tekngi kromozom biitiinliigli analizi
kullanilmistir. a-24 saat siiresince sadece B-amiloid (100 uM) igeren hiicre kiiltliri, b-
24 saat siiresince f-Amiloid (100 uM) + 6strisin (12,5 ug/ml) , c-24 saat siiresince
sadece SH-SYS5Y hiicreleri, d- 48 saat siiresince B-Amiloid (50 uM) + 6strisin (50
pg/ml), e- 48 Saat siiresince sadece B-Amiloid (50 uM), f- saat siiresince sadece SH-
SYSY hiicreleri.
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4.19. In vitro AD modelinde éstrisin muamelesi sonucunda toplam antioksidan
kapasitesi (TAK)/toplam oksidatif stres (TOD) seviyeleri ve Asetilkolinesteraz
aktivitesi iizerine etkileri

Ostrisinin noéron koruyucu etkilerinin arkasindaki mekanizmay1 anlamak i¢in Toplam
Antioksidan Kapasitesi (TAK) ve Toplam Oksidatif Stres (TOD) diizeyleri analiz edildi.
Bu calismada, sadece Ostrisin uygulamasi sonrasinda TAK ve TOD diizeylerinde
anlamli bir fark bulunamad: (Tablo 4.5). Asetilkolinesteraz tahlili, ostrisinin 24 saat ve
48 saat siiresince B-amiloid etkilesimi sonrasinda ACHE diizeylerini yiiksek oranda
azaltigim1  gosterdi. Ostrisinin [-amiloid toksisitesine karsi noroprotektif etkisi

asetilkolinesteraz aktivitesi ile korelasyon gosterdi (Tablo 4.6).

Tablo 4.5: Ostrisinin 24 ve 48 saat siiresince in Vitro uygulanmasindan sonra Toplam
Antioksidan Kapasitesi (TAK) ve Toplam Oksidatif Stres (TOD) seviyeleri.

24 saat 48 saat 24 saat 48 saat

TAK (mmol

Trolox TOD (umol H202
Uygulama Equiv./l) TAK Equiv./l) TOD
Ostrisin+ BA 0,988+0,28 1,67+0,18 9,39+1,23 15,63+1,64
BA 1,009+0,032  1,42+0,01 10,75+0,96 16,57+0,66
K(-) 0,95+0,026 1,52+0,03 9,67+1,30 15,52+1,20

Tablo 4.6: 24 ve 48 saat siiresince Ostrisin uygulama sonrasinda asetilkolinesteraz
Aktivitesi (Wml) (Kisaltmalar Sekil 4.4’°de ki gibidir)

Asetilkolinesteraz Aktivitesi

(mu/ml)
24 Saat 48 Saat
Ostrisin+ PA 474,81 (+13,7)* 413,82 (+4,5)*
BA 564,22 (+4,3) 463,83 (+1,4)
K(-) 463,53 (+7,7)* 395,21 (£2,5)*
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4.20. in vitro AD modelinde Lokomisin muamelesinin néron koruyucu etkileri

24 saat siiresince 100 uM B-amiloid ve 48 saat siiresince 50 uM B-amiloid uygulacak
hiicre hatlarina 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200 pug/ml konsantrasyonlarda Lokomisin
ile muamele edilen SH-SY5Y hiicre hattinda néron koruyucu etkinin 24 saat ve 48 saat

icin yine 25 pg/ml oldugu belirlendi (Sekil 4.17 ve 4.18)
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Lokomisin konsantrasyonu (ng/ml)

Sekil 4.17: 24 saat siiresince Lokomisin’in B-Amiloid uygulamasina karsi farkli

konsantrasyonlarinin noéroprotektif etkisi (Kisaltmalar Sekil 4.4’de ki gibidir)
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Sekil 4.18: 48 saat siiresince Lokomisin’in B-Amiloid uygulamasina karsi farkli

konsantrasyonlarinin néroprotektif etkisi (Kisaltmalar Sekil 4.4’de ki gibidir)

4.21. pB-Amiloid uygulanmus SH-SYS5Y hiicre hattina karst Lokomisinin flov

sitometrik sonuclari

Lokomisin uygulamasi, 24 saat siiresince % 68,14 ile % 77,63 ve 48 saat siiresince %
53,65 ile % 67,94 arasinda B-amiloid ilavesine karsi hiicre yasayabilirligini arttirdi.
Hem B-amiloid maruziyetinden kaynaklanan nekroz seviyeleri hem 24 saat hem de 48

saat siiresince 6nemli 6l¢iide azaldi (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19: Hiicre 6liim tiirtinti arastirmak i¢in Annexin-V/PI flov sitometrisi (CyFlow®
Cube 6, Sysmex, Almanya) analizi yapilmigtir. a- 24 saat siiresince sadece SH-SY5Y
hiicreleri, b- 24 saat siiresince sadece B-amiloid (100 uM) igeren hiicre kiiltiirti, c- 24
saat siiresince f-Amiloid (100 uM) + Lokomisin (12,5 pg / ml) d- 48 saat siiresince
sadece SH-SYSY hiicre kiiltiirli, e- 48 Saat siiresince sadece p-Amiloid (50 uM), f- 48
saat siiresince B-Amiloid (50 uM) + Lokomisin (50 pg / ml)

4.22. In vitro AD modelinde Lékomisinin muamelesinin Hoechst 33258 floresan
boyama sonuc¢lari

B-amiloid ve Lokomisin maruz birakilan SH-SYSY hiicrelerinin  kromozom
biitiinliiglinii analiz etmek i¢in Hoechst 33258 fluoresan boyama teknigi kullanild.
Mikroskopik analiz, B-amiloid uygulamasinin hiicrelerin ¢ekirdegini bozdugunu ve
saglikli hiicrelerin sayisini azalttigini gosterdi. Diger yandan, Lokomisin ilavesi, 24 saat

ve 48 saat siiresince B-amiloidin toksik etkisini azaltupr gézlendi (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20: Hoechst 33258 florasan boyama tekngi kromozom biitiinliigli analizi

kullanilmistir. a-24 saat siiresince sadece B-amiloid (100 uM) iceren hiicre kiiltiirii, b-
24 saat siiresince B-Amiloid (100 uM) + Lokomisin (12,5 pg/ml) , c-24 saat siiresince
sadece SH-SYS5Y hiicreleri, d- 48 saat siiresince f-Amiloid (50 uM) + Lékomisin (50
ug/ml), e- 48 Saat siiresince sadece p-Amiloid (50 uM), f- saat siiresince sadece SH-
SYSY hiicreleri.

4.23. In vitro AD modelinde Lékomisinin mumelesinin toplam antioksidan
kapasitesi (TAK)/toplam oksidatif stres (TOD) seviyeleri ve Asetilkolinesteraz

aktivitesi tlizerine etkileri

Lokomisinin néron koruyucu etkilerinin arkasindaki mekanizmayi anlamak igin Toplam
Antioksidan Kapasitesi (TAK) ve Toplam Oksidatif Stres (TOD) diizeyleri analiz edildi.
Bu c¢aligmada, sadece Lokomisin uygulamasi sonrasinda TAK ve TOD diizeylerinde
anlaml1 bir fark bulunamadi (Tablo 4.7). Asetilkolinesteraz tahlili, Lokomisinin 24 saat
ve 48 saat siiresince B-amiloid etkilesimi sonrasinda ACHE diizeylerini yiiksek oranda
azalttigin1 gostermektedir. Lokomisinin B-amiloid toksisitesine karsi ndroprotektif etkisi

asetilkolinesteraz aktivitesi ile korelasyon gostermektedir (Tablo 4.8).
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Tablo 4.7: Lokomisinin 24 ve 48 saat siiresince in vitro uygulanmasindan sonra Toplam
Antioksidan Kapasitesi (TAK) ve Toplam Oksidatif Stres (TOD) seviyeleri.

24 saat 48 saat 24 saat 48 saat

TAK (mmol

Trolox TOD (umol H202
Uygulama Equiv./l) TAK Equiv./l) TOD
Lokomisin+ BA 0,994+0,05 1,48+0,04 9,63+1,60 16,32+1,98
BA 1,009+0,032  1,42+0,01 10,75+0,96 16,57+0,66
K(-) 0,95+0,026 1,52+0,03 9,67+1,32 15,52+1,23

Tablo 4.8: 24 ve 48 saat siiresince Lokomisin uygulama sonrasinda asetilkolinesteraz
Aktivitesi (W/ml) (Kisaltmalar Sekil 4.4’de ki gibidir)

Asetilkolinesteraz Aktivitesi

(mu/ml)
24 Saat 48 Saat
Lokomisin+ BA 479,32 (£2,3)* 413,14 (£3,1)*
Sadece A 564,20(+4,3) 463,82 (x1,4)
K(-) 463,57 (+7,7)* 395,21 (£2,5)*
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5. TARTISMA ve SONUC

Her ne kadar seskiterpen laktonlar karakteristik terpenoid bilesik olsalar da, bazi
gymnospermlerin yani sira diger anjiyosperm bitki ailelerinden de bilinirler. Simdiye
kadar kesfedilen seskiterpenler ¢ok cesitli kimyasal yapilar1 ve g¢esitli biyolojik
faaliyetleri ile bilinmektedir. Sitotoksik, anti-tiimorgenik, anti-bakteriyel ve anti-fungal
Ozelliklere sahip olan bilesikler yaygin olarak kullanilmaktadir. Cesitli seskiterpen
laktonlarinin insan ve hayvan parazitleri, bocekler ve omurgalilara toksik oldugu
bilinmektedir. Bu bilesiklerin veya bunlari igeren bitkilerin ¢ogunda insanlarda alerjik
kontakt dermatitin olusturmaktadir, ancak bir¢ok farmakolojik aktivite i¢in de
kullanilmiglardir. Seskiterpen laktonlar ayrica bitki biliylime diizenleyicileri olarak gorev
yaparlar ve bir¢ok bitkinin alelopatik &zelliklerinden sorumludurlar. Seskiterpen
laktonlarin ¢esitli aktiviteleri, bitkilerde otoburalara ve anti-fungal, anti-bakteriyel
alelopatik ajanlara karsi caydiricilik olarak evrimsel 6nemini gostermektedir (Akiyama,
Matsuzaki, and Hayashi 2005; Knight 1995; Rodriguez, Towers, and Mitchell 1976;
Sladi¢ and Gasi¢ 2006).

Alzheimer hastaligi, diinyada en az 30 milyon kisiyi etkilerken, erken baglangich ve
genetik faktorlere bagl hastalarin yalmizca % 5'ini olustururken hastalarin ¢cogunlugu
sporadik ve ge¢ baslangichdir (65 yas ve lizeri). Hastalik, yiiz yili agkin bir siire 6nce
Alois Alzheimer tarafindan 1906 yilinda kesfedilmistir. Baglangigta kisa siireli hafiza
kayb1 Alzheimer hastaliginin baslica belirtilerinden biridir. Aslinda kisa siireli hafiza
kayb1 mekansal bellege bagliyken bu hastalarda entorinal kortekste ¢ok sayida hiicre
kaybr gézlemlenmektedir. Hastalik daha sonra konusma zorluklarina, motor apraksiye,
uzun siireli hafiza kaybina, kendine ya da kendine bakma yeteneginde azalmaya ve
nihayet hastalarin kisilik, mod, davranis ve yarg: degisikliklerine yol acan beynin gesitli
boliimlerine ilerlemektedir. Giiniimiize kadar c¢alismalarin bir¢ogu, olast hastalik
etiyolojilerinin, hastalik mekanizmasinin ag¢ikliga kavusturulmasini sagladigini ileri
stirmektedir. Etiyoloji 6rneklerinin arasinda; (1) Amiloid oncii protein kaynakli hiicre
Oliim reseptorii, sinapslarda zararl ve etkide bulunabilmektedir. (2) Asetilkolin eksikligi
hiicre iletimini bozdu ve kolinerjik hipotezi olusturmaktadir. (3) Oksidatif stres, néronal

sagkalim iizerinde global etki yaratmaktadir. (4) Cinko ve bakir i¢in metalik fazlalik
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veya eksiklik de rol oynayabilmektedir. (5) Son on yilda, Alzheimer baslangicinda
noroinflamatuar degisiklikler rolii daha fazla dikkat ¢ekmistir (Geula and Mesulam
1994; Masters vd. 1985; Schenk vd. 1999; Wimo vd. 2013).

Bu calismada, seskiterpenin néron koruyucu etkisi SH-SYSY farklilasmis hiicre hatti
iizerinde arastirilmistir. Oliimsiizlestirilen ve proliferatif hiicre hatti SH-SY5Y,
sinirbilimi ve noroblastoma aragtirmasinda en sik kullanilan hiicre dizilerinden biridir.
Bununla birlikte, farklilasmamis SH-SYSY hiicreleri olgun noronlarla farkli 6zellikler
paylagmaktadir. Bu ¢alismada, SH-SY5Y igin optimize edilmis noronal farklilasma
protokoliinii sunmaktayiz, bu sadece iki adimda ve 6 giin gerektirmektedir.
Farklilastiktan sonra, hiicreler artmig ATP ve plazma membran aktiviteleri seviyelerini
gosterirken, enerjisel stres tepki genlerinin azaltilmasina neden olmustur. Ayrica,
farklilasma mitokondriyal membran potansiyelinin azalmasina ve 6-hidroksidopamin ile
pertiirbasyonlara kars1 saglamligin azalmasma neden olmaktadir (Cheung vd. 2009).
Oncelikle hiicre canlih@i, iki bagimsiz sitotoksisite testi (MTT ve LDH) ile analiz
edilmistir. Sonuglara gore farnesene, gayzulen, ostrisin ve lokomisin sirasiyla 12.5,
3.125, 3.125 ve 25 pg/ml konsantrasyonda 24 saat icin koruyucu etki gostermislerdir.
Bunun yaninda farnesene, gayzulen, ostrisin ve 16komisin sirasiyla 50, 3.125, 3.125 ve
25 pg/ml konsantrasyonda 48 saat siiresince P-amiloid toksisitesini azaltmaktadir.
Farkli calismalarda, Compositae ailesinden vahsi bir bitkisel 6zii ve dort farkli
seskiterpenin petazit japonicasi'nin, Commiphora myrrha reginesinden K-N (1-4)
mrhterpenoidlerin izole edildigi ndroprotektif etkilere sahip oldugu da gdsterilmektedir

(S. Wang vd. 2013; Xu vd. 2012).

Flov sitometrisi arastirmalari, B-amiloid peptidinin nekrotik 6zelliklerini ortaya
koymustur. Ayrica yakin tarihli caligmalarda, p-amiloid toksisitesinin apoptotik bir
yolaktan ziyade nekrotik bir yolla olustugunu ve astrosit iNOS'un AP uyariminin
kismen IL-1B ve TNFa aracilik ettigini ve nekroz icin TRAF6-, TRAF2- ve NIK'e bagl
sinyal mekanizmasini igerdigini gostermektedir (Akama and Van Eldik 2000; Behl vd.
1994). Seskiterpen uygulamalarinin, f-amiloid uygulanan SH-SYS5Y hiicre kiiltiiriinde
nekrozu % 5 ile % 11 oraninda 24 ve 48 saatte azaltabilecegi gosterilmistir.

Seskiterpenlerin Nekroz 6nleme ve kromozom biitiinliiglinii koruma etkileri Hoechst

78



33258 florasan boyama ile test edilmis ve sonuclar, saglikli hiicreler ve saglam ¢ekirdek

yapilarinda 6nemli Olglide artigin gerceklestgini gozler oniline sermektedir.

Ayrica bu calisnada seskiterpenlerde TAK/TOD diizeyleri ve asetilkolinesteraz
aktivitesini lizerine etklleri ve néron koruyucu etk, arasindaki baglantili mekanizmanin
anlagilmas1 amaglanmistir. Hiicre kiiltiiri seskiterpenlere maruz kaldiktan sonra TAK
diizeyi belirgin sekilde artmig ancak [p-amiloid uygulanan hiicre kiltiiri ile
karsilastirildiginda TOD diizeylerinde anlamli bir fark bulunmamaktadir. Bu sonuglar,
seskiterpenin koruma mekanizmasini anlamak i¢in yeterli gelmemistir; bu yiizden hiicre
canliliginin korumasini saglayan mekanizma hakkinda daha fazla bilgi edinmek icin
asetilkolinesteraz aktivitesi incelenmistir. Sonucglara goére, p-amiloid uygulamasi
kiiltiirde asetilkolinesteraz aktivitesini onemli 6lciide arttirdign gézlemlenmektedir. Ote
yandan, B-amiloid ve Ostrikin hiicre kiiltiiriine uygulandiginda asetilkolinesteraz
aktivitesi azaldigi ve neredeyse negatif kontrole yaklasti belirlenmistir. Farkli
calismalar, ¢esitli seskiterpenin asetilkolinesteraz aktivitesini inhibe edebilecegini de
gostermektedir (Miyazawa vd. 1998; Sharma and Gupta 2007). Ayrica bir¢ok analiz,
cesitli  seskiterpenlerde antioksidan ve antialzhemier/néroprotektif — o6zellikleri
gostermistir ve bu ¢alismalar bizim sonug¢larimizi dogrular niteliktedirler (Asbaghian
vd. 2011; Howes, Perry, and Houghton 2003; M. 2014; Ruberto and Baratta 2000).

Sonug¢ olarak, seskiterpenlerin B-amiloid toksisitesine ndroprotektif etkilerinin
bulundugu sonucuna varmaktayi. Farklilasmis SH-SYSY hiicre kiiltiiriinde p-amiloid
peptitlerin sitotoksisitesini 6onemli 6lgiide azalttigini belirledik ve ayrica, B-amiloidden
kaynaklanan nekroz, seskiterpen kullanimi ile azaltilabilecegini gostermis olduk.
Kromozom bitiinliigii, antioksidan seskiterpen uygulamasi 1ile toksisiteden
korundugunu ve daha da Onemlisi, Alzheimer hastaliginda artan asetilkolinesteraz
aktivitesi seskiterpen uygulamasi ile inhibe edilebilecegi gosterilmistir. Her ne kadar
memantin gibi anti-alhemir ilaglari, hiicre yasayabilirliginde seskiterpenlere kiyasla
daha yiiksek etkinlik gosteriyorsa de, bu ¢alismamamizda seskiterpenlerin Alzheimer
hastalar1 i¢in takviye besin kaynagi olarak kullaniminin yiiksek bir potansiyele sahip

oldugu ilk kez 6nerilmektedir.
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