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1. OZET

Tezin bashgi: Sideritis Tiirii Bitki Ekstreleri Yiik}ii Nanopar‘gikﬁllerin Uretimi,
Karakterizasyonu ve Anti-Alzheimer Etkilerinin /n Vitro ve n Vivo Olarak Belirlenmesi
Ogrencinin Ad1 Soyadi: Saliha AYDIN

Damismanin Adi Soyadi: Dog¢. Dr. Muhammet Emin CAM

Programin Adi: Farmakoloji Doktora Programi

Amac: Sideritis bitki ekstreleri ile bu ekstrelerin yiiklii oldugu nanopartikiil (NP) formlarindan
olusan ila¢ tasiyict sistemlerinin AH tedavisindeki etkinligini kiyaslayarak arastirmak ve
literatiire yenilikgi bir tedavi stratejisi kazandirmaktir.

Gerec ve Yontem: Bitkilerden elde edilen ekstrelerin in vitro antioksidan tayinleri i¢in DPPH,
FRAP, CUPRAC,; in vitro antikolinesteraz aktivite tayini i¢in Ellman metodu kullanilmistir.
Uretilen NP’lerin fizikokimyasal ozellikleri zeta potansiyelin 6lgiimii, enkapsiilleme
verimliligi, SEM, FTIR, DSC, XRD, in vitro salim profili ve in vitro salim kinetigi analizleri
ile aydinlatilmigtir. SH-SYS5Y ile yapilan hiicre kiiltlirii ¢aligmalarinda hiicre canliligy,
kombinasyon indeksi ve anti-Alzheimer etkinlik analizleri yapilmistir. Hayvan ¢alismalarinda
akut toksisite ¢aligmalar1 ardindan anti-Alzheimer etkinlikleri degerlendirmek ig¢in hayvan
gruplarina davranis testlerinden olan agik alan, Morris’in su tanki, pasif sakinma ve yeni obje
tanima testleri uygulanmigtir. Beyinden alinan dokularin Afi-42 diizeyi ELISA ile dl¢lilmiis,
serebral korteks ve hipokampiiste histolojik ve immiinohistokimyasal analizler yapilmistir.
Konfokal goriintiileme ile NP’lerin KBB’yi asip asamadig1 incelenmistir.

Bulgular: Ekstrelerde yapilan in vitro tayinler ile bu ekstrelerin anti-Alzheimer potansiyeli
oldugu anlasilmis, ekstrelerde ve olusturulan NP formiilasyonlarinda yapilan karakterizasyon
testleriyle de yiiklemenin basarili bir sekilde yapildig1 kanitlanmistir. Hiicre ¢alismalarinda ve
hayvan gruplarinda yapilan akut toksisite deneyi ile toksik bir etkiye sahip olmadiklar
belirlenmesiyle beraber kombine kullanimin sinerjik bir etki saglamadigi goriilmiistiir. Etki
mekanizmasi farkli olsa da hiicre kiiltiirii ve hayvan gruplarinda yapilan davranis testleri ile
tedavi gruplarmin giiclii anti-Alzheimer etki gosterdikleri kanitlanmistir. Yapilan ELISA,
histoloji ve immiinohistokimyasal analizleri ile bu bulgular desteklenmistir. Konfokal
goriintiileme ile NP formlarinin basaril1 bir sekilde beyne ulastigi tespit edilmistir.

Sonug: Sideritis ekstrelerinin ve NP formlarinin anti-Alzheimer etkinligi kanitlanmistir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer, Nanopartikiil, Hiicre kiiltiirii, intraserebroventrikiiler (i.c.v),
Sideritis



2. SUMMARY

Title of Thesis: Production and Characterization of Sideritis Species Extracts-Loaded
Nanoparticles and Determination of Their In Vitro and In Vivo Anti-Alzheimer Effects
Student Name, Surname: Saliha AYDIN

Supervisor Name, Surname: Assoc. Prof. Muhammet Emin CAM

Program Name: Pharmacology PhD Program

Objective: The aim of this study is to investigate and compare the efficacy of Sideritis species
plant extracts and drug delivery systems consisting the nanoparticle (NP) forms loaded with
these extracts in the treatment of Alzheimer's disease (AD). The goal is to contribute an
innovative therapeutic strategy to the literature.

Materials and Methods: DPPH, FRAP, and CUPRAC assays were used for the in vitro
determination of the antioxidant properties of plant-derived extracts, while the Ellman method
was used for in vitro anticholinesterase activity assessment. The physicochemical
characteristics of the produced NPs were elucidated through measurements of zeta potential,
encapsulation efficiency, SEM, FTIR, DSC, XRD, in vitro release assay, and in vitro release
kinetics. In cell culture studies with SH-SY5Y cells, analyses of cell viability, combination
index, and anti-Alzheimer efficacy were carried out. In animal studies, after acute toxicity
evaluations, behavior tests such as open field, Morris water maze, passive avoidance, and novel
object recognition tests were conducted in animal groups to evaluate their anti-Alzheimer
effects. Api42 levels in brain tissues were measured using ELISA, histological and
immunohistochemical analyses were performed in the cerebral cortex and hippocampus.
Confocal imaging was used to investigate whether NPs could cross the blood-brain barrier.
Results : The in vitro assays performed on the extracts indicated their anti-Alzheimer potential,
and the characterization tests on both the extracts and the formulated NP structures provided
clear evidence of successful loading. Although it was determined that they did not have a toxic
effect in cell studies and acute toxicity experiments in animal groups, it was observed that
combined use did not provide a synergistic effect. Despite the mechanism of action is different,
cell culture and behavioral tests in animal groups have proven that the treatment groups have a
strong anti-Alzheimer effect. These findings were supported by ELISA, histology and
immunohistochemical analyses. It was determined by confocal imaging that NP forms
successfully reached the brain.

Conclusion : The anti-Alzheimer efficacy of Sideritis extracts and NP forms has been proved.
Keywords : Alzheimer, Nanoparticle, Cell Culture, Intracerebroventricular (i.c.v), Sideritis
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3. GIRIS ve AMAC

Demans, hastanin giinliik yasaminda hafiza, diistinme ve sosyal becerileri etkileyen bir grup
semptomu tanimlar. Alzheimer hastalig1 (AH), demansin bir tiiriidiir ve genellikle ileri yaslarda
goriilen, hastalarin bagimsizligini kaybettiren ilerleyici ve norodejeneratif bir hastaliktir.
AH'nin kesin nedeni bilinmemekle birlikte, genetik faktorler, yaglanma ve ¢evresel faktorlerin
hastalik riskini artirdigi diistiniilmektedir (El-Sewify ve ark., 2022; Hodson, 2018). Diinya
genelinde yaklasik 50 milyon insan1 etkilemektedir ve 2050 yilina kadar 100 milyondan fazla
insanin AH ile yasamasi beklenmektedir. AH, hiikiimetlere, ailelere ve bireylere ciddi bir mali
yiik getirir. AH, beyinde amiloid beta (AB) plak birikimi, hiperfosforile tau proteinlerinden
olusan norofibriler yumak (NFY) ve yanlis katlanmig protein birikimleri ile karakterizedir. Bu
hastalik, cogunlukla hipokampus ve serebral korteks boyunca sinaps kaybina ve ndron

atrofisine yol agar (Huang, 2020; Jason Weller ve Andrew Budson, 2018).

AH, diinya genelinde bir¢ok insani etkileyen bir saglik sorunudur ve su ana kadar bu hastaligin
kesin bir tedavisi bulunmamaktadir. Mevcut tedaviler sadece semptomlarin hafifletilmesine
yoneliktir. Giiniimiizde, semptomatik AH’nin yonetimi i¢in Amerika Gida ve ilag Dairesi
(FDA) tarafindan onaylanmis dort ilag bulunmaktadir. Bu ilaclar arasinda donepezil,
rivastigmin ve galantamin gibi asetilkolinesteraz inhibitorleri (AChEI) ile memantin gibi N-
metil-D-aspartat (NMDA) reseptor antagonisti yer almaktadir. AChEI ilaglarmin etki
mekanizmasi incelendiginde, AH’de Meynert'in niikleus bazalisindeki kolinerjik ndronlarin ve
korteks boyunca genis bir alana yayilan diger septal c¢ekirdeklerin kayboldugu ve genel bir
kolinerjik eksikligin ortaya ¢iktigi goriiliir. Bu kolinerjik eksiklik, AH’ nin erken evrelerinde
dikkat eksikligi ve hafiza sorunlarina yol agabilecegi diisliniilmektedir. AChEI ilaglari, sinaptik
asetilkolin seviyelerini artirarak bu eksikligi gidermeye calisir. Ancak bu tedavi, semptomlari
hafifletmekle sinirlidir ve hastaligin ilerlemesini durdurma yetenegi yoktur. Memantin, etki
mekanizmasi1 hala tam olarak anlasilmamis olsa da AH’nin ilerleyisi sirasinda noéronlarin
Olimiiyle iligkilendirilen glutamat aracili norotoksisiteyi engelleme potansiyeline sahip bir
NMDA reseptdr modiilatoriidiir. Orta siddetli AH’de etkili olabilir, ancak uzun vadede
hastaligin ilerlemesini engelleme yetenegi smirlidir.ilag endiistrisindeki sayisiz arastirmaya
ragmen, AH nin farkli evrelerinde 20'den fazla bilesik tizerinde yapilan denemeler sonugsuz
kalmistir ve bu ilaglarin biligsel gerilemeyi yavaglatma veya genel islevi iyilestirmede etkili
olmadigini gostermistir. Bu basarisizliklar, AH’de etkili bir tedavisinin gelistirilmesi i¢in farkl

yaklagimlarin gerekliligini vurgulamaktadir (Long ve Holtzman, 2019; Reisberg ve ark., 2003).
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Elde edilen mevcut veriler, AH ve diger norodejeneratif bozukluklarin temel nedenlerinden
birinin oksidatif stres oldugunu gostermektedir. Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)
tiretiminin antioksidan savunma mekanizmalariin yeteneklerini agtig1 bir durumu ifade eder.
Cevresel etkenler organizmalarin ROT iiretimini artirabilir ve bu durum AH i¢in yiiksek bir risk
faktori haline gelebilir. Ayrica yaslanma siireci, oksidatif stresin artmasina ve antioksidan
savunma mekanizmalarinin zayiflamasina neden olur. Beyin, yiiksek enerji seviyelerine ve
oksijen tiikketimine sahip olmasina ragmen, antioksidan savunma mekanizmalar1 bakimindan
zay1f bir organdir. Bu nedenle beyin, 6zellikle oksidatif stresle karsi savunmasiz hale gelir.
ROT iiretimindeki artig, ndronal hasara ve/veya 6liime yol agar. Artan noron kayiplari, ROT
miktarindaki artis1 beraberinde getirir, bu da daha fazla néronal 6liime neden olur (Joy ve ark.,
2018; Moulton ve Yang, 2012). AH tedavisi i¢in onaylanmis olan ilaglarin yetersizligi goz
oniinde bulunduruldugunda, alternatif tedavi yontemlerinin incelenmesi son derece onemlidir.
Bilimsel c¢alismalar, oksidatif stresin saglikli yaslanmayir engelledigini ve AH gibi
norodejeneratif hastaliklara yol agtigin1 gostermistir (Voulgaropoulou ve ark., 2019). Birgok
bitkisel ilag, antioksidan oOzelliklere sahiptir ve Cin gibi bolgelerde uzun siiredir demans
tedavisinde kullanilmaktadir. Ancak son on yilda bitkisel ilaglarin demans tedavisinde tek
basina kullaniminin onaylanmasi oldukca nadir goriilmiistiir. Mevcut verilere gére, AH i¢in
potansiyel ila¢ olarak kabul edilen bazi bitkiler ve bitkisel formiilasyonlar ile bu tedavilere
yonelik yapilan ¢alismalar, bilissel iyilesme agisindan umut verici sonuglar sunmaktadir (Tian
ve ark., 2010). Son yillarda, AH gibi hastaliklarin tedavisinde bitkilerin kullanilmasi, kanser ve
diyabet gibi diger saglik sorunlarinin tedavisinde de mantikli bir yaklasim olarak kabul
edilmektedir. Bu hastaliklarin kesin tedavisinin dogada bulunan bitkilerin karmasik

iceriklerinde gizli olma olasiligin1 g6z ardi etmemek 6nemlidir (Atas ve ark., 2019).

Lamiaceae familyasina ait olan Sideritis cinsi, genellikle subtropik ve 1liman bolgelerde yaygin
olarak bulunan, 20-75 cm yiiksekliginde bir ¢alidir. Sideritis cinsinin diinya genelinde 150'den
fazla tiirii mevcuttur, cogunlugu Akdeniz bolgesinde yer alir. Tiirkiye florasinda ise 46 tiir ve
55 taksonla temsil edilir. Bu taksonlardan 42'si yalnizca bu bolgeye 6zgiidiir (Giiner ve ark.,
2000). Tirkiye, Sideritis cinsinin ana gen merkezlerinden birine ev sahipligi yaptigi igin
endemizm orani (%79.5) oldukga yiiksektir (Baser, 2002). Yiizyillardir, Tiirk halki tarafindan
baz1 yaygin hastaliklarin tedavisinde tibbi bitki olarak kullanilmaktadir (Everest ve Ozturk,
2005). Sideritis tiirleri, Tiirkiye'de genellikle "dag cay1" ve "adagay1" olarak adlandirilir ve halk
tibbinda bitki ¢ay1 olarak yaygin bir sekilde kullanilir. Halk tibbinda sinir sistemi iizerinde



sakinlestirici, iltihap Onleyici, spazm giderici, hazmi kolaylastirici, agr1 kesici, sakinlestirici,
oksiiriik kesici, mide agrilarini hafifletici, nobet dnleyici, soguk alginligina bagh oksiiriiklerde
ve sindirim rahatsizliklarinda kullanilir (Aneva ve ark., 2019). Ayrica, son g¢alismalar bu
bitkilerin Tip 2 Diyabet Mellitus (T2DM), Parkinson hastaligi ve AH gibi hastaliklarin
tedavisinde de etkili oldugunu gostermektedir. Sideritis tiirleri tizerinde yapilan ¢alismalarda,
bu etkinin yiliksek antioksidan aktiviteye ve ndrokoruyucu potansiyele sahip olmalarindan
kaynaklandig1 anlagilmigtir. Sideritis tiirlerinin igerigi degerlendirildiginde, fenolik bilesikler,
flavonoidler, tanenler ve monoterpenoidler gibi temel fitokimyasal iceriklere sahip olduklari
goriilmistiir (Turkmenoglu ve ark., 2015; Ververis ve ark., 2023; Zengin ve ark., 2016).
Deneysel kanitlar, luteolin, rosmarinik asit ve apigenin gibi bazi flavonoidlerin, AH’ye kars1
potansiyel koruma saglayabilecegini desteklemektedir (Dourado ve ark., 2020; Hase ve ark.,
2019; Kwon, 2017)

Mikrotiibiil sistemi, noronlardaki sinaptik terminaller arasinda malzemelerin taginmasinda
kritik bir rol oynar. Tau proteini, mikrotiibiil agin stabilize etmede dnemli bir rol oynar, ancak
yanlis katlanmig tau proteinlerinin toksik etkilere neden olabilecegi ve ndrodejeneratif
hastaliklara yol acabilecegi bilinmektedir. PI3K/AKT/GSK-38 sinyal yolunun, AH
patofizyolojisinin ana faktorlerinden biri olan tau proteininin hiperfosforilasyonunu
diizenlemede rol oynadigi bilinmektedir. Glikojen sentaz kinaz-3 (GSK-3B), uzun siireli
bellegin ve sinaptik plastisitenin diizenlenmesinde rol oynar ve ayrica anormal tau proteininin
hiperfosforilasyonunda yer aldigi kanitlanmistir. Fosfoinositid 3-kinaz (PI3K), Akt'i
etkinlestirerek GSK-3B'nin inaktivasyonunu saglar ve bu da aktif GSK-3f tarafindan neden
olan tau hiperfosforilasyonunu engeller (Kitagishi ve ark., 2014). AH patogenezinde énemli bir
rol oynadig1 diisliniilen bir diger yolak ise Wnt/B-katenin yolagidir. Wnt/B-katenin yolagi,
embriyonik gelisim, yetiskin homeostazi ve yetiskin hipokampal nérogenezinde 6nemli bir rol
oynar. Bu yolaktaki diizensizliklerin AH’de etkili olabilecegi belirtilmektedir. Wnt proteinleri,
Frizzled reseptorlerine ve lipoprotein reseptor ile iligkili proteinler 5 ve 6 (LRP-5/6)
koreseptorlerine baglanarak yolagi aktive eder. Bu, sitoplazmada B-kateninin stabilizasyonunu
ve ardindan cekirdege tasinmasini tetikler. Cekirdekte T hiicre faktorii/lenfoid arttirict faktor
(TCF/LEF) ile baglanir ve hedef genlerin transkripsiyonunu uyarir. Bu yolak ayrica hiicre
Olimiinii ve hayatta kalmasini, sinaptik plastisiteyi ve kan beyin bariyerinin (KBB)
biitiinliiglinli diizenler, AP iiretimini ve agregasyonunu inhibe ederken tau fosforilasyonunu ve

noroinflamasyonu baskilar.(Gao ve ark., 2014; Inestrosa ve Toledo, 2008; Jia ve ark., 2019).



Bazi ilaglar, ag1z yoluyla tablet, kapsiil veya graniil seklinde verilirken, digerleri ise intravendz,
subkutan veya intramiiskiiler gibi parenteral yolla verilir. Bu ilag formlar1 ve uygulama yollart,
cesitli dezavantajlar tasiyabilir, 6rnegin ilk gecis etkisi veya agr1 gibi sorunlara yol agabilir.
Giiniimiizde, bu dezavantajlardan kaginan nanoteknolojik ilag tagiyici sistemlerin, ilag tiretimi
ve tagimasinda onemli bir rol oynadigi gozlemlenmektedir (Tyagi ve Subramony, 2018).
Nanotastyicilar, son 50 yilda yaygin olarak gelistirilen nano boyutlu kolloidal ila¢ dagitim
sistemleri olarak 6zellikle 6ne ¢ikmistir. Bu alanda farmakoloji ve farmasdtikleri birlestiren
nanoteknoloji, tanisal, teranostik ve tedavi edici 6zelliklere sahip nanotastyicilari igermektedir.
Nanotagiyicilar, yiiksek ilag yliklemesi saglayarak ilacin stabilitesini ve ¢oziiniirliigiini
artirabilir, biyolojik engelleri asabilir, biyoyararlanimi ve hedefe yonlendirilebilirligi artirabilir
veya ilaclarin olumsuz etkilerini azaltabilir. Ayrica, esnek fizikokimyasal 6zellikler, hedefe
Ozgii etki, biyolojik olarak ¢dziiniirliik, biyouyumluluk, diisiik toksisite, kontrollii ve siirekli
ilag salim1 gibi benzersiz yeteneklere sahiptirler. Bu nedenle, AH gibi ndrolojik hastaliklarin
tedavisinde beyne ilag tagima agisindan biiyiik potansiyel tagirlar (Agrawal ve ark., 2021; Séguy
ve ark., 2022). Giiniimiizde, kati-lipid, lipid ve inorganik nanopartikiiller (NP) daha yaygin
olarak kullanilan nano tasiyicilardir. Bunun yani sira, organik NP igeren dendrimerler,
nanoemiilsiyonlar, nanosiispansiyonlar ve nanojeller de kullanilmaktadir. Son yillarda,
eksozomlar, nanomikeller, karbon noktalari, karbon-nano iyonlari, modifiye ekstravaskiiler
araglar, montmorillonitler, laponitler veya halloysit nanotiipleri, laminarin, yesil
nanomalzemeler, grafen nanolevhalar gibi yeni nanotasiyicilar da kesfedilmistir (Taliyan ve

ark., 2022).

KBB, cogu ilacin gecemedigi ve Ozellikle santral sinir sistemi hastaliklarinin tedavisini
zorlastiran bir engeldir. Ancak son yillarda nanoteknoloji temelli yontemler, KBB'nin
gecilmesine yardimct olma potansiyeline sahiptir (Brambilla ve ark., 2011). Essiz
fizikokimyasal Ozelliklere ve KBB'yi ge¢cme kabiliyetine sahip tasarlanmis NP’ler beyin
hastaliklarinin tedavisinde umut vadeden bir strateji sunar. Bu NP'ler, ilaglar1 beyne tasiyarak
etkinligi artirip toksisiteyi azaltabilir. Ayrica, ilaglarin kontrollii salinimini saglama yetenekleri
ile dikkat ¢ekerler (Khan ve ark., 2021). Biyog¢oziiniir polimerik NP'ler, yiiksek ila¢ tasima
kapasiteleri ve segici toksisite potansiyeli sunan 6nemli bir NP tiirtidiir. Hem aktif hem de pasif
hedeflemeyi desteklerler, ilaglari korur ve kontrollii ila¢ salinimi yapabilirler. Ayrica hem
hidrofilik hem de hidrofobik bilesenleri tasiyabilirler ve yiiksek stabilite, kolay tiretim, yiiksek

kapsiilleme verimliligi, sterilizasyon olasilig1 ve kolay modifiye edilebilirlik gibi birgok avantaj



sunarlar. Bu polimerik NP'ler, kitosan, poli (laktik asit) (PLA), poli (vinil pirolidon) (PVP), poli
(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA), polietilen glikol (PEG) gibi gesitli hidrofilik veya hidrofobik
polimerler kullanilarak iretilebilirler (Manek ve ark., 2020; Reddy ve ark., 2021).

Mevcut sorunlari géz 6niine alarak hazirlanan bu tez ¢alismasinda, Sideritis germanicopolitana
Bornm. subsp. viridis Hausskn. ex Bornm. (SGV) ve Sideritis libanotica Labill. subsp. linearis
(Bentham) Bornm. (SLL) bitkileri kurutulup maserasyon yontemi ile ekstreler elde edildi.
KBB’ye hedeflendirilmis PLGA/PEG NP’lerinin igerisine ekstreler yiiklendi. Bos ve ekstre
yiiklii NP’lerin fizikokimyasal 6zellikleri incelenmesinin ardindan in vitro ve in vivo ortamda
deney gruplarinin AH {izerine etkileri karsilagtirilarak degerlendirildi. Bunlara ek olarak bu
bitki ekstrelerinin olasi anti-Alzheimer etkinliginin PI3K/Akt/GSK3B ve Wnt/B-katenin
yolaklar1 tizerindeki etkisi aydinlatildi. Calisma boyunca klinik ve ticari olarak uygulanabilir
bir ilag formu olusturularak hastaliktan muzdarip olan kisilere etkinligi yiiksek ve yan etki

profili diisiik ilag tedavisi uygulanarak iilke ekonomisine katk1 yapilmasi amacglandi.



4. GENEL BILGILER

4.1. Alzheimer Hastahigi (AH)
4.1.1. AH’nin tanim ve temel bilgiler

Demans, organik beyin hastaliginin bir sonucu olarak bilissel islevlerde ciddi bozulma ve néron
kayb1 ile karakterize, progresif bir hastalik olarak tanimlanabilir. 70’ten fazla farkli nedenle
iliskili olmasina ragmen diinya ¢apinda en yaygin nedeni Alzheimer hastaligi (AH) ad1 verilen
birincil beyin hasaridir. Demans kavrami binlerce yildir var olmasina ragmen temel klinik
sendrom ve iligkili norodejeneratif degisiklikler ilk kez ancak 20. yilizyillin baslarinda
kesfedilmistir. 1907'de Aloysius “Al6is” Alzheimer, akil hastanesinde bakim altinda olan 51
yasindaki Auguste Deter'in hafiza kayb1 ve diger bilissel bozukluklar1 iceren semptomlarini
titizlikle tanimlamistir. Auguste Deter'in dliimiinden sonra Alzheimer, giimiis boyamayla
beynini histolojik olarak analiz etmis ve norofibriler yumaklarin (NFY), noritik plaklarin ve
amiloid anjiyopatinin gelisimini gézlemlemistir. Sonrasinda bu gozlemler AH olarak bilinen

hastaligin ayirt edici 6zelligi haline gelmistir (Agrawal ve Jha, 2020; Bondi ve ark., 2017).

Temel olarak AH, erken baslangigli (ailesel) AH ve gec baslangiclh (sporadik) AH olmak iizere
2 alt kategoriye ayrilmaktadir. Erken baslangigli AH genellikle 65 yas altindaki bireyleri etkiler
ve daha nadirdir. Genetik faktorler bu tiiriin gelisiminde daha biiyiik bir rol oynayabilir ve aile
geemisi tizerinde daha fazla etkiye sahip olabilir. Bundan dolay1 genellikle ailesel AH olarak
adlandirilir ve genetik mutasyonlar bulunabilir. Buna karsilik ge¢ baslangich sporadik AD
genellikle 65 yasin {istiindeki bireyleri etkiler ve daha yaygin olan tiirdiir. Genetik yatkinlik
onemli bir rol oynasa da aile ge¢misi erken baslangigli tiir kadar belirgin degildir (Sehar ve ark.,
2022).

AH’nin, etkilenen kisi tarafindan fark edilmeyen beyin degisikliklerinden, hafiza sorunlaria
ve sonunda fiziksel sakatliga neden olabilecek beyin degisikliklerine dogru ilerlemesine AH
stireci denir. Siire¢, semptomlarin goziikmedigi preklinik AH’den hafif bilissel ve/veya
davranigsal bozukluga ve ardindan siddetli semptomlarin goziiktiigii Alzheimer demansina
kadar uzanir. AH'yi bu siiregte kategorize etmek icin bir dizi evreleme sistemi gelistirilmistir.
Bu siire¢ iizerinde li¢ genel evre vardir. Bunlar, preklinik AH, AH’ye bagh hafif kongitif
bozukluk ve AH’ye bagl demanstir. Preklinik AH belirgin belirtiler gostermeyen ancak
beyinde AH’ye bagh degisikliklerin basladigi donemi ifade eder. Bu donemde, birey hafif



bellek sorunlar1 veya diger biligsel degisiklikler fark etmeyebilir. Bu evre, AH belirtileri ortaya
¢ikmadan dnceki donemdir ve genellikle arastirmalarda veya risk degerlendirmelerinde dikkate
alinir. Stiresi kisiden kisiye degisebilir ancak baslangi¢ yasina bagl olarak genellikle 6-10 y1l
stirer. AH’ye bagl hafif bilissel bozuklukta birey hafif biligsel zorluklar yasar, ancak giinliik
yasam aktivitelerini bagimsiz olarak siirdiirebilir. Bu donemde, hafiza kaybi ve diisiinme
becerilerinde zayiflama gibi belirtiler artar, ancak bunlar giinliik yasami ciddi sekilde etkilemez.
AH’ye bagli demans evresinde belirtiler daha belirgin ve ileri seviyededir. Bu evre kendi iginde
AH’ye bagli hafif, orta ve siddetli demans olarak siiflandirilir. AH’ye bagl hafif demansi olan
birey giinliik yasam aktivitelerini yliriitme konusunda giderek daha fazla zorluk yasar. Bellek
kayb1 daha belirgin hale gelir, kisilik ve davranis degisiklikleri gozlenir. Orta derecede ise birey
temel giinliik aktiviteleri gerceklestirmede daha fazla yardima ihtiya¢ duyar. Bellek daha da
bozulur, dil becerileri zayiflar, kisilik degisiklikleri artar ve zaman ve mekan algis1 bozulabilir.
AH’ye bagl siddetli demans evresi son evredir. Bu evrede bireye genellikle bakim ve destek
gerekir. Hafiza neredeyse tamamen kaybolabilir, iletisim zorlasir, hareket yetenegi
kisitlanabilir ve kisi ¢evresine ve tanidik kisilere yabancilasabilir (Landeiro ve ark., 2020;
Porsteinsson ve ark., 2021; X. Wang ve ark., 2020) .

4.1.2. AH’nin insidansi ve prevelansi

Hastaliklarin insidansinin ve prevalansinin arastirilmasi, hastaliga yol agan faktorlerin yas ve
cinsiyet gruplarina gére dagilimini anlamak ve bu bozukluklarin olast nedenlerini tespit etmek
acisindan onemlidir. Niifusun yaglanmasi diinya capinda evrensel bir olgu haline gelmistir.
AH'nin ortaya ¢ikis1 artan yasla giiclii bir sekilde iligkili oldugundan, demansa yol agan bu
bozuklugun diinya genelindeki tiim iilkelerde halk saglig1 ve yasli bakimi sistemlerine biiyiik
zorluklar olusturacagi ongoriilmektedir (Lopez ve Kuller, 2019; Qiu ve ark., 2009). 65-75 yas
aras1 kisilerin %3'li, 75-84 yas arasi kisilerin %17'si ve 84 yas tistii kigilerin %32's1 hastaliktan
etkilenmektedir. 90 yas sonrasinda hipokampal skleroz giderek daha yaygin hale geldikce AH
insidans1 azaliyor gibi goriinmektedir. AH’den etkilenen kisilerin yaklasik {igte ikisi kadin ve
ticte biri erkektir. Bu durum hem genetik faktoérler hem de kadinlarin daha uzun yasam
beklentisi nedeniyledir. 60-64 yas grubundaki kisilerin yaklagik %6,7'sinde, 65-69 yas
grubunda %8,4'iinde, 70-74 yas grubunda %10,1'inde, 75-79 yas grubunda %14,8'inde ve 80-
84 yas grubunda %25,2'sinde hafif biligsel bozukluk vardir. Genel olarak 64 yas iistii kisilerin
%15-20'sinde hafif bilissel bozukluk vardir ve bunlarin yaklasik %15'inde 2 yil i¢ginde demans
gelisir (Soria Lopez ve ark., 2019). Hafif biligsel bozukluk yasayan bireylerin, AH veya ilgili
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bir demans tiirii gelistirme olasilig1 daha yiiksektir. Hafif biligsel bozukluktan normale doniis,
genel olarak epidemiyolojik ¢aligmalarda olduk¢a yaygin olmasina ragmen ilerleyen zamanda
yine de bilissel gerileme riski altindadir (Koepsell ve Monsell, 2012). 2050 yilina kadar, her 33
saniyede bir yeni bir AH vakasinin gelismesi, yilda neredeyse 1 milyon yeni vaka olamasi ve
toplam tahmini 13.8 milyon prevelans gdstermesi bekleniyor (‘Alzheimer Hastaligi: Gergekler
ve Rakamlar® https://www.brightfocus.org/alzheimers/article/alzheimers-disease-facts-figures
Erigim Tarihi: 10.08.2023)

4.1.3. AH’nin néropatofizyolojisi

AH’nin patofizyolojisiyle ilgili tartigmalar, Alzheimer'in 1907 yilinda hastaligin néropatolojik
Ozellikleri olan amiloid plaklar1 ve NFY’lerin gozlemledigi zamana kadar uzanir. Bu ¢ok
faktorlii bozuklugun ¢esitli neden faktorlerine dayali olarak agiklanmasi amaciyla cesitli
hipotezler ortaya atilmistir. Bu hipotezler arasinda, amiloid beta (Ap) kaskadi hipotezi, tau
hipotezi, kolinerjik hipotez ve inflamasyon hipotezi bulunmaktadir (Kumar ve ark., 2015). Son
zamanlarda, en sik AP hipotezinin iizerinde durulsa da bu yetersizlige neden olan hastaligin

karmasik patofizyolojisi hala tam olarak agiklanamamustir (Pinheiro ve Faustino, 2019).
4.1.3.1. Ap kaskad hipotezi

Amiloid kaskadi hipotezi, AH arastirmalarinin ¢ogunun odak noktasi olmustur ve bu hipotez
ilk olarak 1991 yilinda Selkoe ve ekip arkadaslar1 tarafindan kurulmustur (Selkoe, 1991). Bu
goriis, AH’nin AP stabilitesinde ve birikimindeki degisiklikler veya amiloid 6ncii proteininin
(APP) ekspresyonunda degisiklikler sonucu A iretimi ile kleransi arasindaki kronik
dengesizligin sonucu olarak ortaya ¢iktigin1 one siirer. Biriken AP agregatlariin birikimi,
enflamatuvar degisiklikleri, NFY olusumunu ve ndrotransmitter kaybini igeren bir kaskadi
baslatir (Golde ve ark., 2006; Stakos ve ark., 2020). A iiretiminin veya birikiminin artmasinda
rol oynayan ¢esitli genlerin de AH etiyolojisinde rol oynadigi gosterilmistir. Bu genler arasinda
AP'nin Onciisii olan APP, y-sekretazin alt bilesenleri olan ve presenilin proteinlerini kodlayan
PSEN1/PSEN2 ve ApoE-&4 bulunmaktadir (Menting ve Claassen, 2014).

AP peptidleri, genis capta dagitilmig bir transmembran proteini olan APP {izerinde B-sekretaz
ve y-sekretazin sirali enzimatik etkisi ile proteolitik olarak tiiretilmis 39-43 amino asit kalintili
peptidlerdir (Coulson ve ark., 2000). A peptidinin uzunlugu, APP'nin bdliinme modeline gore

C-terminalinde degisir. AB1-40 izoformu en yaygin olanidir, bunu dogasi geregi hidrofobik olan
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ve APi4o'tan daha hizli bir sekilde toplanan APi-42 takip etmektedir. Plaklarin iginde,
konformasyonundaki AP peptidleri bir araya gelir ve fibriller, protofiberler ve polimorfik
oligomerler dahil olmak tizere yapisal olarak farkli formlara polimerize olur (Perl, 2010;
Tzioras ve ark., 2023). AP birikimi ve yaygin plak olusumu, lokal mikroglial aktivasyona,
sitokin salinimina ve ¢ok proteinli bir inflamatuar yanita yol agar. Bunlarla birlikte AH’de
sinaps kaybi, noron kaybi ve serebral atrofinin artig1 ile karakterize ¢ok yonlii biyokimyasal ve

yapisal degisiklikler meydana gelir (Barage ve Sonawane, 2015; Ferrer, 2017).

APP, birden fazla hiicre tipi tarafindan iretilen tip 1 transmembran proteinidir. Merkezi sinir
sisteminde APP iki farkli sekilde boliinmeye ugrayabilir. Bu yolaklarin her ikisindeki ikinci
adim, y-sekretaz ile boliinmeyi igerir. Amiloidojenik olmayan ilk yolakta, APP ilk olarak a-
sekretaz tarafindan boliiniir ve bunun sonucunda sAPPa ad1 verilen hiicre dis1 bir {irtin ve C83
ad1 verilen membrana bagli bir amino asit pargasi elde edilir. C83'in y-sekretaz tarafindan
boliinmesi, p3 adi verilen baska bir salgilanan parga {iretir ve membrana bagli APP hiicre i¢i
alanini (AICD) birakir. Amiloidojenik yolakta, APP ilk olarak B-sekretaz tarafindan bdliinerek
sAPPP adi verilen salgilanan hiicre dis1 iiriinii ve membrana bagli 99 amino asit C-terminal
fragmani1 C99'u iiretir. C99'un y-sekretaz prosesi, Af'nin ve ayni membrana bagli AICD'nin
hiicre dig1 salgilanmasiyla sonuglanir (Soria Lopez ve ark., 2019).

4.1.3.2. Tau hipotezi

Noropatolojik olarak AH, tau proteinlerinden olusan intrandronal NFY’lerin varligi olarak
tanimlanir. Patolojik NFY'ler ¢ogunlukla hiperfosforile edilmis tau proteinlerinden olusur. Tau
proteinleri esas olarak noronlarda bulunur ve mikrotiibiille iligkili proteinler ailesine aittir.
Tau'nun ana islevi, mikrotiibiilleri stabilize etmektir. Mikrotiibiiller, dendritler ve aksonlardaki
yiiklin taginmasi igin otoyol gorevi gordiigiinden, ndronlar i¢in Ozellikle Onemlidir.
Tanimlanmis 6 izoformu vardir. Mikrotiibiillerin bir araya gelmesinde ve néronal mikrotiibiil
aginin stabilizasyonunda 6énemli rol oynarlar. Tau proteininin en ¢arpici 6zelligi, proteinin C-
terminalinde yer alan 18 amino asidin yliksek oranda korunmus ii¢ veya dort tekrarindan olusan
bir mikrotiibiil baglanma alaninin varligidir. Bu mikrotiiblil baglanma alani, mikrotiibiil
polimerizasyonu ve stabilizasyonunda rol oynar. Tau'nun N-terminali, yiiksek diizeyde asidik
amino asitlerden ve ardindan normal olarak projeksiyon alani olarak adlandirilan bazik prolin
acisindan zengin bolgeden olusur. Projeksiyon alani, hiicre iskeleti eleman1 ve plazma zar ile

etkilesime girebilir. Tau patolojisi genellikle ilk dnce ayr1 ve spesifik alanlarda ortaya ¢ikar ve
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daha sonra beynin daha fazla bolgesine yayilir. Fibriller ve yanhs katlanmis tau kiimeleri,
hiicreler arasinda prion benzeri bir sekilde yayilabilir ve sonunda AH’lilerin beynine yayilabilir

(Barage ve Sonawane, 2015; Liu ve ark., 2019).
4.1.3.3. Kolinerjik hipotez

Kolinerjik hipotez, AH arastirmalarini, betimsel noropatolojiden sinaptik noérotransmisyon
modern kavramina tasiyarak devrim niteliginde bir degisiklik getirmistir. Bu hipotez, beyin
korteksindeki tiikenmis presinaptik kolinerjik belirteglerin kesfi, Meynert'in bazal ¢ekirdeginin
AH’de ciddi ndrodejenerasyona ugrayan kortikal kolinerjik innervasyonun kaynagi oldugunun
kesfi ve kolinerjik antagonistlerin hafizay1 bozarken agonistlerin ise tam tersi etki gosterdigini
gosteren kanitlardan olusan ti¢ 6nemli kilometre tasina dayanmaktadir (Hampel ve ark., 2018).
Hipotez ilk kez Davies ve Maloney trafindan yapilan arastirmada AH’ye sahip beyinlerinin
biyokimyasal incelenmesi sonucu, normal beyinle karsilastirildiginda serebral kortekste kolin
asetiltransferaz ve asetilkolinesteraz aktivitelerinde azalma oldugunu goriilerek 6ne
striilmistiir (Davies ve Maloney, 1976). Ayni sene Bowen ve arkadaslar1 6liim sonrasi insan
beyin dokularinin serebral korteksindeki kolin asetiltransferaz aktivitesinde azalma oldugunu
bildirtmistir (BOWEN ve ark., 1976). Kolinesteraz inhibitor tedavilerinin AH’de belirgin
semptomatik iyilesmeye neden oldugu gosterildigi icin hipotez ikna edici bir sekilde
dogrulanmigtir. Her ne kadar diger ilgili patofizyolojik mekanizmalar son yillarda
arastirmalarin daha fazla ilgisini ¢cekmis olsa da, kolinerjik fonksiyonu iyilestiren tedaviler AH

tedavisinde kritik olmaya devam etmektedir (Hampel ve ark., 2018).
4.1.3.4. inflamasyon hipotezi

Noroinflamasyon AH'nin en 6nemli ayirt edici 6zelliklerinin biridir. Ortaya ¢ikan genetik ve
transkriptomik caligmalarla desteklendigi gibi, mikroglia ile iligkili yollarin AH riski ve
patogenezinde merkezi oldugu kabul edilmistir. Artan kanitlar, mikroglia'nin AH'de merkezi
rol oynadigimi gosteriyor. Cok erken asamada mikroglia, TREM2 ve kompleman sistemi
sinaptik budamadan sorumlu oldugu tespit edilmistir (Bolds ve ark., 2017; Colonna ve Wang,
2016; Hong ve ark., 2016). Aktiviteye bagh ve uzun vadeli sinaptik plastisite siiregleri, uzun
vadeli potansiyel lizerinde etki olarak ortaya ¢ikabilen 6grenme ve hafizanin ortak ve temel
hiicresel temelini olusturur (Bliss ve ark., 2014). Bunu takiben reaktif mikroglia ve astrositler
amiloid plaklar1 gevreler ve ¢ok sayida proinflamatuar sitokin salgilar. Bu olaylar AH
olusumunda erken ve temel etken olarak kabul edilir. Ancak steroid olmayan antiinflamatuar
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ilaclar klinikte yeterli fayda gdsterememistir. Bunun nedeni, dogustan gelen bagisiklik ile AH
patogenezi arasindaki iligkinin karmasik olmasi ve bagisikliga bagli olarak tepkisinin zararl ya

da faydali olabilmesidir (Chen ve ark., 2017; E. Hirbec ve ark., 2017).
4.1.4. Oksidatif stresin AH’deki rolii

AH’den etkilenen sayisiz siiregten biri de mitokondriyal iglevdir. AH'de mitokondriyal
morfoloji, say1 ve tasimada degisiklik, sitokrom oksidaz aktivitesinde azalma, metabolik
proteinlerde eksiklik, mitokondriyal membran potansiyelinde degisme ve oksidatif streste artis
gozlenmistir (Swerdlow ve ark., 2010) Sinir hiicreleri mitokondrilere olduk¢a bagimlhidir ve
mitokondriler, yiiksek metabolik taleplerini karsilamaya yardimci olmak i¢in sinapslarda
birikir. Sinapslarda meydana gelen yiiksek ROT iiretimi, yetersiz antioksidanlarla birleserek
oksidatif stresin olusmasina neden olabilir. Ayrica, beyin yliksek diizeyde kolesterol igerir ve
kolesterol de oksidatif hasara ¢cok duyarlidir. Bu nedenle, beyinin yiiksek enerji talepleri ve
yiiksek lipid konsantrasyonu, dogal olarak oksidatif hasara kars1 risk altina sokar (Cenini ve
Voos, 2019; Vetrivel ve Thinakaran, 2010). Aslinda AH, hiicresel oksidatif stresle yiiksek
derecede iliskilendirilir, bu da protein oksidasyonunun artmasi, protein nitratasyonu, glikoz
oksidasyonu ve lipid peroksidasyonunun artmasi gibi degisimleri icerir. Bu ayn1 zamanda A
birikiminin de bir sonucu olabilir, ¢lnkii AP aym1 zamanda oksidatif stresi de
tetikleyebilmektedir (Cheignon ve ark., 2018). Bu sebeplerden dolayi, teorik olarak antioksidan
bilesiklerle tedavi, oksidatif stres ve AP toksisitesine karsi koruma saglayacaktir. Bununla
birlikte, oksidatif stres AH’ye yol acan faktorlerden sadece biridir. Elde edilen veriler goz
onlinde bulundurularak antioksidan stratejisi, AH'nin ilerlemesini durdurma potansiyeli
konusunda sorgulanmis ve bir kombinasyon tedavisi pargasi olarak tedavide yerini almistir

(lonescu-Tucker ve Cotman, 2021; Johri, 2021)
4.1.5. AH’nin teshisi

Su anda AH tanis1 oncelikle izleyici molekiillerin pozitron emisyon tomografisine (PET) ve
beyin omurilik sivisi (BOS) proteininin analizine baghdir (Bateman ve ark., 2020). Son
zamanlarda, 6zel bir PET taramasi ile teshis dogrulugu artmistir ve AH ile daha hafif kosullara
sahip hastalarda yiliksek oranda hassasiyet gostermektedir. Florbetapir, florbetaben ve
flutemetamol teshis icin PET ligandlar1 olarak kullanilmaktadir, ancak yiiksek maliyeti
nedeniyle yaygin olarak kullanilmamaktadir. Fosforile tau, APi42 ve toplam tau protein
igeriginin incelenmesi daha diigiik maliyetli bir yontemdir. Bu yontemin AH teshisinde %85-

13



90 dogruluga sahip oldugu ancak sonuglarin alinmasi i¢in invaziv bir yontem ve sivi analizi ile
ilgili laboratuvar olanaklarinin eksikligi nedeniyle uzun siire gerektigi belirtilmektedir. Ancak
hem PET goriintiileme hem de BOS analizi benzer dogruluk gostermektedir ve teshis i¢in en
uygun testin hasta/hasta yakini tercihine, maliyete ve tesislerin olanaklarina baghdir (J. Weller

ve A. Budson, 2018).

Fakat yapilan PET ve BOS analizleri, patolojik degisikliklerin semptomlarin ortaya
¢ikmasindan yirmi y1l 6nce basladigini ortaya ¢ikarmisir. Bu nedenle, patolojik degisiklikler ve
kognitif bozulma daha ileri asamalara dogru hizlanmis olacagindan, belirtilerin baslangicinda
AH tanisi koymak pek yararli olmamaktadir. Sonu¢ olarak AH'nin erken tespiti igin

biyobelirteglerin kullanilmasi biiyiik 6nem arz etmektedir.

2018 yilinda, Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Yaslanma Enstitiisii (NIA) ve Alzheimer
Dernegi (AA), AH’nin tanimi ve teshisi i¢in amiloid B, tau, ndrodejenerasyon aragtirma
gergevesini Onerdi. Bu ¢ergeve, klinik-biyolojik bir teshisinden hem semptomsuz hem de
semptomatik asamalarda uygulanabilinen sadece biyolojik bir AH teshisine gecisi miimkiin
kilmistir. Biyobelirteclere artan erisim ve gelecekte kan biyobelirteglerinin temel hastalik
strecleri  hakkinda bilgi saglama potansiyeli, AH’nin teshisinde biyobelirteglerin

smirlamalarinin géz 6niine alinmasini 6nermektedir (Dubois ve ark., 2021).
4.1.6. AH’nin risk faktorleri
4.1.6.1. Genetik faktorler

AH, belirtilerin baslangi¢ yasina gore iki ana tipe ayrilabilir. Erken baslangicli AH, 65 yasin
altindaki bireyleri etkilerken, ge¢ baslangicli AH 65 yas veya daha yash bireyleri etkiler (Elahi
ve ark., 2020). Genetik faktorler AH riskinin biiyiik bir kismini olusturur ve yaklasik %70'iyle
iliskilendirilir. Erken baslangigli AH, genellikle APP, PSEN1 ve PSEN2 genlerindeki
mutasyonlarla iliskilendirilirken, ge¢ baslangich AH o6zellikle APOE genindeki bir
polimorfizmle (6zellikle €4 alelinin varligl) baglantilidir (Giri ve ark., 2016; Xiao ve ark.,
2021). APP geninde 30'dan fazla baskin mutasyon bulunur ve erken baslangi¢li otozomal
dominant AH vakalarimin yaklasik %15'ine neden olur. PSEN1 mutasyonlari, erken baslangiglt
AH vakalarinin %80'ine baglanirken, %5't PSEN2 mutasyonlariyla iliskilendirilir. Bu
mutasyonlar genellikle AB42: AB40 oranini artirarak amiloidojenik siireci tetikler (Bekris ve
ark., 2010; Calero ve ark., 2015). Apolipoprotein E (ApoE), APOE geni tarafindan kodlanan,
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lipid metabolizmasinda rol oynayan bir proteindir. Tanimlanan ti¢ APOE aleli vardir (€2, €3 ve

€4). AH riskini &4 alelinin varlig1 artirirken, €2 aleli AH riskini azaltir (Martens ve ark., 2022).
4.1.6.2. Hipertansiyon

Hipertansiyon, vaskiiler duvarlarda degisikliklere neden olabilen bir durumdur ve bu
degisiklikler hipoperflizyona, iskemiye ve serebral hipoksiye yol agabilir, bu da AH gelisimini
tetiklemeyebilir. Arastirmalar, serebral iskeminin, APP ve AP birikimine yol agabilecegini ve
AP sentezine katilan presenilin ifadesini uyarabilecegini gdstermektedir. Ayrica, yiiksek
tansiyon, daha once tartisilan mekanizmalarla iligkilendirilen bir olay olan KBB’nin islev
bozukluguna yol agabilir (Chen ve ark., 2017). Yapilan bazi ¢alismalarda ise, diisiik kan
basincinin ayn1 zamanda demans ile iligkili olabilecegini ve kan basincinin AH"nin klinik 6ncesi
ve sonraki asamalarinda ileri biligssel bozuklukla birlikte diistiigiinii gosterilmistir (Falsetti ve
ark., 2022).

4.1.6.3. Tip 2 diabetes mellitus

Tip 2 diabetes mellitus (T2DM), insiilin direnci, glukoz metabolizmasi bozuklugu ve insiilin
direnci ile karakterize edilen bir metabolik bozukluk kategorisine girer ve sonunda pankreasta
B hiicrelerinin tahribatina yol agar (Inaishi ve Saisho, 2020). Giderek artan kanitlara gore,
T2DM, demans ve AH gibi norodejeneratif hastaliklarla iligkilidir. Beyin atrofisi, azalmig
serebral glukoz metabolizmasi ve santral sinir sisteminde meydana gelen insiilin direnci AH ve
T2DM’nin ortak o6zellikleridir (Verdile ve ark., 2015). Her iki hastalik da bilissel bozulma ve
inflamasyon gibi ortak Ozellikler sergiler. AP tarafindan tetiklenen inflamasyon, Afi-a2
peptidlerinin tiretimini daha da artirir. Noronal insiilin direnci, insiilini de parcalayan bir enzim
olan insiilin parcalama enzimi tarafindan AP birikimine yol agar (de Nazareth, 2017). insiilin
parcalama enzimi, insiilin i¢in rekabetci bir substrat olarak islev géren AP oligomer birikimini
engelleyemez ve bu insiilin direnci, hem AP hem de tau oligomer iretimini kolaylastirir
(Chatterjee ve Mudher, 2018).

4.1.6.4. Obezite

Orta yas obezitesi, Bat1 diinyasindaki yetigkinlerin %10"unun iizerinde etkili bir sorundur.
Epidemiyolojik ¢alismalar, orta yasta yiiksek viicut kiitle indeksi ile ileri yasta AH ve demans
riski arasinda bagimsiz bir iliski oldugunu gostermektedir. Bir meta-analiz, 35 ila 65 yaslari

arasindaki yaklasik 600,000 katilimciy1 iceren 19 ¢alismanin sonuglarini inceleyerek obezitenin
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ileri yasta demans riskini artirdigini gostermistir. Ayrica, hastalarin otopsi sonuglari ve beyin
goriintiileme ¢alismalari, obezitenin AH veya hafif biligsel bozukluk teshisi konmus hastalarda
daha biylik kortikal atrofi ile iliskilendirildigini gostermektedir (Albanese ve ark.,
2017).(Chuang ve ark., 2016). Bununla birlikte, ilging bir sekilde, viicut kiitle indeksinin
demans teshisi oncesinde azaldig1 ve bazilarma gore bu azalmanin demansin bir 6ngorii isareti
olabilecegi gbzlemlenmistir. Ancak, 65 yasindan dnce kilo kaybinin demansi 6nlemeye yonelik
uzun vadeli etkileri veya kilo kaybinin etkisi hakkinda yapilan miidahale ¢aligmalar1 heniiz

mevcut degildir (Serrano-Pozo ve Growdon, 2019).
4.1.6.5. Stres, depresyon ve uyku bozuklugu

Savunmasiz bireylerde kronik ve kalici stres, hipertansiyon, obezite ve metabolik sendrom gibi
AH ile birlikte goriilen bozukluklar ve psikiyatrik bozukluklar i¢in belirlenmis bir risk
faktoriidiir (Caruso ve ark., 2019). AH nin patogenezinde dnemli bir rol oynayan stres, hayvan
modeli ¢aligmalariyla incelenmistir. Stres, hipotalamus, hipofiz ve adrenal ekseni adi verilen
siirecin asir1 aktivasyonuyla karakterizedir ve kortizol iiretiminde artisa yol acarak beyinde AP
peptidi birikimini artirabilir. Bu birikim, 6zellikle hipotalamus ve prefrontal korteks gibi beyin
bolgelerinde gozlenir (Silva ve ark., 2019). Carroll ve arkadaslari bu hiperaktivasyonun neden
oldugu uzun siireli stresin, farelerde hiperfosforile tau birikiminde ve nérodejenerasyonda da

bir artisa neden oldugunu goézlemlemistir (Carroll ve ark., 2011).

Yirmi yil onceki ilk biiylik niifus tabanli ¢aligmalar ve sonraki epidemiyolojik calismalar,
depresyonun bilissel gerileme ve 6zellikle AH’deki demans gelisme riskini artiran bir faktor
olarak tanimlamistir. Meta-analizlerden gelen artan kanitlar, depresyonun demans riskini iki
katindan fazla artirdigin1 gosterdi, bu da bir nedensellik faktorii hipotezini isaret etmektedir.
fleri arastirmalar, depresif belirtilerin siddeti ile demans riski arasinda derecelendirilmis bir
iliski oldugunu dogrulamaktadir ve bu risk, siddetli depresyon durumlarinda daha belirgin hale
gelmektedir. Ayrica, g¢aligmalar depresyon episodlarinin sayisi ile demans gelistirme riski
arasinda giiclii bir iliski oldugunu 6nermektedir, her depresyon episodu ile her tiirlii demans

riskinde %14'liik bir artis1 isaret etmektedir (Dafsari ve Jessen, 2020).

Uyku, AH patogenezinde rol oynayan oOnemli faktorlerden biridir. Beynin kendini
yenilemesinde gorev alir ve hafizay: giiglendirir (Liguori ve ark., 2021). Iyi kaliteli uyku, giiniin
ve gecenin dongiisiidiir, yani giindiiz aktivitesi gece uykusuyla takip edilir. Bir¢cok ¢alisma,
uyku degisikliklerinin hiicresel yapiyr degistirdigini ve bu nedenle beyin AP temizleme
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mekanizmasm etkiledigini bulmustur. Kaliforniya Universitesi'nden bir arastirmaci ekibi, 20
saglikli bireyin beyninde bir gece tam uyku ve bir gece uyku yoksunlugu sonrasi1 A yiikiinii
Oletligli bir ¢aligma yiiriitmiistiir. Bir gece uyku yoksunlugunun, normal bir gece tam uyku
sonrasi beyindeki talamus ve sag hipokampiisteki A yiikiinde 6nemli bir artisa neden oldugu
gozlemlenmistir (Shokri-Kojori ve ark., 2018). Benzer sekilde uyku bozukluklari da demans
riskinin artmasina neden olabilir. Shi ve arkadaslarinin 2018 yilinda yaptig1 bir meta-analiz,
uyku bozuklugu olan bireylerin demans gelistirme riskinin arttigini gosterdi. Daha spesifik
olarak, uykusuzluk sorunu yasayan bireylerin AH gelistirme riskinin yiiksek oldugunu gosterdi
(Shi ve ark., 2018). Lucey ve arkadaslar1 gelecekte AH gelisme riskini azaltmak i¢in ortalama

8-9 saatlik uyku onerisinde bulunmuslardir (Lucey ve Bateman, 2014).
4.1.6.6. Sigara ve alkol kullanimi

Tiitlin kullanim1 ve obezite, diinyada 6liim riski tasiyan onde gelen faktorler arasinda yer
almaktadir. Sigara icmek, AH riskini ¢esitli mekanizmalar aracilifiyla etkileyebilir. Bilindigi
lizere sigara igmek, serbest radikallerin {iretimini artirma, oksidatif stresi artirma ve bagisiklik
sisteminde proinflamatuar etkiyi tesvik etme potansiyeline sahiptir, bu da fagositlerin
aktivasyonuna ve dolayisiyla oksidatif hasara yol agmaktadir. Ayrica, sigara igmek, AH riskini
artiran beyin damar hastalig1, felg, kalp hastalig1 gibi serebrovaskiiler hastaliklara yol acabilir.
Baz1 yiiksek gelirli iilkelerde sigara igme oraninda azalma goriilse de birgok diisiik ve orta gelirli
ilkede sigara igenlerin sayisi hala artmaktadir (Rasmussen Eid ve ark., 2019; Silva ve ark.,
2019). Durazzo ve arkadaslarina gore, bugiin literatiirde sunulan kanitlarin toplami, demans
insidansini azaltmak amactyla sigara igmenin kesilmesinin dnerilmesi i¢in yeterli olacak kadar

giicliidiir (Durazzo ve ark., 2014).

Alkol tiiketimi, AH riskini etkileyen faktorlerden biridir ve bu konu iizerine yapilan arastirmalar
onemli bulgular sunmustur. Ozellikle asir1 ve kronik alkol kullanimi, norodejeneratif
hastaliklarin riskini artirabilir. Arastirmalar, diizenli asir1 alkol tiiketiminin beyin hiicreleri
lizerinde zararli etkilere neden olabilecegini ve bilissel islevlerin bozulmasina katkida
bulunabilecegini gostermektedir. Bununla birlikte, diisik veya Olgiilii miktarda alkol
tikketiminin bazi ¢alismalarda biligsel gerileme riskini azaltabilecegi 6ne siiriilmiistiir. Alkoliin
AH riski tizerindeki rolii karmasiktir ve tiiketilen miktar, siklik ve kisisel faktorler gibi bircok

degiskeni icermektedir. Saglik agisindan en iyisi, alkol tiiketimini 1liml1 diizeylerde sinirlamak
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ve kisisel saglik durumunu géz 6nilinde bulundurarak doktor tavsiyelerine uymaktir (Ball ve

Darby, 2022; Peng ve ark., 2020).
4.1.7. AH’de tedavi yaklasimlari
4.1.7.1. Farmakolojik ve farmakolojik olmayan yaklasimlar

AH’nin mevcut ilag tedavileri, demansin biligsel semptomlar: ile davranigsal ve psikolojik
semptomlarnin ilerlemesini smirlamak i¢in 1iyilestirici olmaktan ziyade semptomatik
temellidir. FDA tarafindan dort ilacin piyasada kullanimi onaylanmistir. Bunlar
antikolinesteraz inhibitorleri grubundan olan donepezil, galantamin, rivastigmin ve anti-

glutaminerjik bir ilag olan memantindir (Se Thoe ve ark., 2021).

Antikolinesteraz inhibitorleri, belirli néronlar arasinda bilgi aktarimini saglayan ve hafizada rol
oynayan bir molekiill olan beyindeki asetilkolin seviyesini arttirmak i¢in tasarlanmis
molekiillerdir. Bu tedavilerin amaci AH'li kisilerin santral sinir sisteminde gozlenen asetilkolin
eksikligini diizeltmektir. Anti-glutaminerjikler, NMDA reseptorlerinin rekabet¢i olmayan bir
antagonist etkisi yoluyla glutamat seviyelerini diizenlemek i¢in kullanilir. Glutamat, beynin
o0grenme ve ezberleme fonksiyonlarinda rolii olan bir nérotransmitterdir. Yiiksek glutamat
diizeylerinin néronlarin dliimiine neden olan patolojik etkilere neden oldugu diistiniilmektedir.
Bu ilag¢ tedavileri hastaligin gelisimini geciktirmek, biligsel islevleri gecici de olsa stabilize
etmek veya iyilestirmek, davranis bozukluklarini kontrol altina almak amaciyla
kullanilmaktadur. Iyilestirici olmasa da bu tedaviler yine de AH'li kisiler ve onlara bakan kisiler
icin bagimsizligin korunmasina ve yasam kalitesinin iyilestirilmesine yardimci olur. Ancak
etkinligi yalnizca kismi ve en iyi ihtimalle gegici olan bu tedaviler, AH'nin nedeninden ziyade
yalnizeca sonuclarini etkiler. Bu tedaviler, nérodejenerasyon siireci ortaya ¢ikmadan onceki
erken asemptomatik asamada daha faydali olabilir (Cummings ve ark., 2018; Cummings ve
ark., 2019; Fish ve ark., 2019).

Ilag tedavilerinin yani sira farmakolojik olmayan tedaviler de norodejeneratif hastaliklarin
tedavisine alternatif teskil etmektedir. Bu tedavilerden bahsederken terapistler ve psikologlar
gibi farkl saglik profesyonellerinin roliinii vurgulamak 6nemlidir. Mesleki terapi, bu hastalarin
kendilerine giivenini artirarak gilinliik yasam aktivitelerinin biligsel ve davranissal egzersizler
aracilifiyla gelistirilmesine izin verdigi i¢in tedavinin Snemli bir par¢asini temsil eder.

Psikolojik terapi, AH hastalar1 i¢in temel bir rol oynar, ¢linkii depresyon veya anksiyete gibi
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stireglerle basa ¢ikmalarini saglayan gerekli araglari sunar. Bu, AH’de yaygin olarak goriilen
ve biligsel ve islevsel diizeylerde 6nemli sonuglari olan klinik belirtilere sahiptir (Matilla-Mora
ve ark., 2016; Zucchella ve ark., 2018) on olarak, herhangi bir hastaligin en iyi tedavisinin iyi
bir 6nleme stratejisinde yattigini1 vurgulamak onemlidir. Bu baglamda, fiziksel egzersiz i¢eren
saglikli bir yasam tarzin1 benimsemek, Akdeniz diyeti ve iyi bir uyku aligkanlig, biligsel
gerilemeyi azaltma ve AH riskini azaltma ile iliskilendirildigi i¢in etkili stratejilerden biri olarak
kanitlanmistir. Bilissel terapi, AH’nin dnlenmesinde en iyi sonuglar1 veren farmakolojik
olmayan bir tedavi olarak konumlandirilmistir. Bu terapi, bilissel uyarim ve egitim

egzersizlerinin gelistirilmesi ile karakterizedir (L. Y. Wang ve ark., 2020).
4.1.7.2. Yeni tedavi yaklasimlari

Bir¢ok ila¢ denemesi KBB’deki gecirgenlik sorunlari nedeniyle basarisiz olmaktadir. Bu
sorunun Ustesinden dozu artirarak gelinmeye ¢alisilsa da ikincil istenmeyen etkilerin ortaya
¢ikma riski ¢alismalarin ilerlemesine engel olmaktadir (Anthony ve ark., 2021; Chakraborty ve
ark., 2017). Tedavi gelistirme egilimi, tek bir patolojik hedeften, noroinflamatuar ve
ndrodejeneratif siireclere dogru daha karmasik bir mekanizmaya kaymaktadir. Ilaglarin yeniden
konumlandirilmas1  farmakolojik gelismeyi hizlandirabilirken, farmakolojik olmayan
midahaleler, Ozellikle tekrarlayan transkraniyal manyetik stimiilasyon ve transkraniyal
dogrudan akim stimiilasyonu gibi klinik uygulama potansiyeline sahiptir. Gelecekte, hekimlerin
hassas tip temelinde uygun miidahaleleri bireysel olarak se¢gmeleri miimkiin olabilir (Yu ve ark.,

2021).

Biyobelirtegler, normal biyolojik ve patojenik siirecleri degerlendirmek igin kullanilan
gostergelerdir. Tedavi yontemlerinin farmakolojik etkilerini izlemek i¢in kullanilmasinin
yaninda AH’de yasli hastalarin saglik durumunu ve hastalik siddetini degerlendirmek igin
kullanilabilir. Yillar boyunca A proteinlerini hedefleyen ilaglara artan vurgu olmasina ragmen,
bu ilaglar heniiz ¢ok sayida olumlu sonu¢ vermemistir. AH igin prognostik ve tanisal
biyobelirtegler mevcut olsa da yiiksek maliyet ve sinirh erisim nedeniyle sadece sinirl sayida
hasta bu klinik olarak mevcut biyobelirteclerle test edilmistir. Bu nedenle, AH hastalari
tizerinde biiyiik bir etki yaratacak sekilde herhangi bir klinik ortamda yapilabilen uygun
maliyetli ve uygulanabilir bir kan testi gelistirmek onerilmektedir (Teunissen ve ark., 2022).
Plazma AP42 ve APao seviyeleri su anda AH i¢in kabul edilmis biyobelirteglerdir. Yapilan

calismalarda AP seviyelerinin yasl insanlarda AH’nin Ontani olarak kullanilabilecegi tespit
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edilmistir. Bu biyobelirteclerin zaman i¢inde bilissel bozulma veya AH baslangiciyla nasil
degistigini arastirilmistir. Seviyelerin izlenmesi sonucunda, takip siiresi boyunca APas2
seviyeleri artan kisilerin, diisiik seviyelere sahip olanlara gére AH gelistirme olasiliginin

anlamli derecede daha fazla oldugu goriilmistiir (Olsson ve ark., 2016).
4.2. AH Tedavisinde Nanopartikiiler Ila¢ Tasiyic1 Sistemler

Norolojik bozukluklarin tedavisindeki ana sinirlamalardan biri, ilaglarin beyne iletilmesinin
zorlugudur. Beyin, serebral mikrodamarlarin endotel hiicreleri tarafindan olusturulan segici bir
bariyer olan KBB ile cevrilidir. Mikrodamarlarin yiizeyi yetiskinlerde ortalama 12-18 m? ile
kan-beyin aligverisi i¢in en biiyiik araylizdiir. KBB, iyon ve besin taginmasini diizenleyerek
beyin homeostazisinin korunmasindan ve beyni norotoksik molekiillere karsi korumaktan
sorumludur. BBB'nin islevini yerine getirebilmesi igin benzersiz bir anatomisi vardir. Beyin
endotel hiicreleri sik1 baglantilarla birbirine baglanir ve fenestrasyonlar1 yoktur. Bu bariyeri
asmak i¢in ¢esitli alternatifler ortaya atilsa da olarak, gecirgenlik problemini ¢ézmenin en
yenilik¢i bir yolu, ilaglart nanopartikiillerin (NP) i¢ine yiiklemektir. Avrupa Komisyonu'na
gbre nanomalzemeler, 1-100 nm boyut araliginda en az %50 partikiil igeren malzemelerdir
(Lombardo ve ark., 2020). NP’ler aktif etken maddeler ile birlestirilmis kolloidal elementlerdir
ve biyolojik sistemlerde kontrollii ilag saliminin yaninda hedef dokuda ilag dagitimini saglayan
bir sistem olarak kabul edilir. Geleneksel ilag dagitim yontemlerinin karsilastign diisiik
biyoyararlanabilirlik, hizli ilk gecis metabolizmasi gibi 6nemli kisitlamalari agma potansiyeline
sahiptir. (Hanafi-Bojd ve ark., 2015; Santonocito ve ark., 2021). Polifenoller, proteinler ve
peptitler gibi bazi biyoaktif maddelerin gastrointestinal sistemlerde diisiik ¢oziiniirlik ve
emilime sahip olduklari gozlemlenmistir ve bu da biyolojik sistemlerde zayif terapotik
etkinliklerini ve klinik denemelerdeki basarisizligin nedenini agiklamaktadir (Munin ve
Edwards-Lévy, 2011; Hajieva, 2017). NP'ler, ilac1 giivenli bir sekilde tasinmasini saglayarak
asidik ortamin iistesinden gelir ve daha diisiik bir dozda maksimum etkinlik saglayarak bu
engelleri asar. Ayrica, sekil degistirebilen fizikokimyasal ozellikleri sayesinde, diisiik
¢cOziinlirliige sahip bir ila¢c aday1 bile hedeflenen bdlgeye etkili bir sekilde tasinabilir ve
farmakokinetik profilini iyilestirebilir (Saraiva ve ark., 2016).
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4.3. Botanik Bilgiler
4.3.1. Sideritis cinsi

Sideritis cinsi, Lamiaceae familyasina aittir. Kuzey Yarimkiire'nin iliman ve tropikal
bolgelerine yayilmis 150'den fazla tiirii igerir ve Sideritis ve Marrubiastrum (Moench.)
Mendoza-Heuer olmak tizere iki alt cinsa ayrilir. Esas olarak Balkan Yarimadasi ve Akdeniz
bolgesinde dagilim gosterir. Tiirkiye'de ortalama 45, Yunanistan ve Balkanlar genelinde ise
yaklagik 10 tiir bulunur. Tiir sayisi, tiirler arasindaki yiiksek diizeyde polimorfizm, ekotip
cesitliligi ve tiirler aras1 melezlenme de dahil olmak iizere taksonomik islem ve kavramlarina

baglidir ve bu nedenle net degildir (Aneva ve ark., 2019).

Sideritis cinsleri, Tirkiye'de genellikle "dag cay1" ve "adagay1" olarak adlandirilir ve halk
tibbinda bitki ¢ay1 olarak yaygin bir sekilde kullanilir. Halk tibbinda bitkinin toprak iistii
kisimlariin kaynatma ve inflizyonlari, antiinflamatuar, antimikrobiyal, anti-iilseratif, ditiretik,
antispazmodik, antioksidan, analjezik, antikonviilsan, antifungal ve gaz giderici etkileri de dahil
olmak {izere genis bir yararli 6zellik yelpazesi nedeniyle oral veya topikal olarak uygulanir. Bu
ozellikler, Sideritis cinsini iltihap, soguk alginligi, astim, bronsit ve gastrointestinal
rahatsizliklar gibi cesitli durumlarin tedavisinde degerli kilar (Simsek Sezer ve Uysal, 2021;
Zyzelewicz ve ark., 2020). Ayrica, yapilan ¢alismalar bu bitkilerin T2DM, Parkinson hastalig
ve AH gibi hastaliklarin tedavisinde de etkili oldugunu gostermektedir (Hofrichter ve ark.,
2016)

AH {iizerine yapilan Sideritis tiirleri lizerine yapilan ¢alismalarda, bu etkinin yiiksek antioksidan
aktivite ve norokoruyucu potansiyellerinden kaynaklandigi anlasilmistir. Sideritis tiirlerinin
icerikleri degerlendirildiginde, fenolik bilesikler, flavonoidler, tanenler ve monoterpinoitler
gibi ana fitokimyasal iceriklere sahip olduklar1 goriilmistiir (Turkmenoglu ve ark., 2015;
Ververis ve ark., 2023; Zengin ve ark., 2016). Yapilan arastirmalar, luteolin, rosmarinik asit
ve apigenin gibi bazi flavonoidlerin, AH’ye karsi potansiyel koruma saglayabilecegini

gostermektedir (Dourado ve ark., 2020; Hase ve ark., 2019; Kwon, 2017).
4.3.1.1. Sideritis germanicopolitana Bornm. subsp. viridis Hausskn. ex Bornm. (SGV)

Cok yillik, 30-90 cm uzunlugunda, basit veya dallanmis bitkiler. Govdeler kisa, yayik glandular
tiyli, seyrek eglandular tilysiiz veya tiiyli. Orta gévde yapraklari lenseolattan linear-lanseolata

kadar degisen sekillerde, lamina 5-12x1-2 cm boyutlarinda, uglart mukronattan akuminata
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kadar, kenarlar1 tam veya seyrek dentikulat-serrat, sapsiz veya 6 cm'ye kadar sapli, internodlar
8 cm'ye kadar. Vertisillastrumlar 5-16(-24), 6 cicekli, 1.5-6 cm aralikli. Brakteler cogunlukla
uzun-kaudat, 2-6 cm. Kaliks 9-13 mm uzunlugunda, 4 mm uzunluga kadar kadar eglandular
tilylerle yogunca kapli, disler ticgenden linear-lanseolata kadar degisen sekillerde, 3.5-5.5 mm,

akuttan akuminata kadar, glandsiz veya kisa glandli. Korolla sar1, 12-14 mm uzunlugunda, i¢

tarafta tiiyli (Davis, 2019).

Sekil 1. Sideritis germanicopolitana Bornm. subsp. viridis Hausskn. ex Bornm. bitkisi (Fotograf: Dr. Ogr. Uyesi
I. Senkardesler, 2021)

4.3.1.2. Sideritis Libanotica Labill. subsp. Linearis (Bentham) Bornm. (SLL)

Cok yillik, 20-60(-95) cm uzunlugunda, basit veya dallanmis, yatik beyaz-tomentoz, glandsiz
veya yesilimsi, ¢iplaklasan, siklikla mikroglandli. Govde yapraklar 4-8 ¢ift, internodlar 3-10
cm, ortadaki yapraklar lineardan linear-lanseolata kadar degisen sekillerde, 1-4(-6)x0.3-1 cm
boyutlarinda, uglar1 mukronat, akut veya akuminat, kenarlar1 ince serrat-dentikulat veya tam.
Vertisillastrumlar 2-15, her biri 6 ¢igekli, (1-)-2-9 cm aralikli. Ortadaki brakteler ovat-kordattan
orbikulara kadar ve reniform, 8-20x7-13 mm boyutlarinda, mukronat veya akuminat, akumen
2-8(-15) mm uzunlugunda. Kaliks 5.5-9 mm uzunlugunda, hemen hemen yogun tiiylii, bazen
serpistirilmis sekilde salgi tiiylii, disleri 2.5-3.5 mm uzunlugunda, lanseolat, tiiylii uglu. Korolla
sar1, (7-)-10-13 mm uzunlugunda, tiiylii ve i¢ tarafta kahverengi ¢izgili (Davis, 2019).
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Sekil 2. Sideritis Libanotica Labill. subsp. Linearis (Bentham) Bornm. bitkisi (Fotograf: Dr. Ogr. Uyesi I.
Senkardesler, 2023)
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Materyaller

PLGA (Asit terminalli, laktit:glikolit 50:50, Molekiil agirligi 24,000-38,000 Da), PEG
(Molekiil agirligi ~4000 g/mol), hiicre kiiltiirinde kullanilan soliisyonlar ve kullanilan
solventler Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, ABD)’den temin edilmistir. AB1-42 GenScript
Biotech Corporation’dan (NJ, ABD) satin alinmigtir. ELISA Kitleri; Bioassay Technology
Laborator, Korain Biotech Co. Ltd. (Shanghai, China)’dan temin edilmistir. qRT-PCR Kitleri ;
QIAGEN (Venlo, Hollanda)’dan temin edilmistir. qRT-PCR analizde kullanilan primerler
Sebtebiolab Biyoteknoloji (Ankara, Tiirkiye)’den satin alinmistir.

5.2. Bitki Materyalinin Temin Edilmesi

SGV'nin toprak istii kisimlari, 2022 yilinda Tiirkiye'nin Karadeniz bolgesinde, Kastamonu'da
toplandi. SLL'nin toprak {stii kisimlar1 ise 2022 yilinda Tiirkiye'nin Akdeniz bdlgesinde,
Kahramanmaras'ta toplandi. Her iki bitki de ¢iceklenme doneminde toplandi. Bitki materyalleri
Dr. Ogr. Uyesi Ismail SENKARDES tarafindan tanimland: ve Marmara Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Herbariumu'nda (MARE Numaralari: 22881, 19155) saklandx.

5.3. Ekstrelerin Hazirlanmasi

SGV ve SLL'nin toprak tistii kisimlar1 gélgede 25°C sicaklikta kurutuldu. Kuruduktan sonra
bitki materyalleri uygun agirlikta ince toz haline getirildi, bu islem mekanik bir 6giitiicli (Renas,
RBT1250) kullanilarak gergeklestirildi. Toz haline getirilen kurumus toprak iistii kisimlar,
EtOH-d.H20 (7:3, v/v) solvent karigimini kullanarak masere edildi. Maserasyon isleminden
sonra s1v1 kisim siizgeg¢ kagidindan siiziiliip alindi. Alinan siiziintiilerin solventleri bir lyofilizor
(Scanvac, CoolSafe) cihazi kullanilarak uguruldu ve ham ekstreler elde edildi. Elde edilen

ekstreler, ¢calisma giiniine kadar 4°C'de buzdolabinda saklandi.
5.4. In Vitro Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri
5.4.1. 2,2-difenil-1-pikril-hidrazil (DPPH) radikali giderme aktivite tayini

0,5-5 mg/mL konsantrasyonlarda hazirlanan ekstrelerden 10’ar pL alinarak, 240 pL 0,1 mM
DPPH c¢ozeltisi ilave edildi. Karisim bir dakika boyunca vortex ile karistirildi ve oda
sicakliginda 30 dakika boyunca karanlikta bekletildi. Absorbans, bir mikroplaka okuyucu
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(Epoch, BioTek) kullanilarak 517 nm dalga boyunda referansa kars1 dl¢iildii. Ayni1 prosediir,
askorbik asit standart ¢ozeltileri i¢in de uygulandi. % DPPH radikali giderme kapasitesi asagida

verilen formiil kullanilarak hesaplandi:

% DPPH radikali giderme kapasitesi = [(AO - A1)/A0 ] x 100]
AO0: Kontrol ¢6zeltisinin absorbansi

Al: Bitki ekstreleri ve standart ¢ozeltilerin absorbansi

Baslangig DPPH konsantrasyonunda %50 azalmaya neden olan ekstre/standart
konsantrasyonunu belirleyen 1Cso degeri, incelenen konsantrasyonlara kars1 % serbest radikal
giderme aktivite degerlerinin yerlestirilmesi ile hesaplandi. ICso degeri mg/mL cinsinden ifade
edildi. Deney ii¢ kez yapildi ve verilerin ortalamalari ile standart sapma hesapland: (Fu ve ark.,
2010).

5.4.2. Demir indirgeme antioksidan giicii tayini (FRAP)

FRAP yontemi, 25 mL 300 mM asetat tamponu (pH 3,6), 2,5 mL 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazin
¢ozeltisi ve 2,5 mL 20 mM FeClsz-6H20 igeren bir FRAP reaktifi hazirlayarak gerceklestirildi.
Bu reaktif daha sonra 37°C’de 30 dakika boyunca inkiibe edildi. Ardindan, FRAP ayiracinin
190 pL‘si 10 pL ekstre veya standart ile karistirilarak, ekstre yerine distile su konularak
hazirlanan kore karsi absorbans artis1 593 nm’de oOl¢iildii. Ekstre'nin FRAP degeri, 0,05 mM,
0,1 mM, 0,2 mM ve 0,4 mM konsantrasyonlarina sahip FeSO4.7H20 stok ¢ozeltisi kullanilarak
hazirlanan bir kalibrasyon tablosu yardimiyla belirlendi. Fe?* igin kalibrasyon denklemi A =
4,585x + 0,0541 (R2 = 0,9926) olarak elde edildi. Ekstrelerin FRAP degerleri mM Fe2+/mg
ekstre olarak ifade edildi ve standart olarak kullanilan butilhidroksianisol (BHA) ile
karsilastirildi (Taskin ve ark., 2021).

5.4.3. Bakar (I1) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite yontemi (CUPRAC)

CUPRAC reaktifini hazirlamak i¢in, sirasiyla bakir(Il) ¢ozeltisi, neokuproin ¢ozeltisi ve 1 M
amonyum asetat tamponundan her birinden 60 pL alind1 ve karistirildi. Daha sonra, 60 pL
ekstre ve 10 pL etanol karisima eklenerek olusan ¢6ziim salland1 ve agzi kapali bir sekilde oda
sicakliginda 60 dakika boyunca bekletildi. Bu inkiibasyon siiresinin sonunda, ¢ozeltinin
absorbansi numuneyi icermeyen bir referans ¢ozeltisine kars1 450 nm'de Olgiildii. Standart
olarak Trolox kullanildi ve 1 mM Trolox stok c¢ozeltisi, bir Trolox standart egrisi olugturmak

i¢in hazirlandi. 1 mM, 0,8 mM, 0,6 mM, 0,4 mM, 0,2 mM ve 0,1 mM konsantrasyonlarda
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calisma cozeltileri, stok ¢ozeltiyi etanol ile seyrelterek hazirlandi. Farkli konsantrasyonlardaki
Trolox ¢ozeltileri aym1 sekilde CUPRAC yontemi ile degerlendirildi. Bir kalibrasyon egrisi
hazirland1 ve egri icin denklem A = 5.281x + 0.05055 (R? = 0.9935) olarak belirlendi.
Ekstrelerin CUPRAC degerleri mM Trolox/mg ekstre olarak ifade edildi ve standart olarak
kullanilan askorbik asit ile karsilagtirildi (Dziurka ve ark., 2021).

5.5. In Vitro Antikolinesteraz Aktivite Tayin Yontemi

Asetilkolinesteraz (AChE) inhibisyon aktivitesi, Ellman ve ark. tarafindan tarif edilen
yontemde yapilan bazi degisikliklerle bir mikroplaka okuyucu (Epoch, BioTek) kullanilarak
belirlendi (Ellman ve ark., 1961). Reaktif ¢ozeltileri hazirlamak igin taze hazirlanmis pH 8,0'de
50 mM Tris-HCI tamponu kullanildi. AChE ¢ozeltisi ve 6rneklerden 20’ser pl alindi ve 40 pulL
Tris-HCI tamponu ile karistirildi. Ardindan 25°C'de 10 dakika boyunca inkiibe edildi. Daha
sonra, karisima 20 pL asetiltiyokolin iyodiir (ATCI) substratt (50 mM) eklenerek oda
sicakliginda 5 dakika boyunca inkiibe edildi. Ardindan, 100 uL (20 mM) 5,5'-ditiyobis(2-
nitrobenzoik asit) (DTNB) karisima eklenerek absorbans bir referansa kars1 412 nm'de 6l¢iildii.
Ayn1 prosediir standart olarak kullanilan galantamin i¢in uygulandi. Her deney ii¢ kez

gerceklestirildi ve sonuglar kontrol karsisinda enzim inhibisyonunun yiizdesi olarak ifade
edildi.

5.6. NP’lerin Uretilmesi

PLGA/PEG Kopolimerinin Sentezi: Bu kopolimer, Zentner ve arkadaslari tarafindan
bildirildigi gibi halka agma yonteminde baz1 degisiklikler yapilarak sentezlenmistir (Zentner ve
ark., 2001). PEG 4000 (0.9 g), suyu ¢ikarmak i¢in 150 °C'de, 5 mmHg vakumda 2 saat 1s1tildu.
Katalizor olarak kalayli oktoat (0,04 mg) ilave edilmis ve karigimlar, 5 mmHg vakum altinda
160 °C'de 6 saat 1s1tildi. Reaksiyon tamamlandiktan sonra, kopolimerler diklorometan iginde
¢oziindiiriildii, ardindan safsizliklar1 ve reaksiyona girmeyen materyali ¢ikarmak icin distile
suda ii¢ kez yeniden kristallestirildi. Saflastirilmis kopolimerler, gece boyunca 37 °C'de 5

mmHg vakum altinda kurutuldu.

NP’lerin Ila¢ Kapsiillemesinin Hazirlanmasi: Ekstre yiiklii NP’ler, nanog¢oktiirme ydntemiyle
hazirlanmistir (Chen ve ark., 2011). 50 mg PLGA-PEG kopolimerine agirlikga %0,05 ekstre
eklenmis ve 5 mL asetonda ¢6ziindiiriildii. Polimer ¢ozeltisi vortekslenirken 0,7 mL etanol ilave

edildi. Karisimlar daha sonra emiilgator olarak agirlik¢a %0,1 TPGS igeren sulu bir ¢ézelti ile
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650 rpm karistirma hizinda karistirildi. Daha sonra sabit hizda karigmakta olan karigima
agirlik¢a %1 polisorbat 80 (P80) damla damla ilave edildi. 4 saat sonra siispansiyon yikandi ve
5°C, 15.000xg’de 1 saat boyunca santrifiijlendi.

5.7. Uretilen NP’lerin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Degerlendirilmesi
5.7.1. Zeta potansiyeli (§) ol¢iimii

Parcacik yiizeyindeki elektrik yiikiinii yansitan ve kolloidal sistemlerin fiziksel stabilitesini
gosteren zeta potansiyeli, Malvern Zetasizer 3 000 HSA (Malvern Instruments, UK)
kullanilarak elektroforetik hareketlilik belirlenerek oOlgtildii. P80 ile kapli PLGA-PEG ile
iiretilen NP’lerden olusan numune, 50 IS/cm'lik bir iletkenlige ayarlanan sodyum kloriir
soliisyonu (%0.9 w/v) ve iki kez distillenmis su icinde dl¢iildii. Olgiimler ii¢c kez tekrarlandi,

Ol¢timlerin ortalama degeri sunuldu (Sun ve ark., 2015).
5.7.2. Tla¢ enkapsiilleme verimliligi

flag enkapsiilleme verimliligi (EE), NP i¢indeki ila¢ miktarinin soliisyon icerisine konulan
toplam ila¢ miktarina agirlik olarak oranidir. 5 mg dondurularak kurutulmus NP’ler 5 mL
metanol ile 1 saat vortekslendi ve 0,22 um membran filtreden siiziildii. Daha sonra filtrattaki
ilag icerigi 278 nm'de ultraviyole (UV) spektrofotometre ile analiz edildi (Jose ve ark., 2014).
Olgiimler ii¢ kez tekrarlandi. Ila¢ enkapsiilleme verimliligi, asagidaki formiil kullanilarak

hesaplandi:

flag enkapsiilleme verimliligi = NP icindeki gercek ilag miktar1 / NP igindeki teorik ilag miktari
x %100

5.7.3. Taramah elektron mikroskobu (SEM)

Tiim 6rneklerin yiizeyi SEM'den 6nce 1 dakika siireyle altinla kaplandi. Sentezlenen NP’lerin
sekli, boyutu, morfolojisi ve dagilimi SEM (EVO LS 10, ZEISS) cihazi kullanilarak karakterize
edildi (Cam ve ark., 2021).

5.7.4. Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopu (FTIR)

NP’lerin kimyasal yapis1 ve igerigi FTIR ile degerlendirildi. Jasco FT/IR 4700 spektrometre
kullanilarak ekstrelerin NP’lere basarili bir sekilde yiiklenip yiiklenmedigi analiz edildi.
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Olgiimler iletim modunda, 400 ile 4000 cm™ arasinda ve oda sicakliginda gergeklestirildi.

Analiz i¢in OPUS Viewer (siiriim 6.5) yazilim1 kullanildi (Cam ve ark., 2021).
5.7.5. Diferansiyel taramah kalorimetre (DSC)

Olgiimlerde énce cihazin kalibrasyonu talimatlara uyarak yapildi. Ardindan DSC analizi,
Perkin Elmer Jade DSC ve Pyris yazilimi (PerkinElmer Inc., Mass., ABD) kullanilarak,
dinamik argon atmosferi altinda (20 ml dk™* ) 0-400 °C arasinda 10 °C dk™* 'lik bir 1s1tma hizinda
gerceklestirildi (Cam ve ark., 2021).

5.7.6. X 151m1 toz kirmimi (XRD)

NP igeriklerinin yapilarin1 ve kristalize formlarini analiz etmek icin Cu Ko radyasyonu ile D /
Max-BR difraktometresi (RigaKu, Tokyo, Japonya) kullanildi. Analizler 40 mV ve 30 mA'da
20 araliginda 5-90° araliginda yapildi ve veriler OriginPro 7.0 yazilimi (OriginLab
Corporation, MA, ABD) kullanilarak difrakrogramlara doniistiiriiliip degerlendirildi (Cam ve
ark., 2021).

5.7.7. In vitro ila¢ salim profili

NP'ler i¢inde kapsiillenmis ekstrelerin salim hizi ve modeline iligkin bir tahmine sahip olmak
i¢in, ekstre yiiklii NP formiilasyonlari iizerinde in vitro ilag salim testi yapildi. Once ekstrelerin
2-10 pg/mL arasinda degisen standart c¢ozeltilerinden dogrusal bir kalibrasyon egrisi
olusturuldu. Ardindan 20 mg NP, 4 mL PBS (pH 7.4) iginde yeniden siispanse edildi ve 37°C'de
bir ¢alkalayici i¢ine yerlestirildi. Belirlenen zamanlarda (1., 2., 4., 8., 24., 48., 72., 120., 144.,
168. ve 240. sa), siispansiyon 12.000 x g'de 10 dakika santrifiijlendi ve yiizeydeki slipernatan
cekildi sonra ayn1 miktarda taze PBS eklendi. Islem 3 kez tekrarlandi. Ornekler 425 nm’de UV
spektrofotometre kullanilarak 6l¢iildii (Cam ve ark., 2021).

5.7.8. In vitro salim kinetigi

Ekstrelerin - NP’lerden salimimini  degerlendirmek ve zaman iginde ilag plazma
konsantrasyonundaki degisikligi in vitro olarak simiile edildi Ila¢ salimm profillerini
hesaplamak i¢in Korsmeyer-Peppas, sifir-derece, birinci-derece, Higuchi ve Hixson-Crowell
modellerini igeren bes farkli matematiksel model kullanildi (Topal ve ark., 2022). Bu modeller

farkli degiskenleri ve kinetik sabitleri igerir ve bunlar sirasiyla K, Ko, K1, Kn ve Knc olarak
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temsil edilir. Belirli bir zaman noktasindaki ila¢ saliniminin kesirsel miktari, Q olarak gdsterilir

ve diflizyon tissii, n ile belirtilir.

Tablo 1. ilag saliim kinetigi matematiksel modelleri ve ilgili denklemler

Kinetik Modelleri Esitlikler
Korsmeyer-Peppas Kt"
Zero-order Q =Kot
First-order In (1-Q) =Kt
Higuchi Q = Kpt2
Hixson Crowell Q1/3= Knct

5.8. In Vitro Hiicre Kiiltiirii Cahsmalari

Insan noroblastoma hiicre hatti (SH-SY5Y) (CRL-2266™, ATCC), %10 (v/v) FBS %1 (v/v)
P/S ilavesi yapilmis EMEM/Ham's F12'nin 1:1 karisimini igeren tam bir ortamda 37°C, %5
CO2 ve %95 nispi nemde inkiibe edildi. Hiicrelerin gogaltilmasi sirasinda, hiicreler PBS ile
yikanip, hiicre kiiltiirii sisesinde ayrilmalarini kolaylastirmak i¢in tripsin-EDTA ile inkiibe
edildi. Hiicrelerin tripsinden uzaklastirilmasi i¢in 1200 rpm'de 5 dakika siireyle santrifiij islemi
gerceklestirildi. Pellet, taze besiyerinde pipetaj yapilarak tekrar siispande edildi. Hiicre
sayimindan sonra, hiicreler uygun bir seyreltmeyle T75 hiicre kiiltiirii kaplarina aktarildi ve her

3 giinde bir pasajlandi (Alonso ve ark., 2021).
5.8.1. AP1-42 ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Ticari olarak satin alinan liyofilize Api-42soliisyonu Pillot ve ark. tarafindan agiklanan yonteme

gore hazirlandi ve 72 saat 37 °C’de inkiibe edildi (Pillot ve ark., 1999).
5.8.2. Hiicre canhihg analizi

Hazirlanan hiicre hattindaki hiicreler %80 oraninda kiiltiir yilizeyini kapladiginda PBS ile

yikandiktan sonra % 0,25 Tripsin-EDTA kullanilarak kaldirildi ve 96 kuyucuklu plakalara
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(Corning) (0,5 x 10* hiicre/kuyu) hiicre ekimi yapildi. Bitki ekstreleri, ekstre yiiklii NP’ler ve
AP1-42 6 farkli dozda hazirlandi. Ana stok DMSO’da hazirland: ve hiicreye verilen oran % 0,1
olacak sekilde ayarlandi. 24 saat inkiibasyon sonrasi yeterli yogunluga gelmis hiicrelere her doz
igin tigerli kuyular olmak iizere ekstre verildi ve 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon yapildi. Bu
saatlerin sonunda total metabolik aktivitenin 6l¢iimiine dayanan 3- (4,5-dimetiltiyazol-2-il) -2-
5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) ajan1 kullanilarak hiicre canlilig1 analizi yapildi. Bunun
icin, hiicre kiiltiiriinde terapdtik inkiibasyonlar sonlandiginda, kuyularin her birine 10 pL, 5
mg/mL MTT ajan1 eklendi. 96 kuyucuklu plakalar 3 saat 37 °C, %5 CO2 ve %95 nispi nemde
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonras1 hiicre iizerindeki vasat ¢ekildi ve 100 uL DMSO
eklenerek olugan formazan Kristalinin ¢6ziinmesi saglandi. Daha sonra 5 dk boyunca galkalayici
tizerinde diisiik devirde galkalandiktan sonra ¢oklu plaka okuyucu (ELISA okuyucu, BioTek
Epoch) cihazinda 570 nm’de okutularak absorbans degerleri belirlendi (Sucu ve ark., 2019).
Numunelerin absorbans degerleri asagidaki formiilde belirtilen yerlere yazilarak her bir deney
grubunun hiicre canlilik orani hesaplandi. (%) CompuSyn (Paramus, NJ) yazilimi araciligiyla

sonuglar degerlendirildi ve ekstrelerin ICso degerleri tespit edildi (Chou ve Martin, 2005).
Hiicre canlilik orant = ( Anumune - Aksr /Akontrol — Aksr)

%Hiicre canlilik orani = (Anumune - Aksr /Akontrol - Aksr) X100

Anumune = Test grubunun absorbansi

Axkontrol = Kontrol grubunun absorbansi

Axsr = Kor grubunun absorbansi

5.8.3. Ekstrelerin kombinasyon indekslerinin (Cl) tespiti

Kiitle etki yasasinin medyan etki denklemi teorisi, doz ve etkinin birbirinin yerine
gegebilecegini ve tim doz-etki egrilerinin medyan etki grafigiyle diiz c¢izgilere
doniistiiriilebilecegini gosterir. Bu nedenle in vitro ve in vivo ¢alismalar igin kiigiik boyutlu
deneyler kullanilarak farmakodinamik analiz yapilmasina olanak saglar. Ayrica, medyan etki
denkleminin genisletilmesi sinerjizmi (ClI<1), additifi (Cl=1) ve antagonizmi (CI>1)
tanimlayan kombinasyon indeks denkleminin CompuSyn yazilimi tarafindan otomatik olarak
simiile edilebilecegini kanitlamistir (Chou, 2018). Bundan dolay1 2 ekstrenin CI potansiyeli

gosteren ortanca etki dozu olan Dm (ICso) degerlerinin saptanmasinda da CompuSyn (Paramus,
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NJ) yazilimi kullanilmaktadir. Buna gore ekstrelerin kombinasyon indeksi asagida anlatildig:

sekilde hesaplandi.

Kombinasyonun uygun dozunu belirlemek i¢in 6nce her iki ekstre i¢in ayr1 ayrt MTT deneyleri
gerceklestirildi ve bulunan ortalama absorbans degerleri kullanilarak fraksiyonal etki (Fa) (1-
hiicre canlilig1) degerleri hesaplandi. Bu Fa degerlerine karsilik gelen dozlar, CompuSyn
bilgisayar programina girildi. Kombine kullanim dozlari, en yiiksek dozu veren ekstre dozu
sabit tutularak belirlendi. Daha sonra ekstrelerin ICso degerleri ayr1 ayr1 hesaplandi. Belirlenen

kombinasyon dozu ve siiresinde tekrar MTT deneyleri gergeklestirildi.
5.8.4. SH-SY5Y hiicrelerinde anti-Alzheimer etkinligin degerlendirilmesi

SH-SYS5Y hiicreleri 96 oyuklu plakalara oyuk basina yaklasik 0,5 x 10* hiicre olacak sekilde
ekildi. Plakalar, hiicrelerin yapigmasini saglamak i¢in 37 °C'de 24 saat inkiibe edildi. Hiicrelere,
24 saat boyunca 5 uM AP1-42 peptidi ile maruziyet yapildi. Bu siirenin ardindan eski besiyeri
alindi. Ekstrelerin ve NP’lerin 1Cso dozlarini igeren besiyerleri ile 24, 48 ve 72 saat boyunca
maruziyete birakildi. Siirelerin sonunda hiicre canliligit MTT protokolii kullanilarak belirlendi

ve kontrol hiicrelerinin yiizdesi olarak ifade edildi (Castillo ve ark., 2020; Mishra ve ark., 2016).
5.8.5. RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve kantitatif gercek zamanh PCR (qRT-PCR) analizi

SH-SY5Y hiicreleri 6 oyuklu plakalara oyuk basina yaklasik 1 x 108 hiicre olacak sekilde ekildi.
Gece boyunca inkiibasyonun ardindan kontrol grubu hari¢ diger gruplarin oldugu kuyucuklara
5 uM ApPi-42 peptidi ile maruziyet yapildi. Bu siirenin ardindan eski besiyeri alindi. Ekstrelerin
ve NP’lerin ICso dozlarini iceren besiyerleri ile 24 saat boyunca maruziyete birakildi. Siirenin
sonunda elde edilen hiicrelerin total RNA's1 MiniRNeasy Kit (Qiagen, Almanya) kullanilarak
elde edildi. BioTek Synergy H1 Microplate Reader ile elde edilen RNA’larin safsizlik orani
tespit edildi. Ardindan Qiagen First Strand Kit kullanilarak 600 ng cDNA sentez edildi. SYBR
Green RT-qPCR Master Mix talimatlarina uyularak numuneler hazirlandi ve ger¢cek zamanl
PCR degerlerinin 6l¢timii igin QIAGEN Rotor-Gene Q cihazi (Qiagen, Almanya) kullanildi. Ct
degerleri tespit edilen numunelerin kantitatif analizi 222“* formiilii kullanilarak yapildi (Xiong
ve ark., 2021). Gergek zamanli PCR i¢in kullanilan ileri (F) ve geri (R) gen primer dizileri Tablo

2’de verilmistir. Hesaplamalarda housekeeping gen olarak B-Aktin kullanilmistir.
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Tablo 2. Calismada kullanilan primer dizileri

GSK-3p

fleri: 5>-~AGTGGTGTGGATCAGTTGGT-3

Geri: 5’-ACGGCTACACAGTGCAATTG-3’

MAPT

fleri: 5>~ACTGAGAACCTGAAGCACCA-3’

Geri: 5’-TCCTGGCTTGTGATGGATGT-3’

Siklin-D1

fleri:5>-TACACCGACAACTCCATCCG-3

Geri: 5’ ATGGAGGGCGGATTGGAAAT-3

B-Katenin

fleri: 5>-CTTACACCCACCATCCCACT-3’

Geri: 5’-CCTCCACAAATTGCTGCTGT-3’

Presenilin-1

fleri: 5>-TGGCTCATCTTGGCTGTGAT-3’

Geri: 5-CGGGTCTCCTTCTGCCATAT-3

Akt

fleri: 5>-CTGCCCTTCTACAACCAGGA-3’

Geri: 5’-ATGATCTCCTTGGCGTCCTC-3’

B-Aktin

fleri: 5>-CATGGAATCCTGTGGCATCC-3’

Geri: 5’-CACACAGAGTACTTGCGCTC-3’

5.9. Akut Toksisite Calismalari

Akut toksisite ¢aligmalar1 kapsaminda toplam 26 adet Wistar Albino 1rki sicanlar kullanildi.
Tiim si¢anlar, ¢alisma siiresi boyunca oda sicakliginda 22+3 °C, %50-60 nemli ortamda ve 12
saatlik 1s1k-karanlik dongiistinde deney hayvanlar1 kafes sistemlerinde muhafaza edilmis ve ad
libitum beslendi. Calisma, Orijinal Kilavuz 420 (OECD 420) baz alinarak yapildi. Geleneksel

olimciil doz (LD50) belirleme calismalarinin aksine hayvan kullanimini azaltmak igin
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belirlenen sabit dozlarin denenmesi prensibine dayanmaktadir. OECD 420 test prensibi (OECD
GUIDELINE FOR TESTING OF CHEMICALS Test No. 420: Acute Oral Toxicity Fixed Dose
“Akut Oral Toksisite Sabit Doz Prosediirii”) dogrultusunda tek bir cinsiyetten hayvan
gruplarina, 2000, 300, 50 ve 5 mg/kg'lik sabit dozlar kullanilarak asamali bir prosediirde doz
verildi. Baslangi¢ doz seviyesi, ciddi toksik etkilere veya 6liime neden olmadan bazi toksisite
belirtileri liretmesi beklenen doz olarak, bir gézlem calismasina dayali 6n ¢alisma (Tablo 3)
olarak se¢ilmistir. Bahsi gecen prensiplere uygun olarak gerceklestirilen Akut Toksisite
calismasinda; test edilmesi planlanan ¢ozelti oncelikle 6n ¢alisma olarak doz belirleme amagh
her grup i¢in 2 hayvana sirasiyla 2000 mg/kg, 300 mg/kg, 50 mg/kg ve 5 mg/kg dozda
uygulandi. Tiim hayvanlar mortalite ve toksikasyon belirtileri yoniinden gézlemlendi. Gézlem
stiresi sonucunda elde edilen bulgular sonucu ana ¢alismanin baslama dozu 2000 mg/kg (Tablo

4) olarak belirlendi.

Tablo 3. On calisma hayvan gruplari

Grup Hayvan Sayis1
2000 mg/kg 2 (SGV) +2(SLL)
300 mg/kg 2 (SGV) +2(SLL)

50 mg/kg 2 (SGV) +2 (SLL)
5 mg/kg 2 (SGV) + 2 (SLL)

SGV: Sideritis germanicopolitana Bornm. subsp. Viridis Hausskn. ex Bornm., SLL: Sideritis libanotica Labill. subsp. linearis (Bentham)
Bornm..

Tablo 4. Ana calisma hayvan gruplari

Grup Hayvan Sayisi

5(SGV) + 5 (SLL) + 5 (SGV NP) + 5 (SLL NP) +

2000 mg/kg 5 (Bos NP) + 5 (Kontrol)

SGV: Sideritis germanicopolitana Bornm. subsp. Viridis Hausskn. ex Bornm., SLL: Sideritis libanotica Labill. subsp. linearis (Bentham)
Bornm., NP: Nanopartikiil.

5.10. In Vivo Anti-Alzheimer Degerlendirme Calismalar

5.10.1. Calismanin protokolii
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Bu galisma, Marmara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 56.2021mar
numarast ile onaylandiktan sonra gerceklestirilmistir. Deneysel calismalar, Marmara
Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama Merkezi ve Marmara Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Farmakoloji Ana Bilim Dali'nda vyiiriitiildii. Bu ¢alismada, Marmara Universitesi
Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi'nden (DEHAMER, 56.2021mar,
13.06.2021) temin edilen 3-4 aylik disi/erkek Sprague-Dawley si¢anlart (250-300 gram)
kullanildi. Deney siiresince, sicanlar 12 saat karanlik/aydinlik 1s1iklandirmali, 20-22 °C sicaklik
ve %45-50 nem seviyesine sahip odalarda tutuldu. Caligsma siiresince, siganlar seffaf kafeslerde
tutuldu ve standart sigan yemi ile ¢esme suyu ile beslendi. Calisma baslamadan Once,
hayvanlarin egitimine baslamalar1 i¢in bir haftalik bir alistirma asamasi yapildi. Calisma
sonunda, kadavralarin tibbi atik prosediirlerine uygun bir sekilde imha edilmesi saglandi.
Protokol asamalar1 Anti-Alzheimer etkinligin degerlendirilmesi i¢in sicanlar 8 gruba

ayrilmistir:

- Grup 1 (AP1-42): Alzheimer modeli olusturmak i¢in anestezi altindaki siganlara 10 pL
AP1-42 intraserebroventrikiiler yolla bilateral olarak uygulanmistir. (n=8)

- Grup 2 (Sham Kontrol): Anestezi altindaki siganlara ABi-42’yi taklit etmesi i¢in 10 pL
PBS intraserebroventrikiiler yolla bilateral olarak uygulanmistir. (n=8)

- Grup 3 (AP1-42+DP): Anestezi altindaki siganlara 10 uL. APi-42 intraserebroventrikiiler
yolla bilateral olarak uygulanmistir. Cerrahi operasyondan kaynaklanabilecek
anksiyetenin giderilmesi i¢in 3 giin beklenmistir. Tedavi siiresince her giin DP, 5 mg/kg
dozda intraperitoneal yoldan uygulanmustir (Tiwari ve ark., 2023). (n=8)

- Grup 4 (AP1-42+SGV): Anestezi altindaki siganlara 10 uLL AP1-42 intraserebroventrikiiler
yolla bilateral olarak uygulanmistir. Cerrahi operasyondan kaynaklanabilecek
anksiyetenin giderilmesi i¢in 3 giin beklenmistir. Tedavi siiresince SGV, 25 mg/kg
dozda intranazal yoldan her giin uygulanmistir (Becker, 1990). (n=8)

- Grup 5 (AP1-42+SLL): Anestezi altindaki siganlara 10 ulL AB1-42 intraserebroventrikiiler
yolla bilateral olarak uygulanmistir. Cerrahi operasyondan kaynaklanabilecek
anksiyetenin giderilmesi i¢in 3 giin beklenmistir. Tedavi siiresince SLL, 25 mg/kg
dozda intranazal yoldan her giin uygulanmistir (Becker, 1990). (n=8)

- Grup 6 (AP1-42+SGV NP): Anestezi altindaki sicanlara 10 pL  APi42

intraserebroventrikiiler yolla bilateral olarak uygulanmistir. Cerrahi operasyondan
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kaynaklanabilecek anksiyetenin giderilmesi i¢in 3 giin beklenmistir. Tedavi siiresince
SGV NP, 25 mg/kg dozda intranazal yoldan giin asir1 olarak uygulanmistir. (n=8)

- Grup 7 (AP1-42tSLL NP): Anestezi altindaki sicanlara 10 pL  APi-42
intraserebroventrikiiler yolla bilateral olarak uygulanmistir. Cerrahi operasyondan
kaynaklanabilecek anksiyetenin giderilmesi i¢in 3 giin beklenmistir. Tedavi siiresince
SLL NP, 25 mg/kg dozda intranazal yoldan giin asir1 olarak uygulanmaistir. (n=8)

- Grup 8 (APi42tBos NP): Anestezi altindaki siganlara 10 pL  APia2
intraserebroventrikiiler yolla bilateral olarak uygulanmistir. Cerrahi operasyondan
kaynaklanabilecek anksiyetenin giderilmesi i¢in 3 gilin beklenmistir. Tedavi siiresince

bos NP, 25 mg/kg dozda intranazal yoldan giin asir1 olarak uygulanmistir. (n=8)

Intraserebroventrikiiler AP1-42 uygulamasindan 3 giin sonra baslayan tedaviler ve testler 21

giiniin sonunda dekapitasyon ile tamamlandi (Sekil 3).

indiiksiyon
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-8 12 .16 21
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I | I | Agik alan testi I s | I - )
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3 0 14 su tanki testi
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/ é /’] (_/ | ‘\\
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87 My \
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Tedavi

« DP (5 mg/kg), i.p.
7 ‘ + SGV (25 mg/kg), i.n.
' » SLL (25 mg/kg), i.n.
[y * SGV NP (25 mg/kg), i.n.
{ f « SLL NP (25 mg/kg), i.n.
3y * Bos NP (25 mg/kg), i.n.

Sekil 3. Caligsma siirecinde izlenen protokol

5.10.2. intraserebroventrikiiler Ap1-42 uygulamasi

AH modeli olugturmak i¢in siganlarin agirliklar tartildi. Ardindan anestaziye almak i¢in 100

mg/kg ketamin + 1 mg/kg klorpromazin i.p. olarak uygulandi. Hayvanlarin bas kismi tras
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edildikten sonra stereotaksik cihazina (Narishige Scientific Instrument Lab) sabitlendi.
Baslangi¢ noktasi olarak stereotaksik cihazinin ignesi bregmaya sabitlendi. Enjeksiyon bolgesi
icin koordinatlar, Paxinos ve Watson'in Sican Beyni Stereotaktik Koordinatlar Atlasi'nda
(Paxinos ve Watson, 2006) verilen talimatlara uygun olarak belirlendi Ardindan sag ve sol
yonde 1.5 mm, lambda yoniinde 0.8 mm gidilerek delinecek noktalar belirlendi. Sonra matkap
ile kemikteki isaretlenen noktalardan delikler agildi. Beyin zar1 delindikten sonra iki laterale
3.6 mm igeri girilerek Hamilton ignesi ile S5pL APi42 1 uL/dk olacak sekilde uygulandi.
Uygulama sonrasi delikler kapatildi ve cerrahi dikis atilarak hayvanlar tekli kafese alinarak
sicak ortama alindi. Kontrol grubu hayvanlara ayni1 hacimde PBS verildi (Prakash ve ark.,
2013).

5.10.3. Davranis testleri
5.10.3.1. A¢ik alan testi

Acik alan testi, deney hayvanlarinda lokomotor aktiviteyi degerlendirmek i¢in uygulandi. Test
aparati, hayvanlarin daha 6nce gormedigi kare tabanli Pleksiglass materyalden yapilmis {stii
acik siyah yiizeyli bir kutudur (50*50*40 cm). Zemin her biri 10*10 cm olan 25 esit kareye
boliinmiistiir ve iki bolgeden olusmaktadir: Cevresel bolge (kutu duvarlarindan igeriye dogru
birer karelik kisim, 16 kare) ve merkez bolge (kutunun ortasindaki 9 karelik kisim). Her hayvan
kutunun igine test i¢in ayr1 ayr1 alindi. Test 5 dakika siireyle uygulandi ve bir diger hayvan teste
alinmadan Once kutunun yiizeyi etanol ile temizlendi. Hayvanlarin kutu igindeki davraniglar
video kamera (Canon EOS 250D, Japonya) ile kaydedildi ve katedilen mesafe ve sahlanma
sayist degerlendirildi. Gegilen karelerin sayisi, katedilen mesafe olarak degerlendirildi ve
sahlanma sayisi ile beraber lokomotor aktivitenin bir 6l¢iisii olarak kabul edildi (Abdel-Aal ve
ark., 2011).

5.10.3.2. Morris’in su tanki testi

Su havuzu, paslanmaz ¢elikten iiretilen bir tanktir. Dairesel olan bu tankin ¢api 160 cm,
yiiksekligi ise 35 cm’dir. Testi gerceklestirmek icin tank 4 sabit noktadan 4 kadran olusturacak
sekilde boliindii. Bu havuz igerisinde havuzla ayni renkte (goriintiiyle ilgili herhangi bir yanlis
pozitif sonucu elimine etmek i¢in) 10x10x10 c¢cm 6lgiilerinde bir kagis platformu yerlestirildi.
Bu platform caligma boyunca havuzun sabit bir kadraninda ve su yiizeyinin 1,5 cm altinda

tutuldu. Siganlar yiizleri duvara bakar bir halde kag¢is alan1 bulunmayan bir kadranin kenarinda
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bir baslangi¢ noktasina yavasca birakildi. 75 saniye icerisinde kagis platformunu bulamayan
sicanlar kibarca platforma yonlendirildi ve 20 saniye boyunca tlizerinde kalmasina izin verildi.
Hayvanlara 4 ardisik giin boyunca 10'ar dakika ayirarak 4 deneme yapildi ve bu siire zarfinda
platforma ulagsmak i¢in gegen siire not edildi. Prob giinii kag1s platformu ¢ikarildi ve hayvanlar
calismay1 sonlandirmadan 6nce 60 saniye boyunca serbest bir sekilde ylizmeye birakildi. Bu
prob calismasinda hayvanin hedef kadrana ulagma siiresi ve hedef kadranda gegirdigi siire
hesaplandi. Bu test uzaysal 6grenme ve hafizanin bir 6lgiisii olarak kabul edildi, goriintiiler

kamera (Canon EOS 250D, Japonya) ile kayit altina alindi (Abdel-Aal ve ark., 2011).
5.10.3.3. Pasif sakinma testi

Aparat lizerinde aralarinda gegis kapisi bulunan bir duvarla ayrilmis aydinlik ve karanlik olmak
iizere iki farkli bdlmeden olusmaktadir. iki bdlmenin de ayritlar1 20x25x30 cm’dir.
Bolmelerden biri 151k yardimiyla aydinlik tutulmaktadir. Test kazanma ve sakinma olmak tizere
2 ardisik glin uygulandi. Kazanma deneyinde, her bir sigan tek tek 1s1kli bolmeye yerlestirilecek
ve karanlik bdlmeye gectiginde 1zgara zemini iizerinden ayaklarina elektrik soku uygulandi.
Ardindan sigan bélmeden alinarak kafesine geri konuldu. Sakinma deneyi 24 saat sonra
gerceklestirildi. Siganlar yine 151kl1 bdlmeye konuldu. Isikli b6lmeye konduktan sonra karanlik
bolmeye gegis siiresi kaydedildi. 300 saniye igerisinde karanlik bélmeye gegmeyen hayvanlarin

deneyi sona erdirildi ve gegis siiresi 300 saniye kabul edildi (Abdel-Aal ve ark., 2011).
5.10.3.4. Yeni obje tanima testi

Siyah pleksiglastan (50x50x30 cm?®) yapilan bir diizenekte, yari karanlik bir ortamda
gerceklestirilen yeni obje tanima testi i¢in hayvanlara alistirma yapildi. Test, her hayvanin 60
dakika arayla 3 dakika boyunca diizenege yerlestirilmesiyle gerceklesti. Ik asamada, hayvanlar
ayni iki nesneyi tanimaya ¢alistilar. Ardindan, 60 dakika sonra ayn1 hayvanlar tekrar diizenege
alind1 ve bir nesne degistirildi. Her iki asama, kamera ile kaydedilerek hayvanlarin yeni nesneye
olan ilgisi, eski nesneye olan ilgiyle karsilastirildi. Bu, hayvanlarin 6grenme ve bellek
fonksiyonlariin bir gostergesi olarak kabul edildi. Degerlendirme: Sicanlarin yeni ve eski obje
tanima testi, hayvanin burnunun nesneden en fazla 2 cm'lik uzaklikta bir bélgede olmasi olarak
tanimlandi. Her iki asamada da kamera sistemi kullanilarak hayvanlarin her iki nesneye olan
ilgisi kaydedildi. Bu kayitlar temelinde, agagidaki formiiller kullanilarak fark indeksi ve tercih
indeksi hesaplandi1 (Aykac ve ark., 2019).
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Fark indeksi: (Zy — Ze) / (Zy + Ze)

Tercih Indeksi: Zy / (Zy + Ze)

5.11. Ahman Doku Orneklerinde Yapilan Analizler

5.11.1. Beyinden alinan dokularda ABi.42 diizeyinin ELISA ile él¢iilmesi

Beyin homojenatlar1 elde etmek icin iki asamali bir protokol kullanildi. Serebellum haricindeki
bir yarim kiire, proteaz inhibitorlerini igeren lizis tamponunda (50 mM Tris-HCI, pH 7.6, 1 50
mM NaCl, 2 mM EDTA) homojeni edildi. Elde edilen homojenat, %2 Sodyum Dodesil Siilfat
(SDS) i¢inde silispansiyon haline getirildi. Ardindan 4 °C’de, 12.000 rpm’de 1 saat
santrifiijlendi ve siipernatantlar toplandi. Daha sonra, siipernatantlar guanidin tamponu igine
yerlestirildi ve tekrar santrifiij edildi. Elde edilen silipernatanlar ¢oziinmez AP fraksiyonunu
olusturdu. Coziiniir ve ¢oziinmez A1-42 seviyeleri ELISA kitleri kullanilarak 6l¢iildii ve beyin

doku agirligina gore standardize edildi (Huang ve ark., 2017).
5.11.2. Histolojik analizler

Dekapitasyon islemi sonrasinda elde edilen dokular seri sekilde serum fizyolojik ile yikand1 ve
ardindan %10 noétral tamponlu formalin i¢inde 72 saat boyunca bekletildi. Daha sonra dokular,
%70, %90, %96 ve %100k alkol soliisyonlarindan gecirilerek dehidre edildi. Dokular, 2x10
dakika boyunca ksilende tutularak seffaflastirildi. Sonrasinda, parafinde 60°C'lik bir etiivde
gece boyunca bekletildi ve gdmme cihazi kullanilarak kasetlere yerlestirildi. Genel morfolojik
degerlendirme i¢in parafin bloklardan yaklagik 4 um kalinliginda kesitler alind1 ve bu kesitlere
Hematoksilin ve Eosin (H&E) boyasi uygulandi. Beyin dokusu kesitleri, hipokampal ve korteks
bolgeleri de dahil olmak {izere, LEICA DM 1000 151k mikroskobu ile fotografland1 (Huang ve
ark., 2016).

5.11.3. Immiinohistokimyasal analizler

Beyin dokusunun analizi icin su adimlar izlendi: Ilk olarak, deney gruplarindan alinan beyin
dokusu ornekleri korteks ve hipokampus bolgelerine ayrildi ve daha sonra f-amiloid ve Tau
immiinohistokimyasi i¢in kullanilmak iizere %10 nétral tamponlu formalin i¢inde 72 saat
boyunca fikse edildi. Daha sonra, 4 pm kalinliginda parafin kesitler hazirland1 ve bu kesitler
37°C'deki bir etiivde bir gece boyunca bekletildi. Kesitlerin parafin igerigini ¢ikarmak i¢in 3x5

dakika ksilende tutulup, ardindan %96'lik alkolde yikanarak endojen enzimleri engellemek
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amactyla %3'liik hidrojen peroksit icinde 20 dakika bekletildi. Antijen geri kazanimini
saglamak igin 1sitilmig sitrat tampon kullanild1 (pH 6.0, 60°C'de) ve kesitler mikrodalga ile
islem gordi. Kesitler PBS ile yikandiktan sonra bloklama soliisyonunda 10 dakika bekletildi.
Sonrasinda, serebral korteks ve hipokampiis kesitleri anti-p-amiloid ve anti-Tau primer
antikorlar ile inkiibe edildi; negatif kontrol i¢in baz1 kesitler ise yalnizca PBS ile islem gordii.
Daha sonra, biyotinlenmis sekonder antikorlar ve streptavidin-peroksidaz konjugatlari ile
inkiibe edildi. Kesitler tekrar PBS ile yikandi, sivi diaminobenzidin (DAB) kullanilarak
belirginlestirildi ve hematoksilin ile zit boyama yapildi. Son olarak, her iki primer antikorun
ekspresyonu, 11k mikroskopu kullanilarak 100 um olgekte belgelenmistir (Gocmez ve ark.,
2019).

5.11.4. Konfokal goriintiileme

Parafin bloklardan yaklasik 4 pm kalinliginda alinan kesitlere deparafinizasyon iglemi (60 0C
etlivde ve sonrasinda ksilende bekletme) yapildi. Kesitler daha sonra %96 alkol’den 20’ser
dakika olmak tizere 2 kere gegirilerek dehidrate edildi. Kurutulduktan sonra DAPI ile
kapatilarak konfokal mikroskobunda (LEICA DMI8) goriintii alindi.

5.12. istatiksel Degerlendirme

Olgiimler sonucu elde edilen verilerin istatistik analizleri GraphPad Prism 9 istatistik programi
kullanilarak yapildi. Analiz sonuglar1 ortalama + standart sapma olarak verildi, gruplar arasi
degerlendirmeler tek yonlii ve iki yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Bonferroni post hoc testi

kullanilarak yapildi. p < 0.05 olan degerler anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. In Vitro Antioksidan Aktivite Sonuclar
6.1.1. DPPH radikali siipiiriicii aktivite tayini

Numunelerden elde edilen SGV ve SLL ekstrelerin serbest radikal siipiiriicii aktiviteleri, DPPH
yontemi kullanilarak belirlendi. Numunelerin ve standart olarak kullanilan askorbik asidin
antioksidan aktiviteleri, 1Cso degerlerini karsilastirarak degerlendirildi. Aktivite sonuglar1 Tablo
5’te verildi. Bulgulara gore, SGV bitkisi daha giiglii DPPH radikal temizleme aktivitesi
sergiledi. Ancak, her iki ekstre de askorbik asitden daha diisiik radikal temizleme aktivitesi

gosterdi.

Tablo 5. SGV ve SLL ekstrelerinin DPPH radikali siipiiriicii aktiviteleri

Ekstreler DPPH (1Cso: mg/mL)
SGV 0,023+0,005
SLL 0,070+0,004

Askorbik asit 0,004+ 0,001

SGV: Sideritis germanicopolitana Bornm. subsp. Viridis Hausskn. ex Bornm., SLL: Sideritis libanotica Labill. subsp. linearis (Bentham)
Bornm., DPPH: 2,2-difenil-1-pikril-hidrazil. Veriler, ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

6.1.2. FRAP tayini

Calismanin sonuglarina gore, elde edilen FRAP degerleri karsilastirildiginda, SGV ekstresinin
SLL ekstresinden daha giiclii bir demir (III) iyonu indirgeme potansiyeline sahip oldugu
gbzlemlendi, ancak her iki bitki de BHA bilesiginden daha diisiik FRAP degerleri gosterdi.
Aktivite sonuclart Tablo 6’da verildi.

Tablo 6. SGV ve SLL ekstrelerinin FRAP degerleri

Ekstreler FRAP (mM FeSOa4/mg ekstre)
SGV 1,07+ 0,18
SLL 0,62+ 0,14
BHA 5,81 +0,01

SGV: Sideritis germanicopolitana Bornm. subsp. Viridis Hausskn. ex Bornm., SLL: Sideritis libanotica Labill. subsp. linearis (Bentham)
Bornm., BHA: Butilhidroksianisol. FRAP: Demir indirgeme antioksidan giicii. Veriler, ortalama + Standart sapma olarak verilmistir.
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6.1.3. CUPRAC tayini

SGV ve SLL ekstrelerinin bakir (II) iyonu indirgeyici antioksidan kapasiteleri incelendi ve
sonuclar Tablo 7'de sunuldu. Elde edilen verilere gore, SGV ekstresinin SLL ekstresine gore
Cu(ID)'yi Cu(I)'e indirgeme potansiyelinin daha gii¢lii oldugu belirlendi. Ancak, her iki ekstre

de askorbik asitten daha diisiik indirgeme giicii gosterdi.

Tablo 7. SGV ve SLL ekstrelerinin CUPRAC degerleri

Ekstreler CUPRAC (mM troloks esdegeri/mg ekstre)
SGV 2,99+ 0,04
SLL 2,75+0,09
Askorbik asit 5,68+0,34

SGV: Sideritis germanicopolitana Bornm. subsp. Viridis Hausskn. ex Bornm., SLL: Sideritis libanotica Labill. subsp. linearis
(Bentham) Bornm., CUPRAC: Bakir (II) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite. Veriler, ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

6.2. In Vitro Antikolinesteraz Aktivite Sonuclari

SGV ve SLL ekstrelerinin AChE enzim inhibisyon yiizdeleri, Ellman yontemi kullanilarak
arastirildi. Elde edilen sonuglar Sekil 4'te gosterildi. SGV ve SLL ekstreleri AChE'ye karsi
kiyaslandiginda orta derecede inhibisyon aktivitesi sergiledi. Ekstreler birbirleriyle
karsilastirildiginda ise, SLL ekstresinin SGV ekstresine gore daha yiiksek bir enzim inhibisyon
degeri sergiledigi belirlendi. Her iki bitki ekstresi de inhibe edici etkiye sahip olmalarina
ragmen, referans bilesigi olan galantaminin AChE aktivitesinden daha diisiik bir aktivite

gosterdi.
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Sekil 4. Bitkilerden elde edilen ekstrelerin antikolinesteraz aktiviteleri. SGV: Sideritis germanicopolitana
Bornm. subsp. Viridis Hausskn. ex Bornm., SLL: Sideritis libanotica Labill. subsp. linearis (Bentham) Bornm.
Veriler, ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

6.3. Uretilen NP’lerin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Degerlendirilmesi
6.3.1. Zeta potansiyeli (), NP’lerin parcacik boyutu ve polidispersi indeksi (PDI) él¢ciimii

NP'lerin pargacik boyutu, zeta () potansiyeli, polidispersite indeksi dl¢iilmiistiir ve sonuglar
Tablo 8'de gosterilmistir. SGV ve SLL NP'lerin boyutu sirasiyla 178+1 nm ve 198+2 nm olarak
Olciilmiistiir. SGV ve SLL NP'lerinin { potansiyel degeri sirasiyla 1,23+0,03 mV ve 1,29+0,02
mV olarak 6l¢iilmiistiir. Ayrica NP'lerin PDI degeri 0,293+0,05 ve 0,308+0,04 bulunmustur.

Her 6l¢tim ti¢ kez tekrarlanmistir.

Tablo 8. SLL ve SGV yiiklii NP'lerin  potansiyeli, partikiil boyutu ve polidispersi indeksi (PDI) degerleri

Ornekler ¢ potansiyeli (mV) = SD Size (nm) + SD PDI = SD
SGV NP 1,234+0,03 178+1 0,29+0,05
SLL NP 1,29+0,02 198+2 0.31+0,04

SGV: Sideritis germanicopolitana Bornm. subsp. Viridis Hausskn. ex Bornm., SLL: Sideritis libanotica Labill. subsp. linearis (Bentham)
Bornm., NP: Nanopartikiil. Veriler, ortalama =+ Standart sapma olarak verilmistir.

42



6.3.2. ila¢ enkapsiilleme verimliligi (EE) ve yiikleme kapasitesinin (LC) degerlendirilmesi

EE orani, PLGA/PEG NP'lere yiiklenmis SGV ve SLL miktarin1 gsterir. Enkapsiillenmis SGV
ve SLL'nin NP'lere orani hesaplanmistir ve sonuglar Tablo 9'da gdsterilmistir. Sonuglar, SGV
ve SLL iceren NP'lerin EE degerinin %79,2+0.1 ve 77,7+0.1 olarak hesaplandigini géstermistir.
Ayrica PLGA/PEG NP'lerinin LC'si %9,37+0,03 ve %8,88+0,04 olarak dl¢iilmiistiir.

Tablo 9. SGV ve SLL yiiklii NP'lerin EE ve LC'si

Parametre SGV NP SLL NP
Dogrusal Denklem y=0,0166 x+0,0268 y=0,0166 x+0,0302
Egim=SD 0,0166+0,0014 0,0166+0,0012
Intercept (Kesen) 0,0268+0,0012 0,0302+0,0009
R? 0,9755 0,9869
% EE 79,2+0,1 77,7+0,1
% LC 9,37+0,1 8,88+0,1

SGV: Sideritis germanicopolitana Bornm. subsp. Viridis Hausskn. ex Bornm., SLL: Sideritis libanotica Labill. subsp. linearis (Bentham)
Bornm., NP: Nanopartikiil, EE: Enkapsiilleme verimliligi, LC: Yiikleme kapasitesi. Veriler, ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

6.3.3. NP’lerin morfolojisinin taramal elektron mikroskobu (SEM) ile analizi

Nanog¢oktiirme yontemiyle iiretilen NP’lerin ylizey morfolojisi SEM ile incelendi.1 um ile 200
um arasindaki mesafeden alinan goriintiilerde Bos PLGA-PEG NP, SGV NP, SLL NP ve
SGV/SLL NP’lerin nanografikleri sirasiyla Sekil 5a, Sekil 5b, Sekil 5c ve Sekil 5d'de gosterildi.
NP’lerin boyutlar1 200 nm’den kiigiik oldugu i¢in iyi bir sekilde dagildiklar1 gézlemlendi. Bu
SEM nanografikleri, tiretilen NP’lerin kiiresel sekilde, homojen ve standart boyutta oldugunu

gosterdi.
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200 um

Sekil 5. NP’lerin morfolojisinin taramali elektron mikroskobu (SEM) ile analizi. (a) Bos PLGA-PEG NP, (b)
SGV NP, (c) SLL NP ve (d) SGV/SLL NP. SGV: Sideritis germanicopolitana Bornm. subsp. Viridis Hausskn.
ex Bornm., SLL: Sideritis libanotica Labill. subsp. linearis (Bentham) Bornm., NP: nanopartikiil, PLGA: poli
(laktik-ko-glikolik asit), PEG: polietilen glikol.

6.3.4. Ekstre ve NP’lerin Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopu (FTIR) ile analizi

Uretilen NP’lerin molekiiler yapis1, FTIR ile incelendi (Sekil 6, Sekil 7). Yapilan analizlere
gore, saf PGLA ve PEG spektrumlarina ait karakteristik pikleri 3300 cm™'de genis bir pik, 3000
cm? civarinda kiiciik sinyaller ve 1100-1342 cm™ araliginda c¢oklu pik, sirasiyla PEG'nin
hidroksil, alkil ve C-O gruplarina karsilik geldi. PLGA'nin alkil, karbonil ve ester gruplarina
karsilik gelen 3000 cm™'de ¢iftler, 1750 cm™'de merkezlenmis keskin bir pik ve 1100-1250 cm"
! araliginda bir dizi pik ile tespit edildi. Bu gruplar PLGA NP spektrumunda da sol tarafa dogru
hafif bir kayma ile gézlemlendi. PLGA/PEG NP spektrumu, kullanilan polimerlerin her birine
ait belirli pik noktalarmi gostermektedir. C-O gerilme pikinin ¢oklu noktalar1 PEG'den
kaynaklanirken, karbonil grubundan kaynaklanan keskin pik PLGA tarafindan olusturuldu.
2921 cm™'de bulunan ve yan pikler ile 2000 cm™? civarinda overton bantlartyla baglantili olan
nispeten keskin bir pik, C-H gerilme pikini ve aromatik halkalarin overtonlarini temsil etti.
Karbonil grubu, 1600 ve 1100 cm™ civarinda iki yogun pik ile tespit edildi. Saf PLGA/PEG NP

44



spektrumu ile karsilagtirildiginda, ekstre yiikli PLGA/PEG NP spektrumlarinda benzer

degisiklikler gbzlemlendi.

Gegirgenlik (%T)

4000

— __|SLL/SGV/PLGA/PEG NP
e _|SGV/PLGA/PEG NP
—______|sli/PLGA/PEG NP

= = _|{PLGA NP

.~|PEG

s - PGLA

3000

TS,
c=0

2000 400

Dalga boyu [cm™]

1500

Sekil 6. NP’lerin molekiiler yapisinin Fourier dontisiimlii kizil6tesi spektroskopu (FTIR) ile analizi. SGV:
Sideritis germanicopolitana Bornm. subsp. Viridis Hausskn. ex Bornm., SLL.: Sideritis libanotica Labill. subsp.
linearis (Bentham) Bornm., NP: nanopartikiil, PLGA: poli (laktik-ko-glikolik asit), PEG: polietilen glikol.
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Sekil 7. SGV (A) ve SLL (B) ekstrelerinin molekiiler yapisinin Fourier doniigtimlii kizil6tesi spektroskopu
(FTIR) ile analizi. SGV: Sideritis germanicopolitana Bornm. subsp. Viridis Hausskn. ex Bornm., SLL: Sideritis
libanotica Labill. subsp. linearis (Bentham) Bornm.

6.3.5. Ekstre ve NP’lerin diferansiyel taramal kalorimetre (DSC) ile analizi

Kullanilan ekstrelerin ve iiretilen NP’lerin termal analizleri DSC cihazi yardimiyla yapildi
(Sekil 8). Saf PLGA/PEG NP termograminin (Sekil 8) dnemli noktalari, 68.5 ve 72.1 °C’de
bulunan hafif iki kollu endotermik pik ve 199.5 °C’de ekzotermik pik goriildii. PLGA nin 55

°C civarinda camsi gegis sicakligi (Tg) mevcuttur ve PEG, 66 °C’de erimistir. Her iki ekstre
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termograminda iiretilen genis endotermik pik, sirasiyla 133.83 ve 145.64 °C’de yogunlasan
erime noktalarina karsilik geldi. SGV/SLL NP termograminda erime noktalar1 azaldi. Ayrica
SGV ekstresinin 208 °C’de, SLL ekstresinin de 294 °C’de endotermik pikleri tespit edildi. NP

formlarinda ise bu pikler camsi gegise benzer bir pikle degisti.

SGV ekstre SLL ckstre

— SGV NP \ —— SLL NP

\

Heat Flow Endo Down (mW)
Heat Flow Endo Down (mW)

50 100 150 200 250 300 350 50 100 150 200 250 300 350
Sicaklik (°C) Sicaklik (°C)

=

50 100 150 200 250 300 350
Sicaklik (°C)

Saf PLGA/PEG NP
— SGV/SLL NP

Heat Flow Endo Down (mW)

Sekil 8. Ekstrelerinin ve NP’lerin diferansiyel taramali kalorimetre (DSC) ile analizi. SGV: Sideritis
germanicopolitana Bornm. subsp. Viridis Hausskn. ex Bornm., SLL: Sideritis libanotica Labill. subsp. linearis
(Bentham) Bornm., NP: nanopartikiil, PLGA: poli (laktik-ko-glikolik asit), PEG: polietilen glikol.

6.3.6. Ekstre ve NP’lerin X 151n1 toz kirmmim (XRD) ile analizi

Kullanilan ekstrelerin ve iiretilen NP’lerin kristal yapis1 XRD cihazi yardimiyla aydinlatildi
(Sekil 9, Sekil 10). Saf PLGA, amorf yapisin1 belirten 26 = 20° civarinda kubbe seklinde bir
pik sergiledi. Saf PEG'de ise kristalin ti¢ boyutlu diizenini gosteren 20 = 19.26° ve 23.48°
civarinda iki keskin ana pik ile 20 = 27° ile 20 = 45° arasinda degisen birkag kiiciik pik sergiledi.
PLGA/PEG NP'de, PLGA'nin kubbe seklindeki pik noktasi, PEG'in ana pikine karist1 ve
gdriiniimiinii hafifce degisti. Ote yandan, PEG’in ana pik keskinligi, PLGA ile karistiktan sonra
azaldi. Her iki ekstrede de fark edilen keskin piklerin bulundugu bolgeler tespit edildi. Ayrica
20 =23° civarinda genis bir pik goriildii. Enkapsiilleme sonrasi, bu amorf tepe, PLGA/PEG
NP'nin yiiksek kristalizasyonu tarafindan tesvik edilen yari kristalin bir hale doniistii. [lging bir
sekilde, SGV/SLL yiiklii NP 26 =10° ile 26 =30° arasinda yer alan iki farkli kubbe seklinde pik
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noktasi sergiledi. iki yar1 amorf maddeyi ayn1 anda formiilasyona dahil etmek, amorf durumu

destekledi ve tam faz ayrimina neden oldu.
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Sekil 9. Saf NP ve ekstrelerin X 1gin1 toz kirinimi (XRD) ile analizi. SGV: Sideritis germanicopolitana Bornm.
subsp. Viridis Hausskn. ex Bornm., SLL: Sideritis libanotica Labill. subsp. linearis (Bentham) Bornm.,
NP: nanopartikiil, PLGA: poli (laktik-ko-glikolik asit), PEG: polietilen glikol.
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Sekil 10. Polimer ve ekstre yiiklii NP kompozitlerinin X 1sin1 toz kirinimi (XRD) ile analizi. SGV: Sideritis
germanicopolitana Bornm. subsp. Viridis Hausskn. ex Bornm., SLL.: Sideritis libanotica Labill. subsp. linearis
(Bentham) Bornm., NP: nanopartikiil, PLGA: poli (laktik-ko-glikolik asit), PEG: polietilen glikol.

6.3.7. In vitro ila¢ salim profili

NP’lerden salinan ekstrelerin profilini ¢izebilmek igin dncelikle SGV ve SLL ekstrelerinin 2,
4, 6, 8 ve 10 ng/mL konsantrasyonlarinda numuneleri hazirlandi ve belirlenen dalga boylarinda
(SGV: 204 nm, SLL: 206 nm) 6l¢iimler yapildi. Ardindan iki ekstrenin de kalibrasyon egrileri
hazirland1. (Sekil 11a-c). NP'lerden SGV NP ve SLL NP'nin salim profili, 240 saatlik bir siire
boyunca degerlendirildi (Sekil 11b-d). Bu testte numuneler, 37°C’de PBS (pH 7,4) iginde
konuldu ve calkalayicida bekletildi. Belirli araliklarla PBS’ten 6rnekler alindi. Sonrasinda UV
spektrofotometrede ekstrelerin belirlenen dalga boyunda NP’lerden salinan ekstre miktari tespit
edildi. NP'lerden SGV ve SLL'nin salim sonuglari, ilk 24 saat boyunca hizli bir ilk salim (%50)
ve ardindan 120 saate kadar siirekli ve daha yavas salim (%80) ile karakterize edilen kontrollii
bir salim siireci gosterdi. NP'lerdeki SGV ve SLL'nin neredeyse tamami (%99,5+0,4 ve
%99,4+0,4) 240 saatte salindi.
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Sekil 11. Ekstre yiiklii NP’lerin in vitro salim profili. (a) SGV NP kalibrasyon egrisi, (b) SGV NP salim profili,
(c) SLL NP kalibrasyon egrisi, (d) SLL NP ilag salim profili. SGV: Sideritis germanicopolitana Bornm. subsp.
viridis Hausskn. ex Bornm., SLL: Sideritis libanotica Labill. subsp. linearis (Bentham) Bornm., NP: Nanopartikiil.

6.3.8. In vitro salim kinetigi

SGV ve SLL ekstrelerin NP’lerden salimimin Korsmeyer-Peppas, sifirinct derece, birinci
derece, Higuchi ve Hixson-Crowell kinetik modellerinden hangisine uygun oldugu Sekil 12 ve
Sekil 13’te gosterilmistir. Yapilan analizlerde R? degerleri SGV NP igin sirasiyla 0,4945;
0,7491; 0,9183; 0,9012 ve 0,9542 iken SLL NP i¢in sirasiyla 0,9887; 0,7518; 0,9357; 0,9059
ve 0,9877 bulunmustur. Bu sonuglara gére SGV NP’nin salimimin 1’e en yakin deger olan
Hixson-Crowell kinetik modeline gore, SLL NP’nin de Korsmeyer-Peppas kinetik modeline

gbre meydana geldigi tespit edilmistir.
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Sekil 12. SGV yiiklii NP’lerin in vitro kinetik modellemeleri. (a) Korsmeyer-Peppas, (b) sifirinci derece, (c) birinci
derece, (d) Higuchi ve (e) Hixson-Crowell kinetik modelleri. SGV: Sideritis germanicopolitana Bornm. subsp.
viridis Hausskn. ex Bornm., KiS: Kontrollii ilag salimi, NP: Nanopartikiil.
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Sekil 13. SLL yiikli NP’lerin in vitro kinetik modellemeleri. (a) Korsmeyer-Peppas, (b) sifirinci derece, (c) birinci
derece, (d) Higuchi ve (e) Hixon-Crowell kinetik modelleri. SLL: Sideritis libanotica Labill. subsp. linearis
(Bentham) Bornm., KiS: Kontrollii ilag salim1, NP: Nanopartikiil.

6.4. In Vitro Hiicre Kiiltiirii Cahsmalari Sonuclar

6.4.1. Hiicre canhihg analizi sonuclar

Bu tez ¢alismasinda, uygun doz olarak 1Cso degerleri kullanildi. Bu dozlar1 belirlemek amaciyla

MTT analizi yapildi. Ekstrelerin ve NP’lerin hiicre canlilig: iizerindeki etkileri doz bagimli
olarak incelendi. SGV ve SLL ekstrelerinin 24 saatte canliliklar1 1000 ; 500 ; 250 ve 125 pg/mL
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dozlarinda degerlendirildi ve canlilik oranlar sirasiyla SGV i¢in %14,7 ; %38,8 ; %59,9 ve
%98,4 iken SLL icin %19,3 ; %55,5; %66,6 ; %101,1 bulundu. SGV NP ve SLL NP’lerin
canliliklart 125; 62,5; 31,3 ve 15,6 pg/mL dozlarinda degerlendirildi ve canlilik oranlari
sirastyla SGV NP igin %13,7 ; %18,8 ; %39,9 ve %55,8 iken SLL NP i¢in %47,3 ; %51 ;
%56,7 ; %58,5 bulundu (Sekil 14). Bu verilerin CompuSyn yazilimina girilmesi ile Dm (1Cso)
degerleri SGV ekstresi i¢cin 302,4 pg/mL, SLL ekstresi i¢in 607,8 ng/mL, SGV NP i¢in 23,7
ng/mL ve SLL NP i¢in 67 pg/mL olarak tespit edildi.
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Sekil 14. Ekstre ve NP’lerin farkli konsantrasyonlarinin doza bagimli olarak hiicre canliligina etkisi. (A) SGV, (B)
SLL, (C) SGV NP, (D) SLL NP. SGV: Sideritis germanicopolitana Bornm. subsp. viridis Hausskn. ex Bornm.,
SLL: Sideritis libanotica Labill. subsp. linearis (Bentham) Bornm., NP: Nanopartikiil.

6.4.2. Ekstrelerin kombine indekslerinin tespiti

Her iki ekstre i¢in de MTT deneyi ile ayr1 ayr1 belirlenen Dm (ICso) degerlerinin birbirine
oranina gore her iki ekstrenin 24 saatte etkin dozlar1 (~300 pg/mL/~600 pg/mL) olarak 1/2

oraninda belirlendi. Bu orana goére kombinasyon i¢in tekrar MTT analizi yapild1 ve sonuglar
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CompuSyn programina girildi. Sonuglarin CompuSyn programina girilmesi ile ClI degeri
3.38025 bulundu ve iki ekstrenin birlikte kullanilmasinin antagonistik etkiye yol acacagi tespit
edildi (Sekil 15).

1 O Sov

[0 SLL
SGV:SLL [1:2]

Fa [
051

Doz (mg/mL) 2000

Sekil 15. Ekstrelerin ve kombinasyonlarinin doz-etki egrisi. SGV: Sideritis germanicopolitana Bornm. subsp.
viridis Hausskn. ex Bornm., SLL: Sideritis libanotica Labill. subsp. linearis (Bentham) Bornm., Fa: fraksiyonal
etki.

6.4.3. SH-SYSY hiicrelerinde anti-Alzheimer etkinligin degerlendirilmesi

Ekstrelerin ve ekstre ytiklii NP’lerin anti-Alzheimer etkinligini incelemek i¢in MTT analizi
kullanildi. AH modelini indiiklemek amaciyla 5 uM dozda APi-42ile maruziyet yapildi. Tedavi
dozlar1 olarak ekstrelerin ve NP’lerin belirlenen Dm degerleri kullanildi. Bos NP
uygulamasinda NP’lerden diisiik dozda olan Dm degeri (23,70 pg/mL) tedavi dozu olarak
secildi. Tedavi gruplarinin uygulanmasindan 24 saat sonra MTT analizi yapildi (Sekil 16).
Hiicre canliliginin yiizdesini belirlemek i¢in APi-42 grubu ve diger tedavi gruplart ABi-42
uygulamasi yapilmayan kontrol grubuna goére kiyaslandi. Bu sonuglara gore APi-42 grubu
%49,7 ; AP1-42+SGV grubu %103.4 ; AP1-42+SLL grubu %97.4 ; AP1-42+SGV NP grubu 107,7
; AP1-42+SLL NP grubu %105,1 ; AB1-42+Bos NP grubu %53,2 ve AB1-42+SGV/SLL grubu
%33,7 canlilik gosterdi. Kontrol grubuna kiyasla Afi-42, APi-a2+Bos NP ve AP1-42+SGV/SLL
gruplarmin canliliklarinin anlamli derecede diisiis goriildii (p <0.001). Yapilan calisma
sonucunda ayr1 ayr1 NP’lere yiiklenen ekstreler canliligi artirirken, kombine kullanimda ise
canlilik oranmin diistiigli ve kombinasyon indeksi hesaplamalarina paralel bir sonu¢ verdigi

gbzlemlendi.
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Sekil 16. SH-SY5Y hiicrelerinde anti-Alzheimer etkinligin degerlendirilmesi. SGV: Sideritis germanicopolitana
Bornm. subsp. viridis Hausskn. ex Bornm., SLL: Sideritis libanotica Labill. subsp. linearis (Bentham) Bornm.,
NP: Nanopartikiil, AB: Amiloid B. Istatiksel analiz i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Tukey post hoc
testi kullanilmistir. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir. *** p <0.001

6.4.4. Ger¢ek zamanh PCR sonu¢larimin degerlendirilmesi

Bu tez calismasinda ekstrelerin ve ekstre yiiklii NP’lerin PI3K/AKT/GSK-33 ve Wnt/B-katenin
yolaklar1 iizerindeki etkinligini incelemek i¢in SH-SYSY hiicre hatt1 kullanildi. Hiicre ekimini
takip eden glinde 5pM dozda APi-42ile indiikleme gergeklestirildi ve 24 saat sonrasinda tedavi
gruplarimi Dm (ICso) dozlar1 uygulandi. (SGV: 302,4 pg/mL, SLL :607,8 ng/mL, SGV NP:
23,7 ng/mL ve SLL NP: 67,1 pg/mL). Hiicrelerden RNA izolasyonu ve cDNA sentezinden
sonra incelenen yolaklarla iliskili olan 6 primer gen dizisi (MAPT, Presenilin 1, Siklin D1,
GSK-3B, AKT-1 ve B-Katenin) ile yapilan ger¢ek zamanli PCR analizi sonucunda Ct degerleri

AACt formiilii kullanilarak

bulundu. Ct degerleri tespit edilen numunelerin kantitatif analizi 2—
yapildi. APi-42 uygulamasi yapilmayan kontrol grubu 1 birim kabul edildi ve sadece ABi.s
uygulanan hastalik grubu ile tedavi gruplari kontrol grubuna béliinerek kat degisimi degerleri
elde edildi (Sekil 17). Elde edilen sonuglara gore Api-42 grubunda MAPT 0,30 ; presenilin-1
0,34 ; GSK-3B 0,53; Aktl 0,27 ve B-Katenin 0,35 kat azalirken, siklin D1 1,81 kat artig
gosterdi. APi-42 +SGV grubunda MAPT 1,63 ; presenilin-1 1,26 ; siklin D1 3,12 ; GSK-3f3

1,58 ; Aktl 1,06 ve B-Katenin 1,55 kat artis gosterdi. APi-42 +SLL grubunda MAPT 1,95;
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presenilin-1 1,45 ; siklin D1 2,92 ; GSK-3p 2,08 ; Aktl 1,74 ve B-Katenin 1,47 kat artis
gosterdi. APi-42 +SGV NP grubunda MAPT 0,75 ; presenilin-1 0,19 ; GSK-3p 0,73 ve Aktl
0,65 kat azalirken siklin D1 1,02 ve B-Katenin 1,22 kat artig gosterdi. AB1-42+SLL NP grubunda
MAPT 0,32 ; presenilin-1 0,23 ; GSK-3p 0,30 ve Aktl 0,51 kat azalirken siklin D1 1,04 ve B-
Katenin 1,16 kat artis gosterdi (Sekil 17).
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Sekil 17. SH-SYSY hiicrelerinde MAPT, Presenilin 1, Siklin D1, GSK-3B, AKT1 ve B-Katenin primerlerinin gen
ekspresyonlarinin degerlendirilmesi. SGV: Sideritis germanicopolitana Bornm. subsp. viridis Hausskn. ex
Bornm., SLL: Sideritis libanotica Labill. subsp. linearis (Bentham) Bornm., NP: Nanopartikiil, AB: Amiloid f,
PS-1: Presenilin-1.

6.5. Akut Toksisite Calismalarinin Degerlendirilmesi

6.5.1. Mortalitenin degerlendirilmesi

On calisma ve ana ¢alisma sirasinda herhangi bir 6liim goriilmemistir.
6.5.2. Klinik bulgularin degerlendirilmesi

On calisma ve ana calisma sirasinda siganlarda agri, ajitasyon, inleme, ciltte iritasyon gibi
olumsuz olgular gézlemlenmedi. Hayvan gruplariin kilo degisimleri ¢evreye ilgileri, yem/su

titkketimi ve digk1 formlar1 normal olarak degerlendirildi.
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6.5.3. Histomorfolojik degerlendirme

Karaciger, bobrek, dalak, akciger, kalp ve olfaktér bulbus dokularinda H&E boyamasi
yapilarak morfolojileri degerlendirildi. Karaciger dokularmin H&E boyamasi, kontrol
grubunda normal doku morfolojisi gosterdi. Tedavi gruplarina ait karaciger dokularinda
belirgin hiicresel dejenerasyon, siniizoidal dilatasyon, inflamatuar hiicrelerin infiltrasyonu ve
sitoplazmik vakuolizasyon tespit edilmedi ve kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli bir

fark tespit edilmedi (Sekil 18).

Sekil 18. Deney gruplarina ait H&E boyal1 karaciger dokularinin fotomikrograflari. A: Kontrol grubu, B: Bos NP
grubu, C: SGV Ekstre grubu, D: SGV NP grubu. E: SLL Ekstre grubu, F: SLL NP grubu, Olgek: 100 um. SGV:
Sideritis germanicopolitana Bornm. subsp. viridis Hausskn. ex Bornm., SLL: Sideritis libanotica Labill. subsp.
linearis (Bentham) Bornm., NP: Nanopartikiil.

Kontrol grubundaki bobrek dokusu kesitlerinin H&E boyamasi, kivriml tiibiillerin ve
glomertiliin genel biitiinliiglinii ortaya c¢ikardi. Tedavi gruplarma ait bobrek dokularinda
vakuolizasyon, bazal membranin glomertillerden ayrilmasi, nekroz, tiibiilo-interstisyel boslukta
artis ve tiibiiler dilatasyon gibi farkli histolojik degisiklikler tespit edilmedi (Sekil 19). Bos NP
(Sekil 19B) gruplarinda yer yer tiibiiller aras1 hemoraji gozlendi. Kontrol ile kiyaslandiginda

gruplar arasinda anlamli histopatolojik fark gézlenmedi.
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Sekil 19. Deney gruplarina ait H&E boyal1 bobrek dokularinin fotomikrograflari. A: Kontrol grubu, B: Bos NP
grubu, C: SGV Ekstre grubu, D: SGV NP grubu. E: SLL Ekstre grubu, F: SLL NP grubu, Olgek: 100 um. SGV:
Sideritis germanicopolitana Bornm. subsp. viridis Hausskn. ex Bornm., SLL: Sideritis libanotica Labill. subsp.
linearis (Bentham) Bornm., NP: Nanopartikiil.

Kontrol de dahil olmak {izere tiim gruplarda, dalakta normal kirmizi ve beyaz pulpalar gézlendi

(Sekil 20).

= J

Sekil 20. Deney gruplarina ait H&E boyali dalak dokularinin fotomikrograflari. A: Kontrol grubu, B: Bos NP
grubu, C: SGV Ekstre grubu, D: SGV NP grubu. E: SLL Ekstre grubu, F: SLL NP grubu, Olgek: 100 um. SGV:
Sideritis germanicopolitana Bornm. subsp. viridis Hausskn. ex Bornm., SLL: Sideritis libanotica Labill. subsp.
linearis (Bentham) Bornm., NP: Nanopartikiil.

Akciger dokularinda tiim gruplar incelendi ve birbirleriyle kiyaslandi. Inceleme sonucunda

hafif alveoler doku tikaniklig1 ve alveolar kalinlasma fark edilmedi (Sekil 21).
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Sekil 21. Deney gruplarina ait H&E boyali akciger dokularinin fotomikrograflari. A: Kontrol grubu, B: Bog NP
grubu, C: SGV Ekstre grubu, D: SGV NP grubu. E: SLL Ekstre grubu, F: SLL NP grubu, Olgek: 100 um. SGV:
Sideritis germanicopolitana Bornm. subsp. viridis Hausskn. ex Bornm., SLL: Sideritis libanotica Labill. subsp.
linearis (Bentham) Bornm., NP: Nanopartikiil.

Kalp miyokardinda tiim gruplar incelendi ve birbiriyle kiyaslandi. Dokularda tipik damar

yapisina sahip normal kas hiicrelerine sahip saglam kas demetleri rapor edildi (Sekil 22).

> At TS

Sekil 22. Deney gruplarina ait H&E boyali kalp dokularmin fotomikrograflari. A: Kontrol grubu, B: Bos NP grubu,
C: SGV Ekstre grubu, D: SGV NP grubu. E: SLL Ekstre grubu, F: SLL NP grubu, Olgek: 100 pm. SGV: Sideritis
germanicopolitana Bornm. subsp. viridis Hausskn. ex Bornm., SLL: Sideritis libanotica Labill. subsp. linearis
(Bentham) Bornm., NP: Nanopartikiil.

Farkli deney gruplarindan elde edilen olfaktor bulbus dokularina ait H&E ile boyanmis

boltimleri, disaridan iceriye dogru alt1 iyi tanimlanmis katman gosterdi; koku alma siniri
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katmani, glomeriiler katman, dis pleksiform katman, mitral hiicre katmani, i¢ pleksiform
katman ve graniiler hiicre katman1 (Sekil 23). Hasar ve tedavi gruplart incelendikten sonra,
kontrol grubuyla ayni histolojik katmanlari gosterdiler. Hiicreler, sitoplazmik bosluklar,

diizensizlik ve apoptoz gibi toksisite belirtileri olmadan normal gériindii.

i > Mo P N KR ¢ d 2 :

Sekil 23. Deney gruplarina ait H&E boyali olfaktor bulbus dokularinin fotomikrograflari. A: Kontrol grubu, B:
Bos NP grubu, C: SGV Ekstre grubu, D: SGV NP grubu. E: SLL Ekstre grubu, F: SLL NP grubu, Olcek: 100 um.
SGV: Sideritis germanicopolitana Bornm. subsp. viridis Hausskn. ex Bornm., SLL: Sideritis libanotica Labill.
subsp. linearis (Bentham) Bornm., NP: Nanopartikiil.

6.6. Deney Hayvanlarinin Kognitif Durumlarinin Degerlendirilmesi
6.6.1. Acik alan testi sonuclarinin degerlendirilmesi

Bu tez ¢alismasinda hayvan gruplarinin lokomotor aktivitelerini degerlendirmek i¢in agik alan
testi yapildi. Deneyde hayvanlar zemini karelere boliinmiis bir kutu igerisine konuldu ve 5
dakika boyunca kayit altina alindi. Bu kapsamda merkez bolgeye girilen ilk zaman (Sekil 24a),
merkez bolgede gegirilen zaman (Sekil 24b), katedilen toplam ¢izgi sayis1 (Sekil 24c¢), sahlanma
sayist (Sekil 24d) ve siislenme sayisi (Sekil 24e) degerlendirildi. Gruplar arasinda yapilan

kiyaslamada herhangi bir anlamlilik gézlemlenmedi.
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Sekil 24. A¢ik alan testi uygulanan gruplardan alinan sonuglarin degerlendirilmesi. (a) merkez bélgeye girilen ilk
zaman, (b) merkez bolgede gegirilen zaman, (C) katedilen toplam ¢izgi sayisi, (d) siislenme sayisi ve () sahlanma
sayist. AB: Amiloid B, DP: Donepezil, SGV: Sideritis germanicopolitana Bornm. subsp. viridis Hausskn. ex
Bornm., SLL: Sideritis libanotica Labill. subsp. linearis (Bentham) Bornm., Eks: Ekstre, NP: Nanopartikiil.
Istatiksel analiz igin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Tukey post hoc testi kullanilmigtir. Degerler
ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir.

6.6.2. Morris’in su tank testi sonuclarinin degerlendirilmesi

Morris’in su tanki testinde siganlarin platformu bulma siireleri 1, 2, 3, ve 4. Giinlerde
degerlendirildi (Sekil 25). Siireler incelendiginde 1. ve 2. giinde AP grubunun (p <0.01) kontrol
grubuna kiyasla anlamli derecede daha uzun siirede platformu buldugu, 3. ve 4. giinde ise bulma
stiresinin ve anlamliligmn arttig1 (p <0.001) goriildii. Ap grubuna kiyasla, AB+DP grubunda 1.
giin anlaml bir degisiklik gézlemlenmedi. 2. giin platformu bulma siiresinde anlamli bir diisiis
goriiliirken (p <0.01), 3. ve 4. giinlerde ise bu siirenin daha da kisaldig1 (p <0.001) tespit edildi.
AP grubuna kiyasla, AB+SGV Eks ve AB+SLL Eks gruplari 1. ve 2. giin anlaml bir degisiklik
gozlemlenmedi. Ayni gruplarin 3. giin platformu bulma siiresi anlaml bir diisiis gosterdi (p
<0.01) ve 4. giin bulma platformu bulma siiresi anlamli derecede (p <0.001) azalmaya devam
etti. AB+SGV NP ve AB+SLL NP gruplarinin AB grubuna kiyasla 1. ve 2. giin anlamli bir
degisiklik gostermezken 3. ve 4. giinlerde platformu bulma siiresi anlamli derecede diistii (p
<0.001). AB+Bos NP grubu ise AP grubuna kiyasla anlamli bir degisiklik gostermedi.
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Sekil 25. Morris’in su tanki testi gruplarin 6grenme performanslarmin degerlendirilmesi. AB: Amiloid 3, DP:
Donepezil, SGV: Sideritis germanicopolitana Bornm. subsp. viridis Hausskn. ex Bornm., SLL: Sideritis libanotica
Labill. subsp. linearis (Bentham) Bornm., Eks: Ekstre, NP: Nanopartikiil. Istatiksel analiz i¢in iki yonlii varyans
analizi (ANOVA) ve Tukey post hoc testi kullanilmigtir. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade
edilmistir. Kontrol grubuyla kiyaslama: ** p <0.01 ve *** p <0.001, AP grubuyla kiyaslama: ** p <0.01 ve *** p
<0.001.

Morris’in su tanki testinin alistirma giinlerinde platformun yerini 6grenmesi beklenen
siganlarin, prob test giinlinde platformun uzaklastirilmasiyla hedef kadrana ulasma siiresi ve
hedef kadranda gegirilen toplam siire degerlendirildi (Sekil 26). Kontrol grubuna kiyasla AP
grubu (p <0.001) ve ABtBos NP (p <0.05) grubunun hedef kadrana ulasma siiresinde anlaml
derecede yiikselme gozlenirken hedef kadranda gegirilen toplam siirede sadece A grubunda (p
<0.001) 6nemli bir yiikselme tespit edildi. AP grubuna kiyasla yapilan degerlendirilmelerde ise
APB+DP (p <0.01), AB+SGV NP (p <0.05) ve AB+SLL NP (p <0.05) gruplarinin hedef kadrana
ulagma siirelerinin anlamli derecede diistiigii, hedef kadranda gegirilen toplam siirelerinin ise

anlaml derecede arttig1 gorildii.
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Sekil 26. Morris’in su tanki testinde gruplarin hedef kadrana ulagsma siiresi (a) ve hedef kadranda gecen toplam
stirenin (b) degerlendirilmesi. AB: Amiloid B, DP: Donepezil, SGV: Sideritis germanicopolitana Bornm. subsp.
viridis Hausskn. ex Bornm., SLL: Sideritis libanotica Labill. subsp. linearis (Bentham) Bornm., Eks: Ekstre, NP:
Nanopartikiil. Istatiksel analiz icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Tukey post hoc testi kullanilmustir.
Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir. Kontrol grubuyla kiyaslama: * p <0.05 ve *** p
<0.001, A grubuyla kiyaslama: * p <0.05 ve ** p <0.01.

6.6.3. Pasif sakinma testi sonuclarinin degerlendirilmesi

Pasif sakinma testinin sonuglar1 6grenmenin gerceklesip gergeklesmedigini tespit etmek igin
elektrik soku uygulanan ilk giiniin ardindan ikinci giinde hayvanlarin karanlik tarafa gecis
slirelerinin grup i¢i ortalamasi alinarak belirlendi (Sekil 27). Elde edilen verilere gore ilk giin
gruplar arasinda anlamli bir farklilik olugsmadi. Testin 2. giiniinde ise A (p <0.001) ve AB+Bos
NP (p <0.001) gruplarinin karanhk tarafa gecis siiresileri kontrol grubuna kiyasla anlamli
derecede yiiksekti. AB+DP (p <0.01), AB+SGV Eks (p <0.05), AB+SLL Eks (p <0.05),
AB+SGV NP (p <0.05) ve AP+SLL NP (p <0.05) gruplart ayr1 ayri1 AP grubuyla

kiyaslandiklarinda ise karanlik tarafa gegis stireleri oldukga anlamli diizeyde artis gosterdi.
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Sekil 27. Pasif sakinma testi gruplarin karanlik bolgeye ge¢is zamanlarimin degerlendirilmesi. AfB: Amiloid 3, DP:
Donepezil, SGV: Sideritis germanicopolitana Bornm. subsp. viridis Hausskn. ex Bornm., SLL: Sideritis libanotica
Labill. subsp. linearis (Bentham) Bornm., Eks: Ekstre, NP: Nanopartikiil. Istatiksel analiz i¢in tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) ve Tukey post hoc testi kullanilmistir. Degerler ortalama =+ standart sapma olarak ifade
edilmigstir. Kontrol grubuyla kiyaslama: * p <0.05 ve *** p <0.001, AB grubuyla kiyaslama: * p<0.05 ve ** p<0.01.

6.6.4. Yeni obje tamima testi sonuclarinin degerlendirilmesi

Yeni obje tanima testinde hayvanlarin kisa siireli hafiza ve 6grenme yetenekleri degerlendirildi.
[k énce ayni cisimlere gdstermis olduklari ilgi 3 dakika boyunca kayit altina almirken, 1 saat
sonra yapilan iKinci agamada ise cisimlerden biri degistirildi ve gruplarin yeni cisme olan ilgisi
incelendi. Sekil 28a’da belirtilen sonuglardan anlasilacagi iizere deney siiresince kontrol
grubunun yeni obje ile ilgilenme siiresi diger gruplara kiyasla anlamli diizeyde fazladir (p
<0.001). AP grubunun (p <0.001) kontrol grubuna kiyasla yeni obje ile ilgilenme siiresi anlaml
derecede diislis gosterirken, Ap+DP (p <0.001), AB+SGV Eks (p <0.001), AB+SLL Eks (p
<0.001), AB+SGV NP (p <0.001) ve AB+SLL NP (p <0.001) gruplart Ap grubuna kiyasla
anlamli diizeyde artig gostermistir (Sekil 28b-c).
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Sekil 28. Yeni obje tanima testi uygulanan gruplardan aliman sonuglarin degerlendirilmesi. (a) Kesif siiresi, (b)
Fark skoru, (c) Tercih skoru. Ap: Amiloid B, DP: Donepezil, SGV: Sideritis germanicopolitana Bornm. subsp.
viridis Hausskn. ex Bornm., SLL: Sideritis libanotica Labill. subsp. linearis (Bentham) Bornm., Eks: Ekstre, NP:
Nanopartikiil. Istatiksel analiz igin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Tukey post hoc testi kullanilmustir.
Degerler ortalama =+ standart sapma olarak ifade edilmistir. Kontrol grubuyla kiyaslama: *** p <0.001, Ap
grubuyla kiyaslama: *** p <0.001

6.7. Ahman Doku Orneklerinde Yapilan Analizlerin Degerlendirilmesi
6.7.1. Beyin dokusunda Ap1-s2 diizeyinin ELISA ile degerlendirilmesi

Dekapitasyon sonrasinda alinan serebral korteks ve hipokampiisteki APi-42 diizeyleri ELISA
Kiti ile analiz edilmistir (Sekil 29). Serebral korteks ve hipokampiis dokusundaki APi-42
seviyeleri degerlendirildiginde hastalik grubu olarak kabul ettigimiz Ap grubunun kontrol

grubuna kiyasla (p <0.001) daha fazla miktarda Api-42 miktari saptandi. Tedavi gruplart Ap
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grubu ile kiyaslandiginda ise AB+DP (p <0.001), AB+SGV (p <0.01), AB+SLL (p <0.01),
AB+SGV NP (p <0.001) ve AB+SLL NP (p <0.001) gruplarinda Api-a2 miktarlar1 anlamli
diizeyde diisiis gosterirken AB+Bos NP grubunda Api-42 miktarinda anlamli bir degisikligin

olmadig belirlendi.
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Sekil 29. Serebral korteks ve hipokampiis dokularindaki Api-42 diizeylerinin degerlendirilmesi. AB: Amiloid f3,
DP: Donepezil, SGV: Sideritis germanicopolitana Bornm. subsp. viridis Hausskn. ex Bornm., SLL: Sideritis
libanotica Labill. subsp. linearis (Bentham) Bornm., NP: Nanopartikiil. Istatiksel analiz i¢in tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) ve Tukey post hoc testi kullanilmistir. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade
edilmistir. *** p <0.001, *** p <0.001

6.7.2. Alinan beyin dokularinin histolopatalojik analizlerin degerlendirilmesi

Histoloji analizi sirasinda, hayvan gruplarmin korteks (Sekil 30) ve hipokampiis bolgeleri
(Sekil 31) dikkatlice incelendi ve bu bolgelerdeki hastalik ve tedaviye bagh degisiklikler,
kontrol gruplari ile karsilagtirildi. Kontrol grubu, farkli beyin bolgelerindeki (serebral korteks,
CA2 ve CA3 hipokampal bolgeler) néronlarin normal histomorfolojik yapilarini sergiledi. Ap
grubu siganlar, kontrol ile karsilastirildiginda serebral korteks ve hipokampal bdlgelerin bazi
noronlarinda artan niikleer piknoz/dejenerasyon ile fokal eozinofilik plaklar ve
intraseliiler/perivaskiiler 6dem kaydedildi. AB+Bos NP grubu, A ile kiyaslandiginda benzer
sekilde hasar kriterleri gosterdi. SLL ve SGV ekstrelerinin verildigi tedavi gruplarinin,

incelenen serebral korteks ve hipokampal bolgelerinde yer yer piknotik hiicre ve hiicresel
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dagilma gozlense de hasar ile kiyaslandiginda iyilesme egiliminde oldugu gézlendi. SLL ve
SGV NP’lerin uygulandig1 beyin bélgelerinin incelemesinde belirlenen hasar kriterlerini geriye
cevirerek iyilesmeyi daha fazla arttirdigi ve hatta pozitif kontrole benzer bir morfoloji

gosterdigi rapor edildi.

Sekil 30. Deney gruplari arasinda H&E boyali beyin dokularinin serebral korteks bolgelerine ait fotomikrograftlar.
A: Kontrol, B: A, C: AR+ Bos NP, D: AB+DP, E: AB+SLL, F: AB+SLL NP, G: AB+SGV, H: AB+SGV NP.
Siyah ok: Niikleer piknoz ve dejenerasyon; Kirmizi ok: Fokal eozinofilik plaklar; Yesil ok: Noronal hiicrelerde
intraseliiler 56dem ve perivaskiiler 5dem. Olgek: 100 pm. SGV: Sideritis germanicopolitana Bornm. subsp. viridis
Hausskn. ex Bornm., SLL: Sideritis libanotica Labill. subsp. linearis (Bentham) Bornm., NP: Nanopartikiil, Ap:
Amiloid B, DP: Donepezil.
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Sekil 31. Deney gruplari arasinda H&E boyali beyin dokularinin hipokampiis bolgelerine ait fotomikrograftlar. A:
Kontrol, B: AB, C: AB+ Bos NP, D: AB+DP, E: AB+SLL, F: AB+SLL NP, G: AB+SGV, H: AB+SGV NP. Siyah
ok: Niikleer piknoz ve dejenerasyon; Yesil ok: Néronal hiicrelerde intraseliiler 5dem ve perivaskiiler ddem. Olgek:
100 um. SGV: Sideritis germanicopolitana Bornm. subsp. viridis Hausskn. ex Bornm., SLL: Sideritis libanotica
Labill. subsp. linearis (Bentham) Bornm., NP: Nanopartikiil, AB: Amiloid 8, DP: Donepezil.

6.7.3. Immiinohistokimyasal analizlerin degerlendirilmesi

Bu tez calismasinda serebral korteks ve hipokampiisteki Api-42 (Sekil 32 ve Sekil 33) ve

fosforile tau seviyeleri (Sekil 34 ve Sekil 35) degerlendirildi. Calismada olusturulan AH modeli

kontrol ile kiyaslandiginda, beyin dokusunun serebral korteks ve hipokampus (CA2 ve CA3)

bolgesinde yogun amiloid plaklar1 ve tau protein ekspresyonu ortaya ¢ikti. Ekstre yiikli NP’ler

ile tedavi edilen gruplarda da ayni sekilde beta amiloid ve tau protein ekpresyonlart gézlendi.
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Hasar ile kiyaslandiginda, pozitif kontrol ve SLL/SGV verilen gruplarda bu protein

ekspresyonlarinin azaldigi gozlendi. Ekstre yiiklii NP formlarinin bu protein ekspresyonlari

iizerinde daha etkili oldugu tespit edildi.

Sekil 32. Deney gruplari arasinda beyin dokularinin korteks bdlgelerine ait anti-Af immiinohistokimyasal
boyama. A: Kontrol, B: Af, C: A+ Bosg NP, D: AB+DP, E: AB+SLL, F: AB+SLL NP, G: AB+SGV, H: Ap+SGV
NP. Kahverengi boyanma, immiino-pozitif hiicreleri ifade eder. Olgek: 100 um. SGV: Sideritis germanicopolitana

Bornm. subsp. viridis Hausskn. ex Bornm., SLL: Sideritis libanotica Labill. subsp. linearis (Bentham) Bornm.,
NP: Nanopartikiil, AB: Amiloid B, DP: Donepezil.
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Sekil 33. Deney gruplari arasinda beyin dokularinin hipokampiis bdlgelerine ait anti-Af immiinohistokimyasal
boyama. A: Kontrol, B: AB, C: AB+ Bos NP, D: AB+DP, E: AB+SLL, F: AB+SLL NP, G: AB+SGV, H: Ap+SGV
NP. Kahverengi boyanma, immiino-pozitif hiicreleri ifade eder. Olgek: 100 um. SGV: Sideritis germanicopolitana
Bornm. subsp. viridis Hausskn. ex Bornm., SLL: Sideritis libanotica Labill. subsp. linearis (Bentham) Bornm.,

NP: Nanopartikiil, AB: Amiloid B, DP: Donepezil.
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Sekil 34. Deney gruplart arasinda beyin dokularinin korteks bolgelerine ait anti-Tau immiinohistokimyasal
boyama. A: Kontrol, B: AB, C: AR+ Bos NP, D: AB+DP, E: AB+SLL, F: AB+SLL NP, G: AB+SGV, H: AB+SGV
NP. Kahverengi boyanma, immiino-pozitif hiicreleri ifade eder. Olgek: 100 um. SGV: Sideritis germanicopolitana

Bornm. subsp. viridis Hausskn. ex Bornm., SLL: Sideritis libanotica Labill. subsp. linearis (Bentham) Bornm.,
NP: Nanopartikiil, AB: Amiloid B, DP: Donepezil.
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Sekil 35. Deney gruplari arasinda beyin dokulariin hipokampiis boélgelerine ait anti-Tau immiinohistokimyasal
boyama. A: Kontrol, B: AB, C: Ap+ Bos NP, D: AB+DP, E: AB+SLL, F: AB+SLL NP, G: AB+SGV, H: AB+SGV
NP. Kahverengi boyanma, immiino-pozitif hiicreleri ifade eder. Olgek: 100 um. SGV: Sideritis germanicopolitana

Bornm. subsp. viridis Hausskn. ex Bornm., SLL: Sideritis libanotica Labill. subsp. linearis (Bentham) Bornm.,
NP: Nanopartikiil, AB: Amiloid B, DP: Donepezil.
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6.7.4. Konfokol goriintiileme sonuclarinin degerlendirilmesi

Bu tez ¢alismasinda ekstre yiiklii NP’ler rhodamine B floresan boyasi ile boyandi ve beyin
dokusundaki konfokal mikroskop gorintiisii alindi (Sekil 36). Herhangi bir boyamanin
yapilmadigi kontrol grubu ile yapilan kiyaslamada iki NP formiilasyonunun da beyne ulastig1

ve 1s1ma verdigi tespit edildi.

DAPI RHODAMIN B MERGED

SLL NP KONTROL

SGV NP

Sekil 36. Tedavi ajanlar1 yiiklenen NP’lere baglanan rhodamine B floresan boyanin beyin dokusundaki konfokal
mikroskop gériintiisii. Olgek: 100 pum. Kiigiik fotograflarin dlgegi 50 um. SGV: Sideritis germanicopolitana
Bornm. subsp. viridis Hausskn. ex Bornm., SLL: Sideritis libanotica Labill. subsp. linearis (Bentham) Bornm.,
NP: Nanopartikiil.



7. TARTISMA ve SONUC

AH, merkezi sinir sisteminin kademeli biligsel gerilemesi ile karakterize ilerleyici
norodejeneratif bir hastaliktir. Noritik plaklar olarak hiicre dist AP birikiminin varligir ve
NFY’ler olarak hiperfosforile tau proteinin hiicre i¢i birikimi, AH tanisi igin birincil
noropatolojik kriter olmaya devam etmektedir. Demansin en yaygm tiirii olan AH, diinya
capinda tahminen toplam 50 milyon insanmi etkileyen kiiresel bir halk sagligi sorunu olarak
ortaya cikmistir. AH'min siirekli artan prevalanst ve toplum iizerindeki agir yiiki,
arastirmacilarin AH patogenezinin altinda yatan mekanizmalar1 incelemesini ve hastaligi

iyilestirici tedaviler aramasini her zamankinden daha acil hale getirmektedir (Liu ve ark., 2020).

AH'nin kesin nedeni hala belirsiz olsa da son ¢aligmalar yasam tarzi, diyet, cevresel ve genetik
faktorlerin hastaligin ilerlemesine katkida bulundugunu gostermektedir. Bugiine kadar
gelistirilen farmasotik yaklasimlar hastaligin ilerlemesini engelleyememektedir. Son on yilda
iki ylizden fazla umut vaat eden ilag adaymin klinik denemelerde basarisiz olmasi, hastaligin
ve nedenlerinin oldukg¢a karmasik olabilecegini diisiindiirmektedir. Sifali bitkiler ve bitkisel
ilaclar artik tamamlayici ve alternatif miidahaleler olarak daha fazla ilgi kazanmakta ve AH i¢in
ila¢ adaylarinin gelistirilmesinde degerli bir kaynak olusturmaktadir. Yapilan bir¢ok bilimsel
calisma, cesitli sifali bitkilerin ve bunlarin temel fitokimyasallarinin AH tedavisinde

kullanimin1 destekler niteliktedir (Gregory ve ark., 2021).

Yillar gectikge bitki tirtinleri, mikrobiyal izolatlar ve baz1 metabolik yan iiriinler de dahil olmak
tizere dogal olarak elde edilen ¢ok sayida kii¢iik molekiil, AH riskini azaltan ve mevcut
tedavilere destek olan takviyeler olarak ongoriilmiistiir. Ancak ne yazik ki higbiri beklenen
basarty1 saglayamamistir. Cogu ilag i¢in en biiylik zorluklardan biri, KBB’yi ge¢me
yetenekleridir. Gegtigimiz yillarda nanoteknolojiye dayali miidahaleler, ilaglarin belirli
hedeflere basarili bir sekilde ulastirllmasi sorununu ¢6zmek icin alternatif bir platform
sunmustur. Dogal {irtinler ve nanoteknoloji arasindaki heyecan verici bu bag, AH tedavisinde
umut verici sonuglar vermektedir. Antioksidan aktiviteleriyle en iyi bilinen bitki kaynakli
bilesikler olan flavonoidlerin potansiyel uygulamalar1 ve bunlarin nanomedikal yaklasimlarla
birlestirilmesi, iyi bilinen norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde oldukga etkili terapdtik

stratejilere yol acabilir (Prasanna ve Upadhyay, 2021).

Bu tez ¢alismasinda mevcut sorunlarin yaninda potansiyel ¢oziim yollarin1 da géz oniinde

bulundurarak Tiirkiye’de endemik olarak yetisen ayrica yiiksek oranda flavonoid bilesiklere
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sahip olan Sideritis germanicopolitana Bornm. subsp. Viridis Hausskn. ex Bornm. (SGV) ve
Sideritis libanotica Labill. subsp. linearis (Bentham) Bornm. (SLL) bitkilerine ait ekstreler ile
bu ekstrelerin yiikli oldugu NP’lerin intraserebroventrikiiler APi-42 uygulamasiyla indiiklenen
sigan beyinlerindeki lokomotor aktiviteye, 6grenmeye ve hafizaya olan etkileri karsilagtirilarak

degerlendirilmistir.

Dr. Ogr. Uyesi Ismail SENKARDES tarafindan tanimlan bitki materyallerinin in vitro
antioksidan ve antikolinesteraz aktivite tayinleri Dog. Dr. Turgut TASKIN esliginde yapilmistir
ve elde edilen sonuglar literatiir ile karsilastirilmistir. Iki bitkinin de 7:3 EtOH:d.H20 ekstreleri
3 farkli antioksidan aktivite yontemiyle incelenmistir. 3 yontemde de SGV ekstresinin SLL
ekstresinden daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu gorilmiistiir. Giiveng ve
arkadaslarmin diger Sideritis tiirleriyle yaptigi calismaya kiyasla SGV ve SLL ekstreleri
oldukc¢a daha yiiksek DPPH radikal temizleme aktivitesi gostermistir (Giiveng ve ark., 2005).
Bir diger ¢alismada ise diger Sideritis tiirlerinin DPPH radikal temizleme aktiviteleri SGV ve
SLL ekstrelerine yakin bulunmustur (Giilcan ve ark., 2022). FRAP ve CUPRAC tayinlerinde
elde edilen sonuglar da literatiir ile uyumlu bulunmustur. Bu sonuglar bitki ekstrelerinin
antioksidan aktiviteye sahip olduklarin1 ve yapilacak g¢aligmalarda kullanilabileceklerini
kanitlamaktadir (Ceylan ve ark., 2019; Deveci ve ark., 2019). Antikolinesteraz aktivitelerinde
ise SLL ekstresinin SGV’den daha yiiksek inhibisyon aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir.
Bu degisikligin baslica sebebi antioksidan etkiler, viicuttaki serbest radikalleri nétralize ederek
hiicresel hasar1 azaltmaya yardimci olur iken antikolinesteraz etkiler norotransmitterlerin
diizenlenmesi araciligi ile olusur (Zengin ve ark., 2016). Bu da ekstrelerin farkli mekanizmalar

araciligi ile anti-Alzheimer etkinlik gosterebilecegi seklinde yorumlanabilir.

Bu tez calismasinda SGV ve SLL ekstreleri PLGA/PEG NP’leri igerisine yiiklenmistir ve
tiretilen NP’ler P80 ile kaplanmistir. Calisma i¢in bu maddelerin se¢ilme sebepleri ise sunlardir:
PLGA’nin biyolojik olarak uyumlu ve bozunabilir bir polimer olmasinin yaninda tasiyici
sistemlerde kullanildiginda, tasidigi ajanlart korur ve kontrollii bir sekilde salinmasini
saglamaktadir. PEG, ylizey modifikasyonu i¢in yaygin olarak kullanilan bir polimerdir.
Ozellikle nanoteknolojik ilag tasiyicilari ile kullanildiginda, yiizeylerini hidrofilik hale
getirmekte ve baglayici proteinlerin yiizeye yapisip bagisiklik sistemi tarafindan tanimmasini
onlemektedir. Bu, ilag tasiyicilarinin dolasimda daha uzun siire kalmasina ve hedef dokulara

ulagmasina yardimci olmaktadir.
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P80 ise KBB permeabilitesini artiran Ve yaygin olarak kullanilmakta olan bir siirfaktandir.
KBB’yi gecmek zorlu bir gérev oldugundan bu tiir ilag tagiyicilarinin tasarimi ve kullanima,

ajanlarin beyne ulagsmasini kolaylastirabilir (Chen ve ark., 2011; Joseph ve ark., 2021).

Saf ve islenmis materyallerin fizikokimyasal 6zellikleri g¢esitli testler ile degerlendirilmistir.
Oncelikle SEM cihazi kullanilarak partikiillerin yiizey morfolojisi incelenmistir. Ekstrelerin NP
icine basarili bir sekilde yiiklenirken, homojen ve kiiresel sekilde dagilim gosterdikleri ve ilag
salimin1 engelleyecek herhangi bir agregasyon olusturmadiklar: tespit edilmistir. Boyutu 200
nm'den kii¢iik olan NP’lerin KBB’yi asabildikleri ve kan dolagimini arttirarak 6zellikle beyne
daha iyi hedeflendirildikleri bilinmektedir (Kulkarni ve Feng, 2013). Bu baglamda, iiretmis
oldugumuz NP’lerin hedeflendirme i¢in uygun boyutta oldugu anlasilmistir. PLGA/PEG
kopolimeri P80 ile kaplandiginda NP’lerin zeta potansiyeli yaklasik 1,2-1,3 mV olarak
Olgtilmistiir. Bu degerler partikiillerin pozitif yiike sahip olduklarimi ve literatiir ile eslestigini
gostermektedir (Chen ve ark., 2011). FTIR analizleri ile ekstrelerin, ekstre yiiklii NP’lerin ve
bos NP’lerin molekiiler yapis1 aydinlatilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde PLGA ve PEG’e
ait karakteristik pikler ekstre yiikli NP’lerde de gozlemlenmis ve basarili bir yiikleme
gergeklestigi anlasilmistir (Kumara ve ark., 2014; Ledn ve ark., 2017; Pereira ve ark., 2016;
Sadeghi-Avalshahr ve ark., 2017). SGV ve SLL ekstrelerinin FTIR spektrumlart oldukea giiglii
kimyasal benzerlikler oldugunu goéstermistir. Bu, her iki bitkinin de Sideritis cinsi olmasi
nedeniyle makul bir sonug olarak degerlendirilebilir. Sideritis familyasiin kimyasal yapisinin
belirlenmesine yonelik literatiir taramasi sonunda, bu yapida hidroksil, aromatik halka ve
karboksil gruplarinin varligi sonucuna varilmistir (Demirtas ve ark., 2011). Saf PLGA/PEG NP
spektrumlarmin ekstre yiikli PLGA/PEG NP spektrumlart ile karsilastirildiginda benzer
degisikliklerin gozlemlenmesi, enkapsiillemenin basarili bir sekilde gerceklestigini
kanitlamigtir. XRD analizleri ile saf ve islenmis materyallerin kristal yapis1 aydinlatilmistir. Saf
PLGA’nin vermis oldugu pik literatiir ile uyumlu bulunmustur (Mollaeva ve ark., 2021; Seju
ve ark., 2011). Aym sekilde saf PEG’in de vermis oldugu pikler, Fu ve arkadaslari ve
Jayaramudu ve arkadaglar tarafindan yapilan ¢alismalar ile ortiismiistiir (Fu ve ark., 2015;
Jayaramudu ve ark., 2016). PLGA ve PEG’in piklerinin birbirine karigmasi {i¢ boyutlu
davraniglarinin uyumlu olduklarini, dolayisiyla birlikte kullanilabileceklerini gdstermistir.
PEG’in pik keskinliginin azalmast PLGA’nin diisiik kristaliteye sahip olmasindan
kaynaklanmaktadir. Her iki ekstrede de fark edilen keskin piklerin bulundugu zenginlesmis

bolge, literatiirde Sideritis cinsi i¢in 6nerilen XRD deseni ile uyumlu bulunmustur (Citak ve
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ark., 2014; Turkmenoglu ve ark., 2015). Ayrica, 20 =23° civarinda goriilen genis pik, amorf bir
fazin varhigimi gostermistir (Koromili ve ark., 2022). DSC cihazi ile yapilan termal analizlerde
bos NP’lerde 68.5 °C ile 72.1 °C’de bulunan endotermik pikler ve 199.5 °C’de bulunan
ekzotermik pikler erime ve kristallesme siirecine isaret etmektedir. 55 °C civarinda goriilen Tg
ve PEG’in 66 °C’de erimesi literatiir ile uyumludur (Martins ve ark., 2018; Zheng ve ark.,
2005). Her ikisinin de fizyolojik sicakligin {izerinde ve yakin zamanda olmalari piklerin st iiste
binmesine neden olmaktadir. Bununla birlikte, enkapsiilleme iki kollu tepeyi tek giiclii kubbe
seklinde bir tepe olarak birlestirmis ve ekzotermik tepeyi ortadan kaldirmistir. XRD boliimiinde
tartisildigi gibi, iki yar1 amorf ekstre eklenerek giiclendirilen PLGA/PEG NP'min amorf fazi; bu
deney tarafindan da desteklenen bir onermeyi olusturmustur. Hem pik genislemesi hem de
kristallenmenin ortadan kaldirilmasi, artmis amorf olma belirtisidir. Ekstrelerde tespit edilen
erime noktalarinin NP formlarinda diismesi ekstrelerin ve matrisin birbirine homojen bir sekilde
dagildig1 seklinde yorumlanabilir (Koromili ve ark., 2022). Ekstre formlarinda goziiken piklerin
NP formunda Tg’ye benzer bir pike donligmesi bu formun termal dayanikliligint artirdigini
kanitlamaktadir. NP’lerde gergeklesen in vitro salim profili incelendiginde bu tip siirekli ve
yavas salim Fachriyah ve arkadaslari ile asetilsalisilik asit i¢in yapilan bir ¢alismada
goriilmistiir (Fachriyah, 2017). SGV ve SLL'nin difiizyonu ve molekiiler matris bozunmasi,
SLL ve SGV'nin NP'lerden salinmasinda onemli bir rol oynamustir. Ekstrelerin boyutu
NP’lerden daha kii¢lik oldugu i¢in SLL ve SGV, NP'lerin yiizeyinden veya gozeneklerinden
kolayca difiize olabilmistir (Fachriyah, 2017; Tang ve ark., 2018)

Sideritis cinsi bitki ekstrelerin MTT sonucu elde edilen Dm (ICso) degerleri literatiir ile
kiyaslandiginda bulunan degerler benzer c¢alismalardaki doz araliklarinda oldugu tespit
edilmistir (Radojevi¢ ve ark., 2012). Belirlenen dozlarla yapilan anti-Alzheimer ¢alismasinda
ekstre ve ekstre yiiklii NP’lerin Dm (ICs0) dozlarinin hiicre canliligini artirmasi hastalik
tizerindeki etkinligini kanitlarken bos NP uygulanan grubun canlilig1 ¢ok az miktarda artirmasi
NP’lerin hiicre canliligini destekledigini fakat ekstre yiiklenmeden anti-Alzheimer etkinlik
gosteremedigini kanitlamigtir. CompuSyn programindan elde edilen kombinasyon dozlarinin
uygulanmast ile hiicre canliliginin APi42 grubundan daha diisiikk ¢ikmasi yapilan
hesaplamalardaki antagonist etki sonucunu desteklemistir. Kombine kullanimin tedavide
sinerjik bir etki olusturmayacagi tespit edildigi i¢in in vivo ¢alismalardan bu grup ¢ikarilmis ve

gereksiz hayvan kullaniminin 6niine gegilmistir.
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Bu tez ¢alismasinda SGV ve SLL ekstrelerinin PI3K/Akt/GSK-3p ile Wnt/B-katenin yolaklari
lizerinden etki gosterip gostermedigi aragtirllmigtir. AH patofizyolojisinin ana faktorlerinden
biri tau proteininin hiperfosforilasyonudur ve bu yolak diizenlemede 6nemli rol oynamaktadir.
GSK-3pB, uzun siireli bellegi diizenlemekte ve sinaptik plastisiteye katkida bulunmaktadir;
ayrica anormal tau proteininin asir1 fosforlanmasinda da 6nemli rol oynamaktadir. PI3K, Akt'i
etkinlestirir ve GSK-3f'nin inaktivasyonunu saglar. Aktif GSK-3B’nin yol agtigi tau
hiperfosforilasyonunu engellenir (Kitagishi ve ark., 2014). Ayni sekilde Wnt/B-katenin
yolaginda rol oynayan Wnt proteinleri, Frizzled reseptor ailesinin hiicre disi sistin-zengin
bolgesine baglanan ve Wnt yardimci reseptdr diisiik yogunluklu lipoprotein reseptorii ile
iliskilendirilen proteinlerdir. Bu baglanma, kanonik Wnt/B-katenin sinyal yolunun
aktivasyonunu baglatir. Wnt'in Fzd/LRP5/6 reseptér kompleksine baglanmasi, GSK3f
aktivitesinin inhibisyonunu ve sitozolik B-kateninin stabilizasyonunu sonug¢landirir (Jia ve ark.,
2019). Literatiir sonuglarinin aksine ekstre ve ekstre yiiklii NP’lerin uygulanmasi sonucu GSK-
3B geninin aktivasyonunun arttigi dolayisiyla ekstrelerin PI3K/Akt/GSK-3p veya Wnt/f-
katenin yolaklar1 ile etki gostermedigi anlasilmistir. Elde edilen sonuglara gore etki

mekanizmasinin aydinlatilmasi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag¢ oldugu ortaya konulmustur.

Bu tez ¢alismasinda akut toksisite ¢aligmalar1 ana ¢alismaya baslamadan once ekstrelerin ve
NP’lerin si¢anlar iizerindeki kisa siireli maruziyetin potansiyel zararlarin1 degerlendirmek
amaciyla yapilmistir. OECD kilavuzu takip edilerek elde edilen sonuglar degerlendirildiginde
secilen en yiiksek dozda dahi hayvanlarda herhangi bir mortalitenin goérilmemesi, klinik
bulgularin normal sinirlar i¢inde olmasi ve histomorfolojik degerlendirmelerde incelenen
karaciger, bobrek, dalak, akciger, kalp ve olfaktér bulbus dokularinda kontrol grubuna kiyasla
onemli farklilik gostermemesi akut bir toksisite olusturmadiklarini kanitlamistir. Feistel ve
arkadaslarmin farkli bir Sideritis cinsi ile yapmis oldugu calismalar elde ettigimiz verileri
desteklemekle beraber calismakta oldugumuz alt tiirlerinin belirtilen doz araliklarinda
toksisiteye sahip olmadiklarini gostermektedir. Bu da, Sideritis cinsi bitki ekstrelerinin
insanlarda taninmis geleneksel tibbi kullanimini destekleyen olumlu bir giivenlik profilini

onaylamaktadir (Feistel ve ark., 2018).

Bu tez ¢aligmasinda tedavi yolu olarak intranazal yol se¢ilmistir. Bu uygulama yolunun segilme
sebepleri sunlardir: Farkli ndrodejeneratif ve psikiyatrik bozukluklara yonelik akut veya kronik
ilag tedavileri birgok agidan zorludur. Oral ilaglarin diisiik biyoyararlanimi, beyne ulasabilen
miktarinin sinirli olmasi, hizli metabolize edilmesi, eliminasyonu, istenmeyen yan etkileri ve
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ayrica ek yiiksek doz verilmesi hem hastalar i¢in rahatsizlik hem de aileleri ve toplum igin
yiiksek maliyet anlamina gelmektedir. Bilesiklerin beyine niifuzunun diisiik olmasinin nedeni,
beyni ksenobiyotiklere karst KBB’yi asmak zorunda olmalaridir. Intranazal ilag uygulamas,
kan-beyin bariyerini asmak, ilaglarin sistemik yan etkilerini azaltmak ve uygulanacak dozlari
azaltmak icin umut verici segeneklerden biridir. Ayrica, burun yoluyla uygulanan ilaglarin
biyoyararlaniminin genellikle daha yiiksek, yan etkileri daha az ve oral yoldan alinan ilaglara
gore benzer dozlarda daha yiiksek beyin maruziyetine neden olmalarinin yaninda invaziv
olmama, yiiksek kan akisi, ila¢ emilimi i¢in biiylik bir ylizey alani, uygulamanin kolayligi, hizli
etki baslangici, gastrointestinal ve hepatik metabolizmanin 6nlenmesi gibi bir¢ok avantaji
bulunmaktadir (Costa ve ark., 2021; Erdd ve ark., 2018). Anti-Alzheimer etkinin incelendigi
hayvan ¢aligmasinda ise intraserebroventrikiiler yolla bilateral APi-42 uygulamasi yapilarak
hastalik modeli olusturulmustur. Operasyon kaynakli sorunlarin ¢caligmay1 etkilememesi adina
3 giinliik adaptasyon siiresinin ardindan tedaviye baslanmis ve belirlenen siirelerde hayvanlar

davranis testlerine tabi tutulmustur.

Acik alan testi hayvan gruplarinin lokomotor aktivitesi, kesif davranisi ve kaygisini incelemek
icin yapilmaktadir. Bunun i¢in 5 parametre (hayvan gruplarinin merkez bolgeye girdikleri ilk
zaman, merkez bolgede gegirdikleri zaman, katedilen toplam ¢izgi sayisi, sahlanma sayisi ve
stislenme sayis1) degerlendirilmistir. Gruplar arasinda anlamli degisikliklerin olmamasiyla
hayvan gruplarinin lokomotor aktivitelerinde cerrahi operasyon sirasinda veya sonrasinda dis
kaynakli herhangi olumsuz bir sonuca yol agmadigini, boylece cerrahi islemin hastalik modelini

ve tedavi gruplarinin sonucglarini etkilemedigi anlasilmstir.

Yeni obje tanima testi, siganlarin yeni bir nesneyi kesfetmek i¢in tanidik bir nesneden daha
fazla zaman harcama yoniindeki dogal egilimine dayanmaktadir. Siganlara yapilan APi-a2
uygulamasinin hastaligin insanlardaki klinik belirtilerine ¢ok benzeyen 6grenme ve hafiza
bozukluguyla yol agtig1, yeni obje tanima testinde tedavi gruplarina kiyasla anlaml derecede
azalmayla sonuglandig: literatiirde yapilan ¢aligmalarla desteklenmektedir (Zamani ve ark.,
2019). Yapmis oldugumuz tez ¢alismasinda da AP ve AB+Bos NP gruplar1 benzer sonuglar
gosterirken AB+DP, AB+SGV Eks, AB+SLL Eks, AB+SGV NP ve AB+SLL NP gruplar1 AP
grubuna kiyasla yeni obje tanima siirelerinde artis meydana gelmistir. Grafikler incelendiginde
ekstre yiklii NP formlarinin ekstre gruplarina kiyasla yeni nesnelerle daha uzun zaman
gecirdikleri de anlasilmistir. Arsenijevic ve arkadaslarmin yapmis oldugu c¢alismada da
caligmamiza benzer sonuglar elde edildigi goriilmiistiir (Arsenijevic ve ark., 2021).
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Pasif kaginma testi, korkutan sartlardan kaginmayla iligkili biligsel hafizay1 degerlendirmek igin
yapilir. Kemirgenler, dogustan gelen fotofobi nedeniyle karanlik b6lmeyi tercih ederler ve bu
testte, karanlik bolmede elektrikli ayak soku almak, bu egilimle ¢atismaya neden olmaktadir.
(Rashno ve ark., 2022). Bu tez ¢alismasinda AP grubuna kiyasla tedavi gruplarimin karanlik
golgeye gegme siiresi anlamli derecede artis gostermistir. Higbir ekstrenin yiiklenmedigi
APB+Bos NP grubu ise hastalik grubuna benzer sonuglar géstermistir. Yeni obje tanima testi gibi
bu testte de ekstre yiiklii NP formlarinin ekstre gruplarina kiyasla karanlik bolgeye gecis
zamaninin daha uzun siirdiigi goriilmiistiir. Benzer sekilde 2021 yilinda Mohammadi ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada ekstre yiiklii NP formunun ekstre formundan daha

etkili oldugu kanitlanmistir (Mohammadi ve ark., 2021).

Morris’in su tanki, yaklagik 40 yi1l onceki gelistirilmesinden bu yana uzaysal 6grenme ve
hafizay1 degerlendirmek icin ¢ok popiiler bir arag olarak kullanilmaktadir. Hayvan gruplarinin
tank ic¢indeki platformun yerini farkli kdselere konulan yonlendiriciler yardimiyla 6grenmesi
va hatirlamas1 beklenmektedir (Othman ve ark., 2022). Hayvanlarin hedef kadrana ulagsma
stiresi, bu kadranda gegirdikleri zaman ve platformun kaldirilarak testin tekrarlandig1 prob giin
ogrenme bellegin Olgiisii olarak kabul edildigi bu teste tim hayvan gruplarinin egitim
giinlerinde hastalik grubuna kiyasla (Ap) platformu bulma siirelerinin giin giin kisaldigi ve prob
giiniinde ise hedef kadranda daha fazla vakit gecirdikleri goriilmiistiir. Ekstre yiiklii NP’ler ile
ekstre gruplar1 kiyaslandiginda bu sonuglar iiretilen NP formunun ekstrelerin etkinligini
artirdigi seklinde yorumlanabilir. Literatiirde Sideritis cinsinin Morris’in su tanki testi
kullanarak 6grenme ve bellegi artirdigini gosteren ¢alismalar mevcut iken nanoteknolojik

formiilasyonlari ¢alisilmamigtir (Hofrichter ve ark., 2016).

AH modelini olusturmada kullanilan Afi-42 diizeyleri serebral korteks ve hipokampiis
dokularinda incelenmistir. Hastaligin indiiklendigi ve hicbir tedavinin uygulanmadigi AP
grubunda kontrol grubuna kiyasla daha fazla miktarda APi-42 miktar1 saptanmistir. Tedavi
gruplart AP grubu ile kiyaslandiginda ise, AB+Bos NP grubu hari¢ tiim tedavi gruplarinda APi-
a2 miktarlart anlamli diizeyde diisiis gosterdigi belirlenmistir. Bu verilerden ekstrelerin ve ekstre
yiiklii NP’lerin APi-42 seviyelerini diisiirmede etkili birer tedavi edici ajan olduklari tespit
edilirken, ekstre yiiklenmeyen bos NP formlarinin tedaviye olumlu sonu¢ veremeyecegi

sonucuna varilabilir. AH tizerindeki etkilerini inceledigimiz ekstrelerin APi-42 diizeylerine
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etkisini gosteren ELISA ya da baska bir tayin yontemi ile yapilmig herhangi bir ¢aligma

bulunmamaktadir.

Histopatolojik analizler serebral korteks ve hipokampiis dokularinda yapilmistir. Hastalik
grubu Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, serebral korteks ve hipokampal bdlgelerdeki bazi
noronlarda artmis niikleer piknoz ve dejenerasyon, ayrica yerel eozinofilik plaklar ve hiicre
ici/perivaskiiler 6dem gozlemlenmistir. AB+Bos NP grubunun, AP ile karsilastirildiginda
benzer hasar Ozellikleri sergilemesi herhangi tedavi edici bir ajan igermemesinden
kaynaklanmaktadir. Ayrica, AB+SLL ve AB+SGV tedavi gruplarinin, incelenen serebral
korteks ve hipokampal bolgelerinde yer yer piknotik hiicreler ve hiicresel bozulmalarin
bulundugu goriilmiis, ancak bu hasarin iyilesme egiliminde oldugu tespit edilmistir. Ayrica,
AB+SLL NP ve AB+SGV NP’lerin beyin bolgelerine uygulanmasinin, belirli hasar 6lgiitlerini
tersine gevirerek iyilesmeyi artirdigi, dahast AB+DP grubu ile benzer bir morfoloji sergiledigi
tespit edilmistir. Sonrasinda ayn1  dokularda bulunan APi4 ve fosforile tau
immiinohistokimyasal olarak degerlendirilmistir. Hastalik grubu kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, serebral korteks ve hipokampiiste CA2 ve CA3 bolgeleri de dahil olmak
izere yogun amiloid plaklar1 ve tau proteininin artmis ekspresyonu gozlemlenmistir. AB+Bos
NP ile tedavi edilen grupta da ayni sekilde artislar tespit edilmistir. Ancak, bu protein
ekspresyonlar1 pozitif kontrol ve SLL/SGV tedavisi uygulanan gruplarda, hasar ile
karsilastirildiginda azaldigr goriilmiistir. SGV ve SLL ekstre yiiklii NP formlarmin ise bu
protein ekspresyonlari lizerinde daha etkili oldugu anlasilmistir. KBB’yi ge¢me potansiyeli olan
ekstre yliklii NP formiilasyonlari rhodamine B floresan boyasi ile boyanmis ve sonrasinda beyin
dokularinda konfokal goriintiileme yapilmistir Herhangi bir boyamanin yapilmadigi kontrol
grubu ile kiyaslandiginda SGV NP ve SLL NP gruplarinin intranazal uygulama sonrasinda
KBB’yi asarak beyne ulastigi ve burada 1s1ma verdigi tespit edilmistir.

Elde ettigimiz tiim sonuglar degerlendirildiginde iiretilen NP formiilasyonlarinin yenilik¢i
olmasinin yaninda uygulanmakta olan tedavi rejimlerinden daha etkili ve giivenilir oldugu ve
AH tedavisinde potansiyel bir iyilesme saglayabilecegi anlasilmistir. Yapilan caligsmalarla
ortaya ¢ikan verilerin degerlendirilmesi sayesinde literatiire yeni bilgiler kazandirilmistir.
Bundan sonraki siiregte etki mekanizmasinin aydinlatilmasi i¢in yeni ¢alismalar yapilacak, elde

edilen iiriinlerin patentleri alinarak disa bagimliligin azalmasi i¢in adimlar atilacaktir.
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