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OZET

YENi KUMARIN TUREVLERININ SH-SY5Y HUCRE HATTI
UZERINDE ANTI-ALZHEIMER ETKILERININ ARASTIRILMASI
YUKSEK LISANS TEZi
SULE IRMAK
PAMUKKALE UNIVERSITESI FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI:PROF. DR. ALAATTIN SEN)

DENIZLIi, OCAK - 2021

Demansin en yaygin sekli olan Alzheimer hastaligi (AH) hafiza kaybina
neden olan sinaps kaybi, norodejenerasyon ile iliskili B-amiloit (AP) plaklar,
norofibrilerde birikintiler (digiimler) ve diger biligsel problemler ile karakterize
karmasik karakterli bir hastaliktir. Giiniimiizde kullanilan ilaglar bu hastaligin
ilerlemesini durduracak veya semptomlari tersine ¢evirerek hastaligin iyilesmesini
saglayacak etkinlige sahip degildir. Kumarinlerin anti-enflamatuar, antikoagulan,
anti-Alzheimer, antikolinesteraz aktivitelere sahip oldugu bildirilmistir. Sentetik
veya dogal orijinli olan kumarinler ve tlirevleri ¢esitli biyolojik aktiviteleri ve
birgok hastaligin tedavisinde etkili bir ajan olabilecek potansiyelleri sebebiyle
glinlimiizde 6nem kazanmiglardir. Bu ¢alismada yeni kumarin tiirevlerinin insan
noroblastom hucre dizisi (SH-SY5Y) (zerindeki anti-Alzheimer etkilerinin
arastirilmast  amaglandi. Bu amacla kumarin tlrevi olan 4-propil-8-
hidroksikoumarin (PHC), metil 2-(2-((2-okzo-4-propil-2H-kromen-7-
il)oksi)asetil)hidrazin-1-karboditioat (MCHC), 7-etoksi-4-propil-2H-kromen-2-on
(ECHO) ve biberiye (Rosmarinus officinalis L.) ekstraktinin (BE) SH-SY5Y
hiicreleri Uzerinde ECos ve ECos dozlar1 belirlendi. Belirlenen dozlarda PHC,
MCHC, ECHO ve BE hiicrelere uygulandi. Total RNA izole edildi, bilesikler ve
ekstraktin APP, PSEN1, PSEN2, APOE, CLU, CR1, PICALM, BINI1, ABCA7,
MS4A1, CD33, CD2AP, SORL1, MMP9 genlerinin mRNA ekspresyon
seviyelerine etkisi qQRT-PCR yontemi ile belirlendi. Analiz sonuglarina gore, izole
edilmis bilesiklerin PHC ve ECHO anti-Alzheimer etkiler gosterdi. Ancak BE’de
ve MCHC bilesiginde boyle bir etki gorilmedi. Alzheimer hastalig ile iliskili
genlerin diizenlenmesine dayanarak, PHC ve ECHO'nun Alzheimer hastaligi i¢in
terapotik potansiyele sahip oldugunu sdyleyebiliriz.

ANAHTAR KELIMELER: Anti-Alzheimer, kumarin tiirevleri, Rosmarinus
officinalis



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTI-ALZHEIMER’S EFFECTS OF NEW
COUMARIN DERIVATIVES ON SH-SY5Y CELL LINE
MSC THESIS
SULE IRMAK
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR:PROF. DR. ALAATTIN SEN)
DENIZLIi, JANUARY 2021

Alzheimer's disease (AD), the most common form of dementia, is a
complex disease characterized by loss of synapses that cause memory loss, B-
amyloid (AP) plaques associated with neurodegeneration, deposits (nodes) in
neurofibrillary and other cognitive problems. The drugs used today do not have
the effectiveness to stop the progression of this disease or to reverse the symptoms
and heal the disease. It has been reported that coumarins have anti-inflammatory,
anticoagulant, anti-Alzheimer and anticholinesterase activities. Coumarins have
many known activities such as anti-inflammatory, anti-coagulant, anti-AH and
cholinesterase inhibitory effects. Coumarins of synthetic or natural origin and
their derivatives have gained importance today due to their various biological
activities and their potential to be an effective agent in the treatment of many
diseases. The aim of this study was to investigate the anti-Alzheimer's effects of
novel coumarin derivatives on the human neuroblastoma cell line (SH-SY5Y).
For this purpose, the doses of ECos and ECos were determined for coumarin
derivatives; 4-propyl-8-hydroxy coumarin (PHC), methyl 2- (2- [(2-0x0-4-propyl-
2H-chromen-7-yl) oxy] acetyl) hydrazine-1-carbodithioate (MCHC), 7-ethoxy-4-
propyl-2H-chromen-2-one (ECHO) and rosemary (Rosmarinus officinalis L.)
extract (BE) on SH-SY5Y cells. The specified doses of PHC, MCHC, ECHO and
BE were applied to the cells. Total RNA was isolated and the effects of
compounds and extracts on APP, PSEN1, PSEN2, APOE, CLU, CR1, PICALM,
BIN1, ABCA7, MS4Al1, CD33, CD2AP, SORL1, and MMP9 genes mRNA
expression levels were determined by gRT-PCR method. Based on the analysis
results, PHC and ECHO of the isolated compounds showed anti-Alzheimer’s
effects. However, similar effects were not found in the BE and MCHC. Based on
the regulation of genes associated with AD, we can say that PHC and ECHO have
therapeutic potential for AD.

KEYWORDS: Anti-Alzheimer’s, coumarin derivatives, Rosmarinus officinalis
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Alzheimer Etkilerinin Arastirilmasi isimli calisma Pamukkale Universitesi Fen
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1. GIRIS

11 Alzheimer Hastalhig1 (AH)

1907°de Alois Alzheimer tarafindan karakterize edilen Alzheimer Hastaligi
(AH), demansin ana seklidir ve ¢oklu faktor etkisinde geliserek ilerleme gosteren
olimcul olan bir norodejeneratif hastaliktir (Bachurin 2003, Colombres ve dig.
2004). Demans ginimizde olimlerin en sik yedinci sebebi olarak karsimiza
¢ikmaktadir. Diinya Alzheimer Raporu 2018 verilerine gore, glinimizde 50 milyon
kisi demans hastasidir ve demans tedavisi i¢in diinyada 1 milyon Amerikan dolar
harcanmistir. Bu rakamin artarak 2050 yilinda 132 milyon demans hastasi olacagi
ongoriilmekte ve demans tedavisi i¢in yapilan harcamalarin 2 katina ¢ikacagi
hesaplanmaktadir (Alzheimer’s Association 2018; Patterson 2018). AH, diunya
genelinde 20 milyondan fazla kisiyi etkilemektedir ve bu say1 toplam nifus iginde
yasl sayisinin artmasiyla birlikte gelecektede 6nemli 6l¢lide artacaktir. Prevalansi 65
yas civarinda %10, 85 yas civarinda yaklasik %50 oranlarinda gorilmektedir
(Bachurin 2003, Colombres ve dig. 2004). AH, serebral korteks ve hipokampisin
genis alanlarimi etkiler. Anormallikler genellikle ilk dnce frontal ve temporal loblar
iceren beyin dokusunda tespit edilir ve ardindan bireyler arasinda oldukga degisken
olan oranlarda agir agir neokorteksin diger bdlgelerine ilerler. AH, demans
tablosunun en sik nedeni (%60-80) olan kronik nérodejeneratif bir hastaliktir. Altmis
bes yas Uzeri hastalarda demansin en 6nemli nedenleri; Alzheimer hastaligi, vaskler

demans ve vaskuler-Alzheimer hastaliginin bir arada bulunmasidir.

Lewy cisimcikli demans, fronto-temporal demanslar, normal basingh
hidrosefali, alkolik demans ve Parkinson hastaligina bagli demans gibidir. Demans
klinigi gozlenen hastalarin yaklasik %5’inde demans tablosu metabolik anomaliler
(Or: hipotirodizm), beslenme bozukluklar: (6r: vitamin B12 eksikligi, folat eksikligi)
veya depresyon gibi geri donebilen sebeplere baglidir. Her yil tim dinyada 4,6
milyon yeni AH olgusu gelistigi tahmin edilmektedir. Molekiler diizeyde

incelendiginde, protein dizilimindeki hatalar ve agregasyon, oksidatif stres,



mitokondriyal anormallikler ve nodroenflamatuvar yolak gibi cok c¢esitli olaylar
Alzheimer hastalig: ile karakterizedir (Singh 2013). Ekstraselltiler amiloit beta (Ap)
ve interseluler (hiicre igi) hiperfosforile tau proteini AH’ nin temel patolojik bulgular
olarak kabul edilmektedir (Landsdall 2014). AH’nin bir diger ndropatolojik isareti
olan fibril yumaklar, anormal olarak fosforillenmis tau proteinlerinden olusmaktadir
(Minati 2009).

1.2 Alzheimer Hastahig Patolojisi

Alzheimer hastalig1 pek ¢ok farkli patolojik yolagin bir arada goriilmesiyle
karakterize ¢ok faktorlii bir hastaliktir. Hastalikla ilk iligkilendirilen siire¢ azalmig
asetilkolin seviyeleri olmakla birlikte, AH’de amiloit plaklar, norofibriler yumaklar,
mitokondriyal bozukluklar, metal toksisitesi ve reaktif oksijen tiirlerinin olusumu

gibi pek ¢ok sureg bir arada yiirimektedir (Sekil 1).

Tau

Hiperfosfos
rilasyonu

Mitokondriyal
Bozukluklar

Alzheimer Hastal1g1 Patolojisi

Noroinflamas
yon

Diger
Patolojik
Olaylar

Sekil 1: Alzheimer hastaliginin ¢ok faktorlii patolojisi.



1.3  Kolinerjik Hipotez

Santral sinir sisteminde asetilkolin (ACh), presinaptik néronlarda kolin ve
asetil koA’dan kolin asetiltransferaz enzimi araciligi ile tiretilir. Noronlardan salinan
asetilkolin, muskarinik ve nikotinik kolinerjik reseptorlere baglandiktan sonra
postsinaptik noronlarda ve sinaptik boslukta asetilkolinesteraz (AChE) ve
batirilkolinesteraz (BChE) enzimleri yardimiyla asetilkolin/bitirilkolin ve asetata
hidroliz edilir (Scarpini ve dig. 2003).

Alzheimer hastalarinin beyninde rastlanan presinaptik kolinerjik bozukluklar;
ACh sentezinden sorumlu asetil transferaz enzim defektleri, azalmis kolin geri
alinimi, azalmig ACh salimi ve niikleus basalisteki kolinerjik perikaryal kayiplardir
(Bowen 1976, Davies ve Maloney 1976, Drachman ve Leavitt, 1974, Rylett 1983).
Bu bulgularin ACh’in 6grenme ve hafiza iizerindeki islevleri ile birlestirilmesiyle
AH patolojisinde “kolinerjik hipotez” ortaya ¢cikmistir. Bu teoriye gore, Alzheimer
hastalarinin  biligsel fonksiyonlarindaki bozulmanin sebebi serebral korteks,
hipokampiis, amigdala ve diger alanlardaki kolinerjik ndrotransmisyonun kaybi ve

bazal 6n beyindeki kolinerjik noronlarin dejenerasyonudur (Bartus 1982; Francis
1999).

Butirilkolinesteraz (BChE), AChE ile yakindan iligkili bir enzimdir ve ACh’1
hidrolize ederek kolinerjik ndrotransmisyonun ortak diizenleyicisi olarak gorev yapar
(Mesulam ve dig. 2002) (Sekil 2).



Sekil 2: Asetilkolinin AChE ile hidroliz mekanizmasi (Luana ve dig. 2016’dan
alinmigtir).

Yapilan caligmalar, AH’nin gelisimi sirasinda beynin en cok etkilenen
bolgelerinde (temporal korteks ve hipokampus gibi) bu kolinesteraz (ChE)
aktivitesinin, %40-90 oraninda arttigin1 gostermistir. BChE aktivitesindeki artis, plak
olusumunun erken evrelerinde AP toplanmasinda da énemli bir rol oynar (Geula ve
dig.2004). BChE temel olarak plazma dahil periferik dokularda lokalizedir ve beyin
bolgesinde ¢ok az miktarda bulunur (Anand ve Singh 2012). AP plaklari, AH
semptomlarinin ortaya ¢ikmasindan 15 yil 6nce kabaca ortaya ¢ikar (Selkoe ve dig.
2012). AH’inda bir kez ndronal hasarin neden oldugu bilissel gerileme gelisirse,
beyindeki AP seviyeleri immunoterapi ile disiiriildiikten sonra bile geri alinamaz
(Gandy ve dig. 2011).

Alzheimer hastaliginin kompleks patolojisi g6z oniine alindiginda, birden ¢cok
patolojik siireci tek bir molekiil ile hedefleyen “coklu-hedefe yonlendirilmis
ligantlar” (Multi-Target Directed Ligands-MTDL) son yillarda anti-Alzheimer ilag
kesfinde siklikla karsimiza ¢ikmaktadir (Cavalli ve dig. 2008; Zhou ve dig. 2019).
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AChE enziminin baglica AP plak birikimine aracilik eden klasik olmayan
fonksiyonlarmin da anlasilmasiyla ilk olarak “ikili yore etkilesimli inhibitorler”
gelistirilmistir (Castro ve dig. 2001; Musialdig. 2007). Glnimiizde AChE enziminin
katalitik aktif yoresini (CAS) ve periferal anyonik yoresini (PAS) hedefleyen ikili
yore etkilesimli inhibitorlerin yanisira BChE enzimini, AP plaklara aracilik eden
yolaklar1 ve diger patolojilerden en az ikisini tek bir molekil ile hedefleyen MTDL
yaklasiml1 hibrit molekiiller iizerinde ¢alismalar devam etmektedir. Ilerleyici bir
hastalik olan Alzheimer’da semptomatik tedavi ile birlikte hastalig1

durdumayi/geriletmeyi hedefleyen ligantlara odaklanilmaktadir.

1.4 Amiloit Hipotezi

1984 yilinda norotik (senil) plaklardaki amiloit fibrilleri olusturan yapinin,
AP protein yapist oldugu tespit edilmistir (Singh ve dig. 2013). Alzheimer
hastalarinin beyinlerinden yapilan histolojik ¢alismalarin dogrultusunda, Alzheimer
hastalarmin beyinlerinde biriken plaklarin yapi tagini olusturan A proteininin yapisi
1991 yilinda aydinlatilarak hastaligin temel nedeninin beyinde biriken AP proteini
oldugu one siiriilmiistir. Bu sonuglara dayanilarak amiloit hipotezi ortaya
konulmustur (Minati ve dig. 2009; Singh ve dig. 2013). Amiloit hipotezine gére Ap
proteininin birikimi plaklarin ana yapisini olusturmaktadir ve bu ise Alzheimer
patolojisinin etken maddesidir. Norofibriller yumaklara, hiicre kaybina, vaskiiler
hasara ve bunlarin siirecinde demansa neden olmaktadir. APP (amiloit B prekiirsor
protein) daha blyik olan amiloit 6ncil proteininin bir peptit Grinudir. Amiloit
hipotezinde, beyindeki yildiz sekilli veya toroidal yapidaki yanlis katlanmis AP
proteini oligomerik yapilarinin, hiicre duvar1 yapisini1 etkileyerek apoptozu
artirabilecegi one siiriilmiistiir (Singh ve dig. 2013). APP, beyindeki senil plaklarin
ve B amiloit depozitlerinin ana yapisidir (Tanzi 2008). APP, karakteristik bir hiicre
duvar reseptoriine sahiptir ve 6zellikle sinapslar gibi bircok dokuda ekprese edilir ve
normal metabolizmanin bir pargasidir. APP’nin esas gorevi hala belirsiz olmakla
birlikte, sinaptik olusum ve tamir, sinyal iletimi ve hiicre adhezyonunda gorev aldig1
diistiniilmektedir (Minati ve dig. 2009). APP, a-sekretaz ve PB-sekretaz isimli iki
farkli enzim tarafindan par¢alanmaktadir (Minati ve dig. 2009; Singh ve dig. 2013).

Alfa-sekretaz  ve [-sekretaz aktivitesi neticesinde, ¢0zllebilir ekstraseliler



fragmanlar olan ¢oziinebilir a-APP (a-sAPP) ve c¢oziinebilir B-APP (B-SAPP)
olugmaktadir. B-sekretaz enzimi ile kesilme sonucu AP bolgesinin bagl oldugu C-
terminal fragmani (B-CTF) ortaya ¢ikarken, a-sekretaz ile kesilme AP bolgesinin
icinden gergeklestigi icin AP polipeptidin serbest kalmasi engellenmektedir ve a-C-
terminal fragmani olusmaktadir (a-CTF). a-CTF, y-sekretaz ile parcalanarak zararsiz
p3 fragmanini olustururken, B-CTF y-sekretaz ile pargalanarak AP polipeptidini
olusturmaktadir. Her iki yolak da normal metabolizmada aktif olarak gorev
yapmaktadir (Minati ve dig. 2009). AP birikiminin AH baslangicinda ve
ilerlemesinde 6nemli bir rol oynadig1 diisiiniilmektedir (Rees ve dig. 2003). AH’da
amiloit hipotezin temeli Sekil 3’de gosterilmistir (Colin ve dig. 2015).
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Sekil 3: Alzheimer hastaliginda amiloit hipotezin temeli (Colin ve dig. 2015’ten
degistirilerek alinmistir).

1.5  Tau Hipotezi

Alzheimer hastalarinin beyninde gozlenen patolojik lezyonlardan biri olan
norofibriler yumaklar, mikrotiibiil iligkili tau proteinin anormal hiperfosforilasyonu
sonucu olusan eslesmis helikal filamentlerden meydana gelir (Bennett 2004, Lewis

ve dig. 2001). Norofibriler yumaklar sadece AH’larin beyninde spesifik olarak



gorulmeyip, baska norodejeneratif hastaliklarda da gozlenir ve tauopati olarak
adlandirilir (Cruz ve dig. 2005; Hardy 2003; Mazanetz ve Fischer 2007).

Weingarten ve arkadaslar1 tarafindan 1975 yilinda tanimlanan tau proteinleri
mikrotiibiillerinin stabilizasyonunda gorev alip, aksonal transporta yardimci olurlar

(Weingarten 1975).

Anormal fosforilasyon, fizyolojik kosullarda fosforile olmayan bdlgelerin
fosforilasyonu olarak tanimlanir. Kinaz ve fosfataz enzimlerinin arasindaki dengeye
bagli olarak hiperfosforile tau proteinleri meydana gelir (Drechsel 1992).
Hiperfosforile olmus tau proteinleri mikrotiibiillerden ayrilarak proteinlerin
mikrotiibiil stabilize edici islevlerini yerine getirememesine yol agar, aksonal iletimi
bozulur ve sonugta norodejenerasyon geligir. Serbest kalan hiperfosforile tau
proteinleri oksidasyon ve konformasyonel degisimden sonra hiicre igerisinde
birikerek eslesmis helikal filamentleri olusturur. Norofibriler yumaklar ise bu
filamentlerin bir araya gelmesi ile olusup ndronlarda birikir ve néronal 6liime yol

acar (Lalut ve dig. 2017; Mazanetz ve Fischer 2007).

1.6 Noroinflamasyon

Oksidatif stresin her gecen giin hastaliklarin patojenitesini anlamadaki énemi
artmaktadir ve bu 6nemi artan hastaliklarin i¢inde AH da yer almaktadir. Giiniimiize
kadar AH’nin patojenezinin temelinde AP plaklar1 ve NFY (norofibriler diigiimler)
olmak tizere iki ana patojenik etmenin oldugu bilinmekteydi. Son yillarda yapilan
calismalar ise AH acisindan {clinci bir patojenik etmenin oldugunu ve
ndroinflammasyon olarak belirlenen bu etmenin AP ve NFY konusunda eksik kalan

noktalar1 tamamladigini (Kinney ve dig. 2018).

AH’da noéroinflamasyon, ortaya cikan senil plaklar (SP) ve norofibriler
diigiimler tarafindan aktive edilen basit bir sistem degildir. Arastirmacilar
noroinflamasyon siirecinin en az AB ve NFY kadar patojenezin olusumuna katki
sagladigin1 belirtmislerdir (Heneka ve dig. 2015). Noroinflamasyon siireci ilk
zamanlarda kan beyin bariyeri (KBB) varlig1 nedeniyle her ne kadar tartigmali olsa

da gilinimiizde yapilan calismalarda nérodejeneratif hastaliklarda KBB’nin



bozuldugu ve noroinflamasyon siirecinin hastalarda goriildiigli ortaya ¢ikartilmistir.
Oksidatif stres bu siirecin baglamasinda ve devam etmesinde etkin rol oynamaktadir.
Kisaca oksidatif stres 6zellikle hidrojen peroksit (H202) ve nitrik oksit (NO) gibi
bilesenlerin hiicre ortamina reaktif oksijen ve nitrojen salmasiyla baslayan bir

srectir (Hensley 2010).

AH’nin ilerleme siirecinde mikroglia, mikroglialenflamasyon ve astrositler
aktif bir rol oynamaktadir. Sinapslar, mikroglial hiicreler ve astrositik hiicrelerle
iletisime gecmektedirler. Astrositler ve mikroglia hiicrelerinin en dikkate deger
ozelliklerinden biri néronal gelisimde rol oynamalaridir. Ayrica astrositler, dendritik
ag1 destekleme, sinapslar1 saglamlastirma ve sinaptik iletimde gorev almaktadirlar.
Mikroglial hiicreler ise immiinolojik gorevlerinin yani sira proteolitik ve fagositik
islemleri yapabilme kabiliyetleri sayesinde aksonal ve dendritik uclarda kesme
islemleri yaparak noronal yeniden diizenleme siireclerinde rol oynamaktadirlar

(Hampel ve dig. 2020).

Norodejeneratif hastaliklarda ve merkezi sinir sistemi bozukluklarinda
ndroinflamasyonun hedeflenmesinin terap6tik potansiyele sahip olma derecesini ve
mikroglial metabolizmay1 degistirmenin noropatofizyolojinin olumsuz etkisini
azaltmasi ihtimalini belirlemek i¢in daha fazla in vivo c¢alismalara ihtiyag

duyulmaktadir (Devanney ve dig. 2020).

1.7 Amiloit plaklar (Senil Plaklar)

AH, senil plaklar olarakta adlandirilan amiloit beta (AB) plaklarinin birikimi
ve hiperfosforile tau protein igeren norofibriller ile karakterize bir hastaliktir. Senil
amiloit plaklar (noritik plaklar) hiicre disinda bulunup, 21. kromozomda kodlanan
APP’den kaynaklanan 40-42 aminoasitlik santral yerlesimli AR peptit ¢ekirdegi
icerir. APP metabolizmas1 genetik kontrol altindadir. 1, 14 ve 21 kromozomlardaki
presenilin genleri amiloit depolanmasini artirmaktadir. ilk birikim neokortekste ve
gevsek (diffliz) plaklar seklindedir. Diffiiz plaklar yuvarlak veya amorf sekildedir.
Sinirlart bariz belli degildir. Bu plaklarda aktif mikroglia ve astrositler yoktur, akson
ve dendritlerde ise ¢ok az bir degisiklik vardir. Diffiiz plaklarda amiloit birikimi bir

yandan oksidatif gerilim ile serbest radikallerin olusumu ve bunlarin etkisiyle, diger
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yandan glioz ve mikroglial aktivasyonuyla olusacak olan inflamatuar degisikliklerin
neticesinde amiloit birikimi ¢oziinmez fibriler forma (B-kivrimli) doniisiir. Daha
sonra glial aktive olur ve amiloidin sismis dejenere noritlerle ¢evrelendigi “noritik
plak” olusur. Noritik plaklar sinirlart belirgin ve yuvarlaktirlar. Alisilmis bir plakta
ortada amiloit g¢ekirdek, etrafinda mikroglial hiicresi, diizinelerce dejenere norit,
sinaps ve astrosit uzantilar vardir. Bu plaklarda dejenere akson ve dendritler de
bulunur. Alzheimer hastalifinda hastaligin biitiin evrelerinde erken, matiire ve eski
plaklarin birlikte goriilmesi senil plaklarda bir turn-over oldugunu goéstermektedir.
Bu nedenle birim alana diisen plak dansitesi ayni olabilir. SP’lar en fazla korteksin

ikinci ve ticlincii tabakasinda, en az birinci tabakasinda goriiliir (Mesulam 2004).

AH’daki ikinci temel noropatolojik degisiklik olan amiloit plaklar farkli
morfolojik yapilarda olabilir, ancak temel bileseni AP proteindir. Beta amiloit
aminoasitten olusan bir protein olup daha biiyiik bir transmembran protein olan, 19.
kromozomda kodlanan ve islevi tam olarak anlagilamamis transmembran protein
olan amiloit prekirsor proteinden (APP) proteoliz yoluyla olusur (Masters 1985).
Sonucta AP, APP’nin metabolizma iiriinlerindendir. APP geninin yok edildigi
transjenik farelerde (APP knock-outmice) anlamli bir mortalite ya da morbidite

gbzlenmemistir (Bird 2005).

AP amiloitin normal fonksiyonu ise tam olarak bilinmemektedir. Cozlnebilir
amiloit fibrillerin olusmasi, AH’deki ilk patolojik olay olabilir ve noritik plak
olusmuyla sonuglanabilir. AH’li olgularin beyinlerinde de meningeal kan
damarlarinda amiloit B tespit edilmistir. Erken demansi olan olgularin beyin dokulari
ve BOS’unda artmis AP 42 ve AP oligomerleri bulunur ve bu diizeyler kognitif
azalma ile koreledir (Georganopoulou ve dig. 2005). Bu bulgular, AH’daki
norotoksisitenin mediyatdrlerinin amiloit plaklarin degil, kiigiik AB oligomerlerinin
oldugu hipotezini desteklemektedir (Gandy ve dig. 2005). Diger taraftan AP
normalde de olusan bir iirtindiir (Haass 1992). Bu da heniiz anlasilmamis olsa da
fizyolojik bir fonksiyonu oldugunu diisiindiirmektedir. APP mutasyonlar1 ya toplam
amiloit B iretimini ya da daha amiloidojenik form olan AP 42 f{iretimini artirir

(Suzuki ve dig. 1994).

Bireylerde APP islenmesinde bu 3 yol da kullanilirken, biiyiik 6l¢iide 60

yasindan itibaren, ileride demans gelistirecek olsun ya da olmasin, herkeste § ve y-
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sekretaz Uiriinii AP temizlenemeyip plaklarda birikmeye baslar. Plaklarda AP birikimi
oksidatif gerilim ve serbest radikallerin olusumuna, bu faktorler de plaklarin fiziksel
degisime neden olabilir. Diger yandan, gliozis ve mikroglial aktivasyonuyla olusan

inflamatuar degisiklikler de plaklarin yogunlasmasina sebep olabilir.

Sonug olarak AH’nin bilinen biitiin genetik mekanizmalart AR olusumunu
artirmaktadir. Genetik mekanizmalar neticesinde substrat olan APP miktarinda artis
olmasiyla veya APP’den AP tlireten B-sekretaz veya y-sekretaz aktivasyonuna bagl
asir1 iiretim olmasi sebebiyle AR miktari artar. Tau proteini genindeki mutasyonlar

ise AH dis1 dejenerasyonlara da neden olmaktadir.

1.8 AH Risk Faktorleri

Yas, ailede demans 6ykiisiiniin varligi, cinsiyet, Down sendromu, 1, 14 ve 21.
kromozomlarda spesifik mutasyonlarin varligi, apolipoprotein E4 genotipi ve kafa
travmast AH igin bilinen risk faktorleridir (Ariogul 2003;Cankurtaran 2004;Moceri
2000). Vaskiler demans icin ise varolan risk faktorleri; hipertansiyon, hiperlipidemi,

diabetus mellitus, sigara, yas, cinsiyet gibi faktorlerdir.

APP veya PSEN (presenilin 1) genlerindeki mutasyonlara bagli olarak
ortaya ¢ikan AH olgulari ile sporadik AH olgular1 arasinda hastalik baglangi¢ yasi ile
seyri disinda patolojik bir fark goriilmemesi, bu mutasyonlarin hastalig
olusturmaktan ziyade, ileri yaslarin en biiyiik risk faktorii oldugu AH olusumunu
hizlandirdig1r distliniilmektedir. AH’nin etiyolojisinde genetik faktorlerin  rol
oynadigina dair bir diger kanitta apolipoprotein E genidir (APOE). Popilasyonda en
sik goriilen 3 alelden (g2, € 3 ve € 4) biri olan ¢ 4 alelinin sporadik ve ailesel AH icin
risk faktorii oldugu incelenen birgok toplumda gosterilmistir. Lakin €4 alelinin
varlig1 kendi bagina AH olusturmak i¢in yeterli degildir. €4 alelini tasiyan bireylerin
hepsinin hasta olmadigi gibi, bu aleli tasimadigi halde hastaliga yakalananlar da
vardir. Ancak bu alelin AH’da goriilme siklig1 saglikli topluma gore yaklasik 2-3 Kkat
daha fazladir. APO-g4 aleli AH olgularmin timdnt agiklamaz. Eldeki bulgular
1s1ginda ileri yasta ya da sporadik olarak ortaya c¢ikan AH olgularinda da baska
genetik etkilerin rol oynayabilecegi kabul edilmektedir. AH icin risk faktorii

olusturdugu tahmin edilen bir¢ok gen iizerinde tartismalar halen siirmektedir. AH’de
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genetik faktorler biiylik oranda hastaligin gelisimi igin ¢evresel faktorlere yatkinlik
zemini olusturan risk faktori niteligindedir. Yani genetik ve cevresel faktdrlerin
karmasik bir etkilesimi ile AH olusur. AH’li olgularin ¢ogu sporadiktir. Bununla
birlikte, tim Alzheimer olgularinin %]1’inden az1 kalitsal olma (mendelienotomozal

dominant gegis) 6zelligi tasir (Goedert ve dig. 2006).

Otozomal dominant gecisten sorumlu simdiye kadar ii¢ ayr1 gen bulunmustur:
APP geni (21. kromozom), PSEN1 geni (14. kromozom) ve PSEN2 geni (1.
kromozom) (Citron ve dig. 1997). Bu genlerin kodladigi ii¢ protein de normal
islevleri ¢ok iyi bilinmeyen, ndronalplastisitede gorev aldiklari One siiriilen
trasmembran proteinlerdir. S6zu edilen genlerdeki mutasyonlarin hepsi APP’den
metabolize edilen AP proteininin atilamayarak amiloit plaklar iginde biriken daha
uzun seklinin (AB-42) {iretiminin artigina yol acar. APP geni mutasyonu tasiyan
aileler ¢ok az sayida olsa da, amiloit metabolizmasi {izerinden hastaligin

patogenezini aydinlatmaktadir.

PSEN1’deki mutasyonlar ailesel AH’nin en sik sebebidir (Goedert 2006).
PSEN1 ve PSEN2 genlerinde 160’dan fazla mutasyon tanimlanmistir. Presenilinler
APP’nin  vy-sekretaz ile  bolinmesinden sorumlu atipik  aspartilproteaz
komplekslerinin merkezi bilesenleridir. Presenilin mutasyonlar1 amiloit AB-42/AB-40
oranini artirirlar. Bu degisim muhtemel fonksiyondaki de§isim sonucunda

olusmaktadir (Citron 1997).

PSENI1 mutasyonlariin preklinik evresinde AB-42 depozisyonu erken olan
bir bulgudur (Smith 2001). Transjenik hayvan modellerinde yapilan ¢alismalar, vy-
sekretaz  aktivitesinde  azalmanimn, AP  depozitleri  olmaksizin  tau
hiperfosforilasyonuna yol agiyor olabilecegini diisiindiirmiistiir (Doglio ve dig.
2006). Presenilinlerin aksine B-sekretaz ile ayni olan aspartilproteaz BACE1’de
AH’a sebep olan bir mutasyon tanimlanmamistir (Vassar ve dig. 1999). Buna gore,
ailesel AH olgularinda yapilan arastirmalar, amiloit kaskadi hipotezinin temelini
olusturmakta, AP-42’deki artisin tim AH olgularindan mesul oldugunu, NFY
olusumu, ndron dejenerasyonunu ve demansin AB-42 olusumuna bagli ve onu takip
ederek oldugunu diistindiirmektedir (Hardy 2002). Simdiye kadar tanimlanan
mutasyonlar, ailesel AH’nin %50’si kadarin1 olustururlar. Geri kalan %50 i¢in heniiz

bulunmayan genler ve otozomal dominant olmayan gegis bigimleri ileri
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strtilmektedir. Apolipoprotein €2’nin &4 alleli sporadik AH’lerde ortaya konmus olan
tek genetik risk faktoriidir. APOE (19. kromozom) ve a2-makroglobulin (12.
kromozom) genleri dogrudan belirleyiciler olarak degil fakat sporadik AH’de risk
faktorleri olarak ortaya konulmustur. Ote yandan €4 homozigotlarinda ise, hastalik €4
heterozigotlara gore daha erken yaslarda baslar. Ayrica, APP mutasyonlu ailesel AH
olgularinda E4 varligi hastalik baslangic yasin1 erkene alir. e4’iin  AH
patogenezindeki rolii tam anlamiyla ortaya konamamistir. Fakat hem Af’nin
patolojik saperonu olarak “noritik plak olusumunda” hem de tau proteininin patolojik
hiperfosforilasyonuna katkida bulunarak “ndrofibriler yumak olusumunda” rol
oynadigina iligkin ipuglar1 vardir. APOE geni olmayan (knock-out) farelerde sinaptik
yogunlukta yasa bagli bir azalma goriilmiistiir (Mahley 2006).

Pek ¢ok diger polimorfizm de AH olusum riskini etkileyebilir. Yeni bir gen
olan sortilin-iligkili reseptor 1 (SORL1) genindeki farkliliklar AH ile iligkili
bulunmustur (Rogaeva ve dig. 2007). SORL1 proteini APP metabolizmasinda rol
oynadig1 diisiiniilmektedir. SORL1’in ekspresyonunda azalmanin APP’yi B-sekretaz
kompleksine kaydirdigi ve boylelikle AP tiretimini arttirdigt one siirilmektedir

(Dreses ve dig. 2008).

Literatiirde daha once yaymnlanmis degisik arastirmalarda, intraselliiler
kalsiyum seviyelerinin APP metabolizmasini etkiledigi gosterilmistir. Ornegin,
SERCA (endoplazmik retikulummembraninda yer alan bir kalsiyum kanali)’nin
inhibisyonunun sitoplazmik kalsiyum seviyesini attirdigi ve AP diizeyini azalttigi
gosterilmigtir. Benzer bir sekilde PSEN genlerinin fonksiyon kaybi sonucunda
sitoplazmik kalsiyum diizeylerinin etkilendigi de gosterilmistir. PSEN1 ve PSEN2
genlerin AB-40 yerine daha ¢ok plak olusumuyla iliskilendirilen amiloit B-42’nin
diizeylerinde artisa neden oldugu gosterilmistir. Literatlirde 6zellikle son otuz yilda,
AH gelisim riskini etkileyebildigi 6ne siirilen ¢ok sayida “yeni AH genleri” one
siriilmistiir. Ancak benzeri calismalarin biiylik cogunlugunun bulgular1 zaman

icinde benzer aragtirmalarla dogrulanamamistir (Bertram ve dig. 2007).
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1.9  Epidemiyoloji ve Etiyolojisi

AH’nin her yil insidans ve prevalansinda hizli bir artis gdzlenmektedir.
Hastaligin insidans1 65-69 yas araliginda %0,4 olarak gdzlenirken bu oran 90 yasinda
%10’lara kadar ¢ikmaktadir. Hastaligin prevalansi ise 65-69 yas grubundaki
hastalarda %2 olarak gozlenirken, 90 ve iizerindeki yaslarda %25 civarinda
seyretmektedir. Hastaliin prevelansinin 65 yas iizerinde her 5 yilda iki katina ¢iktig1
gozlenmistir. Gelismis iilkelerde yapilan arastirmalarda 65 yas ve tizerindeki her 10
bireyden birinde, 85 yas ve iizerindeki olgularin ise 1/3’li demansla ilgili olgularin

olugmaya basladig1 gozlenmistir (Selekler 2010, Corada ve dig. 2010).

Uluslararas1 Alzheimer Dernegi tarafindan 2010 yilinda yapilan calisma
demans1 bulunan hasta sayisinin 2010°da 35 milyona yaklastigini, demansi olan bu
hastalarin yaklagik olarak 2/3’iiniin Alzheimer hastasi oldugunu belirtilmistir. Bu
prevelansin 4 kat artarak, 2050 yilinda 106,8 milyon civarinda olmasi

beklenmektedir (Brookmeyer ve dig. 2007).

Yas, AH olusmasinda en onemli risk faktoriidiir. Fakat buna ragmen yas
faktorinln tek basina AH olusumuna neden oldugunu diisiinmek de dogru olmaz.
Yas disindaki bliylik risk faktorleri ise; egitim seviyesinin diisiik olmasi,
apolipoprotein gen E4 alelleri varligy, aile dykiisii, kardiyovaskiiler risk faktorleri ve

hastanin maruz kaldigi orta veya siddetli kafa travmalaridir (Apostolova 2016).

AH erkeklere oranla kadinlarda daha sik karsimiza ¢ikmaktadir. Tanimlanan
vakalarin yaklasik olarak 2/3°1 kadindir. ‘“The Aging, Demographics and Memory
Study (ADAMS)’ olarak adlandirilan ¢alisma grubunun elde ettigi verilere dayanarak
demans prevelansinin 71 yas dUstiindeki erkeklerde %11, kadinlarda ise %16
oldugunu soylemistir. Bu farkin olmasinda kadinlarda yasam siiresinin erkeklere
gore bakildiginda daha uzun 6miirlii olmasini sdylenebilir. Ayrica egitim diizeyinin
disiikliigii, genetik faktorler, hormonal sebepler ve sosyal etkenler de rol almaktadir.

(Plassman ve dig. 2007).

Demans hastaligi Latin wrklar1 ve Afrika’ya kiyasla beyaz irkta daha az

gbzlenmistir. Bununla birlikte bu wrklarda goriilen diisiik seviyedeki egitim, genetik
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faktorler ve kardiyovaskiiler hastaliklarla ilgili risk faktorleride etiyolojide dnemlidir.

(Gurland ve dig. 1999, Manly ve Mayeux 2004).

Bat1 Avrupa ve Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) yapilan ¢alismalarda
demanslilarin  %50-70’inin  Alzheimer hastaligi olmasma karsilik, Japonya ve
Rusya’da vaskiiler demansin daha fazla oldugu bildirilmistir. Afrika’da yapilan
caligmalarda zencilerde Alzheimer hastaliginin nispeten az oldugu bildirilirken,
ABD’ de yapilan ¢alismalar siyah irkdaki oranin beyaz irktan daha fazla oldugunu
gostermistir.  Genel olarak demanslar i¢cinde en sik gorileni AH’dir

(http://www.gata.edu.tr/dahilibilimler/noroloji/demans.htm).

AH’nda yasi 6nemli bir etiyolojik faktor oldugu ve hastaligin prevelansinin
65 yas sonrasinda her bes yilda bir iki katina yiikseldigi bildirilmistir (Gao ve dig.
1998;Hattori 2009;Wang ve Ding 2008). Genetik yatkinlik da AH’nin gelisiminde
diger bir onemli etkendir ki birinci derece akrabalarinda AH goriilen kisilerde
hastalik riskinin artis gosterdigide gozlenmistir (Wang ve Ding 2008;Williamson ve
dig. 2009).

1.10 Alzheimer hastah@inda kullamlan ilaclar

Hastaligin kesfinden giiniimiize kadar gegen siirecte AH olan bireylerdeki ana
patolojileri hedef alan umut verici caligmalar yapilmistir, ancak maalesef faz
deneylerinde bir¢ogu olumsuz olarak sonu¢lanmistir. Giliniimiizde tedavi icin
hastaligin seyrini yavaslatan (semptomatik) ilaglar kullanilmaktadir (Hane ve dig.
2017). Arastirmacilar tarafindan giivenilirligi kesin olarak dogrulanmis bu ilaglarin
bir kismu klinikte etkin olarak kullanilmakta, bir diger kismu ise bitkisel kaynakl

olup piyasada serbest olarak satilabilmektedir.

AH tedavisinde Amerikan Gida ve Ilag Dairesi’nin (FDA) onayladig ilaglar
kolinesteraz inhibitorleri ve glutamat antagonistleri olan memantin, karisimi olarak
iki gruba ayrilmaktadir. Bu ilaglar farkli yollar ile hastaligin seyrinin hafifletilmesine
yardimc1 olmaktadirlar. Asetiltransferaz adli enzimin AH’na sahip bireylerin
beyninde eksik oldugu ve asetilkolinin ise hafizada etkili bir molekiil oldugunu

bilinmektedir (Briggs ve dig. 2016). Bu nedenle noérodejeneratif hastaliklarda
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kolinesteraz enziminin inhibe edilmesine dayanan kolinesteraz inhibitorleri altinda

takrin, donepezil, galantamin ve rivastigmin adli ilaglar kullanilmaya baslanmistir.

NMDA (N-metil-D-aspartat reseptorii) sinyal yolagi Ca*? ve Mg*? iyonlarmin
islevine bagl olarak c¢alismaktadir. AH olan bireyler NMDA sinyal yolagi
bozukluguna sahiptirler. Memantin adli bilesik arastirmacilar tarafindan voltaja
bagimli bir NMDA reseptor antagonisti olarak tanimlanmis ve AH’nin tedavisinde

etkin olarak kullanilan bir ilag haline gelmistir (Parsons ve dig. 2013).

AH’nda  arastirilan  terapotikler, katlanan  proteinlerin  {iretimini,
agregasyonunu ve anormal proteinlerin neden oldugu toksisiteyi sinirlamak ve
yayilmasini inhibe etmek amaciyla faz deneylerine tabii tutulmaktadir. Giiniimiizde
klinikte kullanilan ilaglar kesin bir tedavi yontemi sunmayip sadece siireci
yavaglatma egilimindedirler (Tiwari ve dig. 2019) Bu durum arastirmacilar1 yeni ilag
denemelerine ve geleneksel tedavide kullanilan fitoterapotiklerin etkinliklerini
aragtirmaya itmektedir. Oksidatif stres siireci ROS iiretimindeki fazlalik ve bu
radikallerin ortadan kaldirilmasina yardim eden antioksidatif savunma sistemi ile
karakterize edilmektedir. Her iki sistemin de yasa bagli ndrodejenerasyon ve demans

stireclerinde 6nemli rolleri oldugu diisiiniilmektedir.

AH tedavisi igin kullanilan ilaglarin bircogu, kolinesterazlarin inhibisyonu
ile sinaptik araliktaki ACh Kkonsantrasyonunu arttirmayi amaglayan “kolinerjik
hipotez” teorisini temel almaktadir (Martocchia ve dig. 2008). Bu etki
mekanizmasiyla tedavi i¢in kullanilmis olan bilinen dort ilag mevcuttur. Bu ilaglar
takrin, donepezil, rivastigmin ve galantamindir (Shah ve dig. 2008). Tiim bu ilaglar,
kolinerjik acig1 iyilestirerek, bilissel, fonksiyonel ve AH’nin davranigsal belirtileri
tizerinde faydali etkiler gostermektedir. Bununla birlikte, bu ilaglar son derece
sitnirlidir, ¢linkii  hastaligin  ilerlemesini durduracak veya semptomlar: tersini
gosterecek ve hastaligin iyilesmesini saglayacak etkinlige sahip degildirler (Fang ve
dig. 2008).
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1.11 Kolinesteraz inhibitorleri

1.11.1 Takrin

Takrin ilk olarak 2. Diinya savasi sirasinda antibakteriyel etkili bilesikler
bulmak amaciyla Albert ve Gledhill adli iki arastirmaci tarafindan 1945 yilinda
sentezlenmistir (Albert 1946). 1961 yilinda ise Heilborn ve arkadaglari tarafindan
AChE ve BChE enzimlerinin reversibl inhibitorii oldugu ve yiiksek substrat
konsantrasyonlarinda kompetitif, diisiik substrat konsantrasyonlarinda ise non-

kompetitif mekanizmalarla inhibisyon gosterdigi rapor edilmistir (Heilbronn 1961).

Takrin orta ve ileri seviye Alzheimer tedavisinde kullanilmak {izere 1993
yilinda FDA tarafindan onaylanmistir. Bu amagla kullanimi1 onaylanan ilk AChE
inhibitoriidiir (Davis ve Powchick 1995). Takrin kan beyin bariyerini rahatlikla
gecebilmesine, AChE ve BChE enzimlerine karsi nanomolar diizeyde inhibisyon
gbstermesine ragmen, baslica hepatotoksisite olmak iizere yan etkileri ve koti
farmakokinetik 0Ozellikleri (glinde 4 kez kullanim) nedeniyle artik klinikte

kullanilmamaktadir.

1.11.2 Donepezil

Donepezil non-kovalent tipte bir Kkolinesteraz inhibitéradar. Gugld, non-
kompetitif, se¢ici ve hizli geri doniisiimlii inhibitdr etki gosterir. Bu ilag ndronal
AChE’a selektiftir. AH’da bozulmus konusma algisinin iyilesmesinde etkilidir
(Darreh-Shori ve Soininen 2010). Konugma algisina yakindan bagli olan norobiligsel
mekanizmalar1 etkiler ve donepezilin en o6nemli Ozelliklerinden biri de
biyoyararlanim oranidir. Agiz yoluyla kullanildiginda %100 e yakin biyoyararlanimi

vardir.

Donepezil beyinde predominant kolinesteraz olan asetilkolinesterazin spesifik
ve geri donisiimsiiz bir inhibitoridur. Donepezil, temel olarak santral sinir
sisteminin disinda bulunan bir enzim olan BChE’a oranla AChE’in bin kat daha
etkili bir inhibitorudir. Donepezil bu etkisiyle AH’nda kolinerjik transmisyon

yetmezliginin neden oldugu semptomlarda etki edebilmektedir (Dozly Prospektiis
2006).
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Beyaz kristal toz formunda olan donepezil HCI kloroform, su ve glasiyel
asetik asitle ¢oziinebilir. Yarilanma omrii yaklasik olarak 70 saattir. Cinsiyet, irk ve
sigara aligkanliginin donepezil HCI’nin plazma konsantrasyonlari iizerinde onemli

sayilabilecek bir etkisi yoktur.

Donepezil, takrinle karsilastirildiginda merkezi sinir sistemine segicidir.
[lacin bosaltim1 hem renal hem de sitokrom P450 sistemi yoluyla gergeklesir.
Yapilan bir ¢alismada donepezil ve rivastigminle yapilan bilissel ve fonksiyonel
kayb1 yavaglatmaya yonelik yapilan calismada rivastigminin giinlik yasam
aktivitelerinde donepezile, donepezilin ise daha az yan etki olusturma konusunda
rivastigmine daha iistiin oldugu sonucu elde edilmistir (Iseri ve Efendi 2003).
Yapilan baska bir diger ¢alismada donepezilin beyinde siyah madde (substantia
nigra) adi verilen ve dopamin iretiminden sorumlu oldugu bilinen bolgenin

calismasini diizenledigi belirlenmistir (Angelantongo 2004).

1.11.3 Rivastigmin

Rivastigmin, AChE enzimini yalanci (pseudo) geri doniisiimsiiz olarak inhibe
eder. Rivastigmin tartarat, periferal dokulardakine kiyasla beyin i¢in hem AChE hem
de BChE selektifini inhibe eden sahte ve geri doniisiimsiiz bir karbamat
inhibitoradar. Rivastigminin kortikal ve hipokampal bélgede daha etkin oldugu da
ileri stiriilmiustiir. Bir karbamat olarak rivastigmin, neredeyse farmakolojik olarak
hizla bobrekler yolu ile atilan bir fenolik bdliinme tiriiniinii agia ¢ikaran rivastigmin
molekilund parcalayan AChE'a baglanir (Polinsky ve dig. 1998). Karbamat kismi,
ACh'nin hidrolizi sirasinda asetat pargasi i¢in, oldugundan daha uzun siire enzimin
estetik bolgesine bagh kalir, boylece enzim, ana molekiil dolasimdan kaybolduktan
bir zaman sonra inaktif olur. Bu etki mekanizmasinin bir baska neticesi de
rivastigmininin aktivasyon veya eliminasyon icin hepatik sitokrom P450 sistemine
dayanmamasidir. Rivastigmin giinde 2 defa kullanilmaktadir. Etkisi yaklasik 10
saattir (Jann ve dig. 2000).

1.11.4 Galantamin

Galantamin (4’a,5,9,10,1,12-hekzahidro-3-metoksi-11-metil 6H-benzofurol
(3’a, 3,2-ef)(2)-benzazepin-6-ol hidrobromiir) baslangigta bir tersiyer alkaloittir.

Gunimduzde sentetik olarak elde edilmekle birlikte, Amaryllidaceae familyasina ait
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bitkilerinden ve ¢esitli nergis tiirlerinden izole edilmistir. In vitro ve in vivo
caligmalar, galantaminin oral olarak aktif, geri doniisiimlii, kompetitif (yarismali) bir
beyin AChE inhibitorii oldugunu onaylamustir. YUksek bir oral biyoyararlanimi ve
lineer plazma kinetigi gosterir, tutarli bir yar1 6mre sahiptir. Beyin omurilik sivisina
iyi penetrasyon gosterir. Gilinde iki doz olarak kullanilir (Bickel ve dig. 1991). BChE
yerine AChE igin segicidir (Fulton ve Benfield 1996).

1.11.5 Glutamat Antagonistleri

Alzheimer hastaliginda kullanilan ikinci grup olan ilaglar glutamat
antagonistleridir. AH’da goriilen noronal eksitotoksisite, néron kaybi ve bunun
neticesinde gelisen noronlardaki fonksiyon bozuklugunda glutaminerjik sistem
onemlidir. Eger glutaminerjik sistem kronik olarak uyarilirsa buna bagl olarak hiicre
ici Ca*? konsantrasyonu artarsa bu sonuglar goriilebilir (Lledé ve dig. 2006).
Memantin ise AH’nda goriilen artmis glutamerjik aktivitenin azaltilmasi igin
gelistirilmis non-kompetitif reseptér antagonisttir ve FDA onaylhdir (Lled ve dig.

2006, Kelley ve Petersen 2007).

1.11.6 Memantin

AH’nda memantinin terap6tik aktivitesinin nérobiyolojik temeli tam olarak
anlasilmamistir. Bununla birlikte, bir kolinesteraz inhibitorii degildir ve bu nedenle
suan AH i¢in kullanilan ilaglardan farklidir. Memantinin etki mekanizmasi, hizh
bloke edici/blokaj agma kinetigi ile gerilime bagli, diisiik orta diizeyde afinite,
rekabet¢ci olmayan bir NMDA reseptorii antagonizmasidir (Danysz ve dig. 2000).
Hizli agma/kapama kinetigi de énemlidir. CUnki bu memantinin reseptor Uzerinde
glutamat reseptorlerinin patolojik olarak aktive edilmesini engelleyecek kadar uzun
stire oturdugu ve daha sonra glutamat reseptorlerinin fizyolojik aktivasyonu

gerektiginde ise hizlica ortadan kalktig1 anlamina gelmektedir.

Memantin, noronlarda gorilen hiicre 6limine sebep olabilecek ve kognitif
fonksiyonlarda bozukluk yaratabilecek anormal glutamat aktivitesinin etkilerini
engeller. Hizli agma/kapama kinetigi ile birlikte disiik-orta afinite memantin
hareketinin anahtaridir. Ciinkii 6grenme ve bellek i¢cin gereken NMDA
reseptorlerinin fizyolojik aktivasyonunu korurken asir1 glutamatin etkilerini engeller

(Danysz ve dig. 2000). Diger NMDA reseptér antagonistleri gibi yiiksek

18



konsantrasyonlarda memantin de 6grenme ve hafizanin altinda olduguna inanilan
sinaptik plastisite mekanizmalarin1 inhibe eder. Memantin, kolinerjik ndronlarin
eksitotoksik yikimina karsi koruma saglayabilir. Son zamanlarda yapilanda in vitro
calismalar memantinin beta-amiloit toksisitesini ortadan kaldirdigin1 ve muhtemelen
iretimini inhibe ettigini gostermektedir. Ancak, AH'na hem kolinerjik hem de

glutamaterjik yaklagimlarin hipotezine dayandigi ve kanitlanmadigi bilinmelidir.

1.12 Alzheimer Hastah@inda Diger Tedavi Yollar

1.12.1 Bitkisel Tedavi

Tibbi bitkiler AH’nin tedavisinde mevcut ilaglar hastaligin tedavisinde ve
semptomlarin giderilmesinde yetersiz kalmaktadir. Bununla birlikte bu ilaglarin yan
etkileri de mevcuttur. Tibbi bitkiler kullanilarak, yan etkilerin minimuma indirilmesi,
tedavi edici mekanizmalarin gii¢lendirilmesi ve semptomlarin giderilerek hastanin

rahatlatilmasi hedeflenmektedir.

Biberiyenin gida muhafazasi i¢in ve dogal antioksidan katki maddeleri olarak
endiistriyel Ol¢ekte kullanilmasi, fenolik bilesenlerine atfedilir. Bu tiir etkilerinin yan
sira bitkinin ¢esitli in vitro ve in vivo farmakolojik 6zelliklerinden sorumlu olan
baskin fenolik bilesikler, abietan tipi diterpenlerdir. Farmakolojik 6nemi olan
biberiye ¢ogunlukla diterpenoitleri ile temsil edilmektedir. Yapisal ozellikleri
sayesinde, bu bilesikler, antioksidan, metal selasyon ve anti-enflamatuar Ozellikler
arasinda degisen c¢ok ¢esitli farmakolojik etkiler sergilemektedirr. Bu mekanizmalar
ayn1 zamanda bilesiklerin AH'na yonelik potansiyel terapotik etkisinde de rol

oynadig diisiiniilmektedir (Chen ve dig. 2012).

AH'nin birgok patolojik siireci iceren karmasik bir hastalik oldugu
diistintildiiglinde, biberiye diterpenleriyle gosterilenler gibi ¢ok islevli ilaglarla tedavi
uygulanabilir bir terapotik yaklasim olusturur. AH’daki ndrodejenerasyon sureci,
Parkinson hastalig1 gibi diger hastaliklarla pek c¢ok benzerlige sahiptir. ilging bir
sekilde, karnozik asit gibi bazi biberiye diterpenlerinin Parkinson hastaligi modelinde
yararli etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Cuajungco ve dig. 2000;Tougu ve dig.
2011).
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Ayrica, AH ile iligkili olast terapotik etkileri agisindan kapsamli bir sekilde
arastirilmistir.  Glikozidik  formlar dahil diger ilging diterpenler, farkli
biyoyararlanima ve terapétik etkiye sahip olabilir. Bu alandaki daha fazla arastirma
bu nedenle biberiye diterpenlerinin terapétik potansiyeli hakkinda daha fazla kanit
saglayacaktir. Bununla birlikte, bugiine kadarki tiim mevcut tarihler, AH Uzerindeki
etkilerinin ¢ok iimit verici oldugunu ve klinik aragtirmalar da dahil olmak iizere daha

fazla arastirmanin iyi olabilecegini gostermektedir (Solomon 2016).

1.12.1.1 Kumarinler

Onemli bir dogal bilesik smifi olan kumarinler, gida ve kozmetik sektorii gibi
alanlarda katki maddesi ve ilag¢ hammaddesi kaynagi olarak kullanilmaktadir
(O’Kennedy ve dig. 1997). Kumarin izolasyonu ile ilgili literattrdeki ilk rapor,
kumarinin Vogel tarafindan 1820°de yaygin olarak “cumaru” olarak bilinen “Diptery
xodorata” adi verilen agacin tohumlarindan izole edildigi hakkindadir (Vogel ve dig.
1820). Yapilan ¢aligmalar neticesinde kumarinlerler, anti-inflamatuar, anti-timor,
karaciger koruyucu, anti-alerjik, anti-HIV, antiviral, antifungal, antimikrobiyal,
antiastim, anti-oksidan, analjezik, anti-diyabetik, antihipertensif, antidepresan,
antikanser, lipit distiriicti ve antikoagiilan etki gibi ¢ok genis bir biyolojik aktivite
alanina sahiptirler (Anand ve dig. 2012; Venugopala ve dig. 2013 Yce 2006).

Kumarin bir benzen halkas1 ve yapisal ¢ekirdek olarak gorev yapan bir piron
halkas ile karakterizedir. Kumarinin sahip oldugu alfa-benzopiron yapisal ¢ekirdegi,
AChE ve AChE’m indiikledigi AP birikimini es zamanli olarak Onleyebilen hibrit
molekiillerin sahip oldugu temel 6zelliktir (Piazzi ve dig. 2008).

Kumarinler (2H-kromen-2-on), bir¢ok bitkide dogal olarak bulunan,
benzopironlar grubundan renksiz, kristal yapida bir kimyasal bilesiklerdir. Serbest
halde ya da glukoz ile birlesmis halde bulunabilirler (Venugopala ve dig. 2013).

Kumarinlerin genel yapist Sekil 4’de gosterilmistir.
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Sekil 4: Kumarinin kimyasal yapisi.

Kumarinlerin aromatik merkezinin islevselligi, Ap birikimini inhibe edecek
kapasitede yeni kumarin analoglarinin gelistirilmesine 6nculik etmektedir (Anand ve
dig. 2012). Kumarinler ¢esitli sebeplerden dolay1 inhibitor tasariminda ana bilesik
olarak segilmislerdir. Ik olarak kumarinler, benzopironlar olarak adlandirilan farkli
farmokolojik 6zellikler gosteren bilesikler sinifinin tiyeleridirler ve islevsellestirilmis
bazi kumarinler giiclii AChE inhibitorleri olarak gosterilmektedirler. Ikinci sebep,
belirli fonksiyonel gruplarla modifiye edilmis kumarin tiirevleri monoaminoksidaz B
inhibitdriidiirler ve ayrica AH’nin tedavisi i¢in tasarlanmaktadirlar. Ugiincii sebep ise

kumarin bilesiklerinin yiiksek anti-AChE etkisi gostermeleridir (Shen ve dig. 2005).

Onemli bir dizi calisma kumarinin AChE’1 inhibe etme Kkabiliyetini
gostermistir (Bruhlmann ve dig. 2001; Kang ve dig. 2001; Shen ve dig. 2005). AChE
inhibitord kumarin tiirevlerinin enzimle etkilesimi esnasinda, kumarin halkasinin
oncelikle AChE’in periferik anyonik bolgesi (PAS) ile; benzilamino, fenilpiperazin
ya da anilino gibi kumarin halkasina bagli amin fonksiyonel gruplarinin da AChE’1n
katalitik bolgesi ile etkilesime girdiklerinin gostermistir. Kumarinin yapisal
ozelliklerinin anlasilmasi, AChE inhibitér aktivitesini ve buna ek olarak beta-
sekretazin BACE inhibisyonuyla AP birikimini azaltma ve mono aminoksidaz
(MAOQ) inhibisyonu gibi farmakolojik aktiviteleri artiran etkiye sahip yeni
analoglarin tasarimina ve sentezine yardimci olmaktadir. Kumarin tiirevleri hatta
noronlarin, AP kaynakli oksidatif strese ve serbest radikallere karsi korunmasini da
saglamaktadir (Anand ve dig. 2012). Kumarinin sayisiz biyolojik-farmakolojik
aktivitesi, bir¢ok protein hedefine kolay baglanmay1 saglayan, oksijenli heterosiklik

halkanin kendine has kimyasal yapisina ve fiziko-kimyasal 6zelliklerine baglidir. Bu
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ozellikler sentetik veya dogal orijinli olan kumarin ve tiirevlerini ila¢ kesfi igin

benzersiz molekdller durumuna getirmektedir.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1 MATERYAL

2.1.1 Cahsmada Kullanilan Cihazlar

Proje calismamiz siiresinde Santrifiij (Sogutmali & Sogutmasiz) (Sigma 1-
14), Otoklav (Nuve OT 4060), (Hiclave HVE-50), PZR Cihaz1 (Bioneer), Agaroz Jel
Elektroforez Aparati (Thermo EC320), UV Jel Goriintiileme Kabini (DNR LB 0605),
Vorteks (DragonLab MX-F), Is1 Blogu (BiosanDryBlockHeatingThermostat TDB-
100), BioneerExi Spin PZR tiip karistiricisi, Human PowerScholar-UV saf su
sistemi, HVE-50, Terazi (Precisa XB 220A), (MettlerToledo AB 265S),
(MettlerToledo PB 602-L), Nuaire -85°C Ultralow Freezer, Mikrodalga Firin (SHOV
M7017-P), Gii¢ Kaynag1 (Thermo, EC-250-90), CO2 Inkiibatérii (Nuaire), Olympus
Ters Mikroskop (Olympus CX31) ve Mikroplaka Okuyucu Spektrometre (Thermo
Scientific Multiskan GO) kullanilmistir.

2.1.2 Cahismada Kullanilan Kimyasallar

Caligmamizda kullandigimiz bazi kimyasallar; Dimetil silfoksit (DMSO),
Fetal Sigir Serumu, DMEM/F12 (Dulbecco's Modified EagleMedium/Nutrient
Mixture F12), Phosphate Buffered Saline (PBS), Penisilin-Streptomisin karigimi ve
Tripsin-EDTA c¢ozeltisi, GM SYBR gPCR Kit, EasyScript Plus cDNA sentez kiti ve
QiagenRNaesy Plus mini Kittir.
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2.2.1 Etken Madde Elde Edilmesi ve Tanimlanmasi

Tez kapsaminda kullanilacak olan Rosmarinus officinalis ekstrakti Gazi
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Prof. Dr. flkay ERDOGAN ORHAN’in
laboratuvarinda elde edilmistir. Yeni kumarin tirevi bilesikler 4-propil-8-hidroksi
kumarin, methyl2-(2-((2-oxo-4-propyl-2H-chromen-7-yl)oxy)acetyl) hydrazine-1-
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carbodithioate), 7-ethoxy-4-propyl-2H-chromen-2-one ise yurtdisinda

sentezlenmistir.

2.2.2 Hiicre Kiiltiirii Calismalar

2.2.1.1 SH-SYS5Y Hiicre Hatt1

Bu tezde yapilan caligmalarda PAU Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyokimya ve
Molekiiler Toksikoloji Arastirma Laboratuarinin bulunan bir ndroblastoma hiicre hatti
olan SH-SYS5Y hiicreleri kullanilmistir. SH-SYSY hiicreleri, bir baska insan
noroblastoma hiicre hatt1 olan SK-N-SH hcrelerinin bir alt klonudur (Biedler 1973).
Bir insan noronal sistem modellemesi meydana getiren bu hiicre hatti beyin
fonksiyonunu ve gelisimini anlamada cesitli norolojik hastaliklar bilim insanlarina
fayda saglamaktadir. AH calismalarinda en ¢ok kullanilan hiicre hattidir. Hem
farklilasmis hem de farklilasmamis SH-SY5Y hicreleri, dopaminerjik ndronal
markorleri, muskarinik, nikotinik ve adrenerjik reseptorleri eksprese edebilmektedir
(Kovalevich ve Langford, 2013).

2.2.1.2 Besiyeri Hazirlanisi ve Hiicrelerin Biiyiitiilmesi

Calisma sirasinda kullanilan SH-SY5Y hiicreleri i¢in %10 fetal sigir serumu
(FBS) ve %1 penisilin iceren DMEM/F-12 kullanildi. -80°C’de %10 DMSO
icerisinde saklanan hiicreler 37°C’de eriyene kadar bekletildi. Hiicreler eridikten
sonra petrilere ekildi ve lizerine 5 ml DMEM/F12 besi ortami eklenerek 37°C’de %5

COz2 ve %95 nem igeren ortamda bir giin bekletilip yiizeye tutunmasi saglandi.

CO: inkiibatoriinde hiicreler deney i¢in yeterli stok sayisina ulagincaya kadar
yukarida belirtilen sartlarda inkiibe edildi. Hiicrelerin besiyeri iki gilinde bir

degistirilerek canliliklar1 ve cogalma hizlar takip edildi.
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2.2.1.3 Hiicrelerin Pasaji

Hiicrelerin cogaltildig: kiiltiir kaplarinda, hiicreler tek tabaka olduklarinda
pasajlar1 yapildi. Pasaj islemi i¢in dncelikle kiiltiir besiyeri uzaklastirildi. Daha sonra
hiicreler %0,25°1ik tripsin ile yaklasik 5 dk muamele edildi ve hiicrelerin yiizeyden
ayrilmalar1 saglandi. Siispansiyon haline getirilen hiicreler steril santrifiij tiipline
alind1 ve tripsinininaktif hale gelmesi icin lizerine 1 ml DMEM/F12 besi ortami
eklendi. 2500 xg hizda 5 dk santrifiij edildikten sonra siipernatant uzaklastirildi. Pelet
Uzerine 1 ml besi ortami eklenerek, Eppendorft tliplinde hazirlanan trapan mavisi
(1:1000 sulandirilmig) ve hiicre karisimi (1:1) thoma laminda sayildi ve hiicreler

deney planina gore ekim i¢in hazir hale getirildi.

2.2.1.4 Sitotoksisite Calismalari

4-Propyl-8-Hydroxy Coumarin (PHC) ve methyl 2-(2-((2-oxo-4-propyl-2H-
chrome.n-7-yl)oxy)acetyl)hydrazine-1-carbodithioate =~ (MCHC)  bilesigi %10
DMSO’de, 7-ethoxy-4-propyl-2H-chromen-2-one %210 aseton ve Rosmarinus
officinalis etanol (EtOH) ekstrakti %100 DMSO’da sitotoksisite deneyleri igin
¢cozlldl ve steril etmek icin 0,2 mikronluk filtrelerden gecirildi. Sitotoksisite testi
icin farkli 96 kuyulu plakaya ekilecek olan hiicrelerin sayis1 hesaplandi. Bunun i¢in
bliyiitiilen hiicreler 96 kuyulu plakalara ekmek i¢in tripsin ile kaldirildi. 15 ml’lik
steril falcon tiiplere besiyeri i¢inde olan hiicreler alinip, 2500 xg’de 5 dk santrifiij
edildi. Siipernatant atilip, dibe ¢oken hiicreler 1 ml besiyeri icinde ¢oziildii.
Ependorfta hazirlanan trapan mavisi ve hiicre karisimi (1:1) thoma laminda sayildi.
Hiicre sayis1 hesaplandiktan sonra her kuyucukta 1 x 103 hiicre olacak sekilde 96
kuyulu plakalara ekildi ve her kuyuya son hacim 200 pl olacak sekilde besiyeri
eklendi ve 24 saat hiicrelerin plakaya yapismasi i¢in %5 lik CO2 inkubatdriinde, %95
nem ortaminda bekletildi. 24 saatin sonunda farkli konsantrasyonlarda 4-Propyl-8-
Hydroxycoumarin, methyl 2-(2-((2-ox0-4-propyl-2H-chromen-7-
yl)oxy)acetyl)hydrazine-1-carbodithioate 7-ethoxy-4-propyl-2H-chromen-2-one
bilesikleri ve Rosmarinus officinalis ekstrakti hiicrelere uygulandi. Yeni bir 24 saatin
sonunda 96 kuyulu plakadaki besiyeri uzaklastirildi, sonrasinda her kuyucuya 100 pl
kristal viyole boyas1 (%0,5) eklendi. 10 dakika oda sicakliginda bekledikten sonra
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plaka su ile yikandi ve boya uzaklastirildi. Her kuyucuya 100 pul 0,1 M %50 etanol
icindeki Na-Sitrat (pH 4,2) eklendi ve 15 dk 100 rpm’de galkalandi. Olusan renk 630
nm’de plaka okuyucuda Olgiildi. Degisik konsantrasyonlardaki 4-propil-8-
hidroksikoumarin (PHC), Methyl 2-(2-((2-oxo-4-propyl-2H-chromen-7-
yl)oxy)acetyl)hydrazine-1-carbodithioate (MCHC), 7-ethoxy-4-propyl-2H-chromen-
2-one ve Rosmarinus officinalis ekstrakti ile muamele ettigimiz gruplar kontrol
grubu ile karsilastirarak, ECos Ve ECog dozlari bilesigin hiicre canliligina olan etkisi
saptandi. Dozlar literatiirde benzer calismalar i¢in uygulanan doz ve siireler goz

Oniine alinarak saptanmigtir.

2.2.1.5 Hiicrelere Bilesiklerin Uygulanmasi

SH-SY5Y hiicrelerinde 4-Propil-8-hidroksikoumarin (PHC), Methyl 2-(2-((2-
oxo-4-propyl-2H-chromen-7-yl)oxy)acetyl)hydrazine-1-carbodithioate (MCHC), 7-
ethoxy-4-propyl-2H-chromen-2-one ve Rosmarinus officinalis ekstrakti igin ECos Ve
ECos degerleri sitotoksisite deneyi ile belirlendikten sonra, bu dozlarin hiicrelerde
belirlenen genlerin ekspresyon dizeylerindeki etkisini test etmek i¢in hicre kultird
ortaminda steril sartlarda hiicrelere uygulandi. Bunun i¢in 10 mm petrilere 106 hiicre
ekildi ve 24 saat inkiibasyonun ardindan belirlenen dozlar bu hiicrelere uygulandi.
Bilesik uygulamasi yapilan hiicreler, uygulama yapildiktan 24 saat sonra RNA

izolasyonu i¢in toplandi.

2.2.1.6 RNA izolasyonu

Qiazol Lysis Reagent ile toplanan hiicrelerden ayr1 ayri total RNA izolasyonu
gerceklestirildi. Total RNA izolasyonu ‘QIAGEN RNeasy Plus Universal’ kit
kullanilarak iiretici firmanin talimatlar1 baz alinarak ve hiicreden RNA izole etmek
icin kendi optimize ettigimiz prosediir ile yapildi. Qiazol Lysis Reagent ile toplanan
hiicreler 5 dk oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra tizerine 100 pl kit igcinde
bulunan gDNA eliminasyon soliisyonundan eklendi ve 15 sn karistirildi. Daha sonra
180 ul kloroform eklendi ve tekrar karistirildiktan sonra 3 dk oda sicakliginda inkiibe
edildi. Siire sonunda 12.000 xg’de ve +4°C’de 30 dk santrifiij edildi. Ust faz almip 2
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ml’lik steril Eppendorf tiipe toplandi ve alinan iist faza esit miktarda %70 EtOH
eklenip iyice karistirildi. Karigim ‘RNeasy mini spin’ kolona eklendi ve 30 sn 9.000
xg’de santriflij edildi ve alta gecen kisim dokiildii. Kolonun tizerine 700 pl kit i¢inde
bulunan yikama tamponu ‘RWT’ eklendi ve 30 sn 9.000 xg’de santrifiij edildi. Alta
gecen kisim dokiiliip kolonun {izerine 500 pl kit i¢inde bulunan yikama tamponu
‘RPE’ eklendi ve 30 sn 9.000 xg’de santrifiij edildi, alta gegen kisim dokiildii. Kolon
uzerine tekrar RPE tamponu eklendi ve 2 dk 30 sn 9.000 xg’resantrifiij edildi ve alta
gecen kisim dokiildii. Son olarak kolan yeni tiipe alindi ve iizerine 50 pul RNaz
icermeyen su eklendi ve 1 dk 15 sn 9.000 xg’de santrifiij edildi. Elde edilen RNA
kalitesi agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi ve konsantrasyonlart NanoDrop

cihazinda olg¢tldi.

2.2.1.7 cDNA Sentezi

Nanodrop cihazinda konsantrasyonlar1 belirlenen total RNA’lar kullanilarak
ABM marka cDNA sentez kiti ile cDNA sentezi yapildi. PZR tiipii igerisinde 2,5 ug
total RNA kit igerisindeki oligo d(T) primerleri (1ul), ANTP ¢ozeltisi (1ul) ve RNAz
icermeyen su ile karistirilarak 65°C’de 5 dk isleme tabi tutuldu. Ardindan bu karisim
yine kit iceriginde yer alan reaksiyon tamponu (4 pl), RNAz inhibitori (0,5 pl) ve
‘EasyScriptRTase’ enzimi (1 pl) ile birlestirildi. Boylece bir tiipteki son hacim 20 pl
oldu ve 50°C’de 50 dk inkiibe edilerek ¢cDNA sentezlendi. Siire sonunda, enzim
inhibe edilmek iizere 85°C’de 5 dk bekletildi. Sentezlenen cDNA’lar RT-PZR
yapilmak iizere -20°C’de saklandi. cDNA sentez karisimi ve prosediirii Tablo 1’°de

verilmektedir.
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Tablo 1:cDNA sentez karisimi ve prosediirii

Hacim Son Hacim
Total RNA 1l 2 ug/ml
Oligo(dT) primer 1l 0,5 uM
dNTP karigimi (10nM) 1l 500 puM
RNAaz icermeyen su Degisken 14,5 ul
Karigim hazirlandiktan sonra 5 dakika 65°C 1siticida beklenir.
5X RT tamponu 4ul 1X
Ribonikleaz inhibitora (40U/ul) 0,5ul 20 U/rxn
ReverseTranskriptazenzimi(200U/ul) 1pl 200 U/rxn
Toplam Hacim 20 pl

2.2.1.8 Gercek Zamanh PZR

Gergek zamanli PZR reaksiyonlar1 GM SYBR qPZRKit’i kullanilarak iiretici
firmanin talimatlarina gore yapildi. Primer ve cDNA miktarlar1 laboratuvarimizda
uygun olarak optimize edildi. Sonuglar ise ‘Exicycler3’ programikullanilarak
“housekeeping” geni olan B-aktin’e gore normalize edildi. Deneylerde kullanilan
primer listesi Tablo 4’de, PZR uygulama kosullar1 Tablo 2’de, sicaklik, dongi ve

zamanlar1 ise Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 2:RT-PZR kosullar

Bilesenler Reaksiyon Karigimi
GM SYBRgPZRMix 12,5 pl

Ileri Primer (10 pm) 0,6 ul

Geri Primer (10 pm) 0,6 ul
cDNA (1:5 seyreltilmis) 5ul

dH20 6,3 ul
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Tablo 3:PZR sicaklik, dongii ve zamanlari

Dongu Sicaklik Sire
On Denatiirayon 95°C 5 dk
Denatiirasyon 95°C 20 sn
Yapisma X°C 20 sn
Uzama 72°C 25 sn
Dongii Sayist 40 Dongu

Tablo 4:Calismada kullanilan primer dizileri ve sicakliklar

Primer ileri Primer (5'->3") Geri Primer (5'->3") Sicaklik
APP GCCCTGCGGAATTGACAAG CCATCTGCATAGTCTGTGTCTG 62
PSEN1 GCAGTATCCTCGCTGGTGAAGA CAGGCTATGGTTGTGTTCCAGTC 54.5
PSEN2 GCTGTTTGTGCCTGTCACTCTG TGTGTCCTCAGTGAATGGCGTG 54.5
APOE GGGTCGCTTTTGGGATTACCTG CAACTCCTTCATGGTCTCGTCC 54.5
CLU TGCGGATGAAGGACCAGTGTGA TTTCCTGGTCAACCTCTCAGCG 54.5
CR1 TAGGTGTCAGCCTGGCTTTGTC GACATCTGGAGGTGGCTGACAT 54.5
PICALM GGCAGCATTAGAGGAAGAACAGG CTGCTGAGGTGGATACAGGAGA 54.5
BIN1 CGTCAACACGTTCCAGAGCATC CTTGACCGTGAAGGTGTTGCTC 54.5
ABCA7 CACTCTTCCGAGAGCTAGACAC CTCCATATCTGTGTCCGCAGCA 545
MS4AL CTGGTCCAAAACCACTCTTCAGG GGCAATGTGGAAGAGCCCATTC 54.5
CD33 GTGACTACGGAGAGAACCATCC GCTGTAACACCAGCTCCTCCAA 54.5
CD2AP CCAAAGCCTGAACTGATAGCTGC GGACTTGTGGAGCTGCTGGTTT 54.5
SORL1 GAACACCTGTCTTCGCAACCAG TGTCCAGGTCACAGATGGTGGT 54.5
MMP9 GGGACGCAGACATCGTCATC TCGTCATCGTCGAAATGGGC 62

2.2.3 istatistiksel Analiz

Elde edilen sonuglar her biri veri i¢in Ortalama + Standart Sapma olarak ifade
edildi. gRT-PCR veri analizleri Qiagen firmasinin tcretsiz olarak sagladigi RT2
PCR Arrray Data Analysis v3.5

gerceklestirildi. (*) ile isaretlenen genler +2 (zerinde ve -2 altindaki verileri anlaml

Profiller ile web Gzerinden c¢evrim igi

olarak kabul gosteren genlerdir.
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3. SONUCLAR

3.1 Sentezlenen Bilesikler ve Ekstraktin SH-SY5Y Hiicre Hattinda
Hiicre Canhgina Etkisi

3.1.1 4-Propyl-8-Hydroxy Coumarin (PHC) Bilesiginin Hiicre Canlihigina
Etkisi

Sitotoksisite testi i¢in farkli konsantrasyonlarda PHC bilesigi %10 DMSO’da
coziilerek 0,2 mikronluk filtrelerden gecirildi ve daha once 96’lik plakaya (1 X
10%/kuyucuk) ekilen SH-SY5Y hiicre dizisi 24 saat siiresince bu bilesigin farkl
konsantrasyonlarina maruz birakildi. Yukarida anlatildigi gibi kristal viyole canlilik
testi yontemi kullanilarak ileriki deneylerde kullanacagimiz PHC dozlar belirlendi

(Sekil ).

PHC SH-SY5Y

80 Y= ‘6,802 |n{u] * 90‘96
33' - R*=09771
»Eﬂ 60
:E b 4
8 S0
1] 40
-
S 30
I
20
10
0
0 20 40 60 80 100 120

PHC Konsantrasyonu (uM)

Sekil 5: PHC bilesiginin SH-SYS5Y hiicre canliligina etkisi.
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Yapilan sitotoksisite deneyi sonucunda ileriki ¢aligmalar i¢in ECos Ve ECos
dozlart bu bilesik icin sirayla 0.8 uM ve 1.05 puM olarak belirlendi ve ileri ki

calismalar i¢in bu iki doz kullanildi.

3.1.2. Methyl2-(2-(( 2-0x0-4-propyl-2H-chromen-7yl)oxy)acetyl)
hydrazine-1-carbodithioate (MCHC) Bilesiginin Hiicre Canhhgina
Etkisi

Sitotoksisite testi icin farkli konsantrasyonlarda MCHC bilesigi %10
DMSO’da ¢oziilerek 0,2 mikronluk filtrelerden gegirildi ve daha d6nce 96’11k plakaya
(1x10%kuyucuk) ekilen SH-SY5Y hiicre dizisi lizerine 24 saat slresince maruz
birakildi. Yukarida anlatildig1 gibi kristal viyole canlilik testi yontemi kullanilarak
ileriki deneylerde kullanacagimiz MCHC dozlar belirlendi (Sekil 6).

MCHC SH-SY5Y

01 * y = -11,23In(x) + 89,84
60 R* =0,9927

S0

40

30

Hiicre Canhihiga (%)

20

0 20 40 60 80 100 120
MCHC Konsantrasyonu (uM)

Sekil 6: MCHC bilesiginin SH-SY5Y hiicre canliligina etkisi.

Yapilan sitotoksisite deneyi sonucunda ileriki ¢alismalar icin ECos Ve ECog
dozlar1 bu bilesik i¢in sirayla 0.45 uM ve 0.75 uM olarak belirlendi ve sonraki
calismalarda bu iki doz kullanildi.
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3.1.3 7-Etoksi-4-propyl-2H-chromen-2-one (ECHO) Bilesiginin Hiicre
Canhihigina Etkisi

Sitotoksisite testi i¢in farkli konsantrasyonlarda 7-ethoxy-4-propyl-2H-
chromen-2-one bilesigi %10 aseton’da ¢ozilerek 0,2 mikronluk filtrelerden gegirildi
ve daha 6nce 96’lik plakaya (1x10%/kuyucuk) ekilen SH-SY5Y hiicre dizisi lizerine
24 saat siiresince maruz birakildi. Yukarida anlatildig: gibi kristal viyole canlilik testi
yontemi kullanilarak ileriki deneylerde kullanacagimiz ECHO bilesiginin dozlar

belirlendi (Sekil 7).

120

ECHO SH-SY5Y

100
y =-6,975In(x) + 101,27

R?*=0,8333
80

60 -
40 -
20 -

0 20 40 60 80 100 120
ECHO Konsantrasyonu (uM)

Sekil 7: ECHO bilesiginin SH-SYSY hiicre canliligina etkisi

Yapilan sitotoksisite deneyi sonucunda ileriki ¢alismalar i¢in EC04 ve ECOS8
dozlar1 bu bilesik i¢in sirayla 3.28 uM ve 4.75 uM olarak belirlendi ve sonraki

caligmalar i¢in bu iki doz kullanildi.

3.1.4. Biberiye (Rosmarinus officinalis) Ekstraktimin (BE) Hicre
Canhihigina Etkisi

Sitotoksisite testi igin farkli konsantrasyonlarda biberiye ekstakti (BE) %40
DMSO’da ¢oziilerek 0,2 mikronluk filtrelerden gegirildi ve daha dnce 96’lik plakaya
(1x10%kuyucuk) ekilen SH-SY5Y hiicre dizisi lizerine 24 saat slresince maruz
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birakildi. Yukarida anlatildig1 gibi kristal viyole canlilik testi yontemi kullanilarak

sonraki deneylerde kullanacagimiz BE dozu dozlar belirlendi (Sekil 8).

120 q

BE SH-SY5Y

y =-18,73In(x) + 120,9
R*=0,9744

8

=]
o

Hiicre Canlhihg (%)
& 3

ha
o

0 50 100 150 200 250
BE Konsantrasyonu (uM)

Sekil 8: BE'ninSH-SY5Y hiicre canliligina etkisi

Yapilan sitotoksisite deneyi sonucunda ileriki ¢calismalar icin EC04 ve ECO8
dozlart bu ekstrakt i¢in sirayla 3.75 uM ve 4.70 uM olarak belirlendi ve ileriki

caligmalar i¢in bu iki doz kullanildi.

3.2 Sentezlenen Bilesikler ve Ekstraktin SH-SY5Y Hiicre Hattinda

Belirlenen Genlerin mRNA Ekspresyon Duzeylerine Olan Etkisi

3.2.1 4-Propyl-8-Hydroxy Coumarin (PHC) Bilesiginin SH-SY5Y Hiicre
Hattinda Belirlenen Genlerin mRNA Ekspresyon Diizeylerine Olan
Etkisi

Sitotoksisite caligmasiyla kullanilacak olan dozlar belirlendi ve hiicrelere
belirlenen dozda kumarin tiirevi PHC bilesigi uygulandi. 24 saat inkiibasyonun
sonunda toplanan hiicrelerden izole edilen RNA’lar ile belirlenen genlerin mRNA
ekspresyon diizeyleri calisildi. Yapilan tiim c¢alismalarda sonuglar B-aktin ile
normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alind1 (Sekil 9-13).
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p-Amiloid Tliskili Genler

3
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PSEN1 PSEN2 APP
" 0,8 uM PHC 1.55 1.27 1.04
1,05 pMPHC 3.07 1.77 -1.22

Sekil 9: Kumarin tiirevi PHC bilesiginin SH-SY5Y hiicre hattinda PSEN1, PSEN2
ve APP genlerinin mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize
edildi. Kontrol degeri 1 alind1

SH-SYS5Y hiicre hattinda PHC bilesiginin PSEN1 geninin mRNA ekspresyon

diizeylerinde 1,05 uM doz uygulanmasinda 3,07 kat azalma goruldu.
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Lipid Metabolizmasi ili§kﬂi Genler
-
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® 0,8 1M PHC 132 141
| = 1,05 1M PHC 1.53 3.61

Sekil 10: Kumarin tiirevi PHC bilesiginin SH-SYS5Y hiicre hattinda ABCA7 ve
APOE genlerinin mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize
edildi. Kontrol degeri 1 alind1.

SH-SYS5Y hiicre hattinda PHC bilesiginin 1,5 pM doz uygulanmasinda
APOE geninin mMRNA ekspresyon diizeyinde 3,61-kat azalma g6zlendi.

Apoptoz veKolesterol Iliskili Genler

3 TN
: |

Kat Degisim (Gen/ACTB)

3 I
W
5
MMP9 CLU SORL1
= 0,8 uM PHC 1.48 1.13 127
1,05 uM PHC 126 2.78 -1.05

Sekil 11: Kumarin tiirevi PHC bilesiginin SH-SYSY hiicre hattinda MMP9, CLU ve
SORLI1 geninin mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar -aktin ile normalize edildi.
Kontrol degeri 1 alindi.
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SH-SY5Y hiicre hattinda PHC bilesiginin CLU geninin mRNA ekspresyon
diizeylerinde 0,8 uM dozunda istatistiksel olarak anlamli bir degisime neden
olmazken, 1,05 uM dozunun uygulanmasi ile 2,78-kat anlamli artis sagladigi

gozlendi. Bu grupta calisilan diger iki gende anlamli herhangi bir degisim

g6zlenmedi.
Endositoz ve Sinaptik Fonksiyon Tliskili Genler
5
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® 0,8 uM PHC 1.09 113 1.84
1,05 uM PHC 1.26 -2.69 1.19

Sekil 12: Kumarin tiirevi PHC bilesiginin SH-SYSY hiicre hattinda BIN1, PICALM
ve CD2AP geninin mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize
edildi. Kontrol degeri 1 alind1

SH-SYS5Y hiicre hattinda PHC bilesiginin BIN1 ve CD2AP genlerinin mRNA
ekspresyondiizeylerinde 0,8 uM ve 1,05 uM dozlarinin uygulanmasinda istatistiksel
olarak herhangi bir anlamli farka rastlanmazken; PICALM geninin mRNA
ekspresyon diizeyinde 1,05 pM PHC uygulanmasi ile 2,29-kat anlamli azalis

goruldu.
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Noroinflamasyon ve Immun Yamt iliskili Genler
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Sekil 13: Kumarin tiirevi PHC bilesiginin SH-SYS5Y hiicre hattinda CR1, CD33 ve
MS4A1 genlerinin mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize
edildi. Kontrol degeri 1 alind1. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degeri 1
alindi.

Bu grup genlerden sadece CR1 geni mRNA ekspresyon dizeyinde yuksek
doz PHC uygulamasi sonucunda 2,35 kat artis gézlendi.

3.2.2 Methyl 2-(2-((2-oxo-4-propyl-2H-chromen-7-yl)oxy)acetyl)
hydrazine-1-carbodithioate (MCHC) Bilesiginin SH-SY5Y Hicre
Hattinda Belirlenen Genlerin mRNA Ekspresyon Diizeylerine Olan
Etkisi

Sitotoksisite calismasiyla kullanilacak olan dozlar belirlendi ve hiicrelere
belirlenen dozda MCHC bilesigi uygulandi. 24 saat inkiibasyonun sonunda toplanan
hiicrelerden izole edilen RNA’lar ile belirlenen genlerin mRNA ekspresyon diizeyleri
calisildi. Yapilan tiim g¢aligmalarda sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol
degerleri 1 alind1 (Sekil 14-18).
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Sekil 14: Kumarin tiirevi MCHC bilesiginin SH-SY5Y hiicre hattinda PSENI,
PSEN2 ve APP genlerinin mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile
normalize edildi. Kontrol degeri 1 alindu.

Calisilan genlerde MCHC bilesigi uygulanmasi ile istatistiksel olarak anlamli
bir artis ya da azalis gériilmedi.

Lipid Metabolizmasi iligki]i Genler
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Sekil 15: Kumarin tiirevi MCHC bilesiginin SH-SY5Y hiicre hattinda ABCA7 ve
APOE geninin mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi.
Kontrol degeri 1 alinda.

SH-SY5Y hiicre hattinda MCHC bilesiginin ABCA7 ve APOE genlerinin
MRNA ekspresyon diizeylerinde gozlenen degisimler istatistiksel olarak anlamli

degildir.
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Sekil 16: Kumarin tiirevi MCHC bilesiginin SH-SYSY hiicre hattinda MMP9, CLU
ve SORL1 genlerinin mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar -aktin ile normalize
edildi. Kontrol degeri 1 alind1.

SH-SYSY hiicre hattinda MCHC bilesigi bu grup calisilan genlerin mRNA

ekspresyon diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisime neden olmadi.

Endositoz ve Sinaptik Fonksiyon Iliskili Genler
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Sekil 17: Kumarin tirevi MCHC bilesiginin SH-SYSY hiicre hattinda BINI,
PICALM ve CD2AP genlerinin mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile
normalize edildi. Kontrol degeri 1 alind.

SH-SYSY hiicre hattinda MCHC bilesiginin BIN1, PICALM ve CD2AP
genlerinin mRNA ekspresyon diizeylerinde meydana getirdigi degisimler istatistiksel

olarak anlamli bulunmada.
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Sekil 18: Kumarin tiirevi MCHC bilesiginin SH-SY5Y hiicre hattinda CR1, CD33 ve
MS4A1 genlerinin mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize
edildi. Kontrol degeri 1 alindu.

SH-SYSY hiicre hattinda MCHC bilesiginin CR1, CD33 ve MS4Al
genlerinin mMRNA cekspresyon diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisim

gorilmedi.

3.2.3 7-Ethoxy-4-propyl-2H-chromen-2-one Bilesiginin SH-SY5Y Hicre
Hattinda Belirlenen Genlerin mRNA Ekspresyon Diizeylerine Olan
Etkisi

Sitotoksisite ¢alismasiyla kullanilacak olan dozlar belirlendi ve hicrelere
belirlenen dozda 7-ethoxy-4-propyl-2H-chromen-2-one bilesigi uygulandi. 24 saat
inkiibasyonun sonunda toplanan hiicrelerden izole edilen RNA’lar ile belirlenen
genlerin mRNA ekspresyon diizeyleri ¢alisildi. Yapilan tiim ¢alismalarda sonuglar 8-

aktin ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alind1. (Sekil 19-23).
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Sekil 19: Kumarin tiirevi ECHO bilesiginin SH-SYS5Y hiicre hattinda PSENI,
PSEN2 ve APP genlerinin mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar p-aktin ile
normalize edildi. Kontrol degeri 1 alind.

SH-SYS5Y hiicre hattinda ECHO bilesiginin 3,28 uM dozunda geninin mRNA
ekspresyon diizeylerinde istatistiksel olarak PSEN1 geninde 7,6 kat anlamli azaliga
neden olurken, APP geninde 2,81 -kat anlamli azalis sagladigi gozlendi. PSEN2
geninde ise 3,28 M dozunda 3,68 kat artis ve 4,75 pM dozunda 21,53 kat anlamhi
artis goriildii.

Lipid Metabolizmasi Tliskili Genler
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Sekil 20: Kumarin tiirevi ECHO bilesiginin SH-SY5Y hiicre hattinda ABCA7 ve
APOE genlerinin mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize
edildi. Kontrol degeri 1 alind1
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SH-SYS5Y hiicre hattinda ECHO bilesiginin 3,28 uM dozunda geninin mRNA
ekspresyon duzeylerinde istatistiksel olarak ABCA geninde 4,72 kat anlamli azalisa
neden olurken, APOE geninde 6,13 -kat anlamli azalis gozlendi. Yiiksek doz ise
sadece ABCA7 geninde 3,08 kat azalis saptandi.

Apoptozve Kolesterol i]iskili Genler
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Sekil 21: Kumarin tiirevi ECHO bilesiginin SH-SY5Y hiicre hattinda ABCA7 v,
CLU ve SORLI1 genlerinin mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile
normalize edildi. Kontrol degeri 1 alindi

SH-SYS5Yhiicre hattinda ECHO  bilesiginin = 3,28 upuM  dozlarinin
uygulanmasinda mRNA ekspresyon dizeylerinde MMP9 geninde 17,25 kat ve CLU
geninde 6,33 kat anlamli azalisa rastlandi. 4,75 uM dozlarinin uygulanmasinda ise
MMP9 geninde 2,9 kat anlamli, CLU geninde 3,89 kat anlamli azalis goriiliirken
SORL1 geninde 4,9 kat anlaml1 artig gézlendi.
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Sekil 22: Kumarin tiirevi ECHO bilesiginin SH-SY5Y hiicre hattinda ABCA7, CLU
ve SORL1 genlerinin mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar -aktin ile normalize
edildi. Kontrol degeri 1 alind1.

SH-SY5Y hiicre hattinda ECHO bilesiginin 3,28 uM dozlarinin
uygulanmasinda BIN1 geninde 5,16 kat ile PICALM geninde 5,6 kat olarak anlaml
azalisa ve CD2AP geninde 2,56 kat mRNA ekspresyon diizeylerinde istatistiksel
olarak artisa saptandi. 4,75 pM dozlarinin uygulanmasinda ise CD2AP geninde
mRNA ekspresyon diizeylerinde istatistiksel olarak 75,93 kat anlamli artis gozlendi.
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Sekil 23: Kumarin tiirevi ECHO bilesiginin SH-SY5Y hiicre hattinda CR1 ve CD33
genlerinin mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi.
Kontrol degeri 1 alind1.

SH-SY5Y hiicre hattinda ECHO bilesiginin CD33 geninin mRNA ekspresyon
dizeylerinde 3,75 uM ve 4,70 uM dozlariin uygulanmasinda istatistiksel olarak
herhangi bir anlamli farka rastlanmazken; CR1 geninin mRNA ekspresyon

diizeyinde 4,75 uM dozunda ECHO uygulanmasi ile 8,34 kat anlaml1 artis goriildii.

3.1.4 Biberiye (Rosmarinus officinalis) Ekstraktinmin (BE) SH-SY5Y
Hiicre Hattinda Belirlenen Genlerin mRNA Ekspresyon Diizeylerine
Olan Etkisi

Sitotoksisite calismasiyla kullanilacak olan dozlar belirlendi ve hiicrelere
belirlenen dozda Rosmarinus officinalis ekstrakti uygulandi. 24 saat inkiibasyonun
sonunda toplanan hiicrelerden izole edilen RNA’lar ile belirlenen genlerin mRNA
ekspresyon diizeyleri caligildi. Yapilan tiim ¢alismalarda sonuglar B-aktin ile
normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alind1 (Sekil 24-28).
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Sekil 24: BE’nin SH-SYS5Y hiicre hattinda PSEN1, PSEN2 ve APP geninin mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degeri 1 alind. .

SH-SY5Y hiicre hattinda BE’nin 3,75 pM dozlarinin uygulanmasinda
PSEN1, PSEN2 ve APP genlerinin mRNA ekspresyon duzeylerinde istatistiksel
olarak herhangi bir anlamli farka rastlanmazken; 4,70 uM BE uygulanmasida PSENI1
geninde 5,31-kat anlamli PSEN2 geninde 4,46 kat anlamli ve APP geninde 4,87 kat
mRNA ekspresyon diizeylerinde istatistiksel olarak herhangi bir anlamli artis

saptandi.
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Sekil 25: BE’nin SH-SYSY hiicre hattinda ABCA7 ve APOE geninin mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degeri 1 alindu. .

SH-SYSY hiicre hattinda BE’nin 3,75 uM dozlarmin uygulanmasinda
ABCA7 geninde 2,05 kat ile APOE geninde 2,65 kat olarak anlamli mRNA
ekspresyon diizeylerinde istatistiksel olarak artisga saptandi. Ayrica 4,70 uM
dozlarmin uygulanmasinda ise ABCA7 geninde 4,26 kat ve APOE geninde 8,92 kat

MRNA ekspresyon diizeylerinde istatistiksel olarak anlaml1 artis gozlendi.
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Sekil 26: BE’nin SH-SYS5Y hiicre hattinda CLU geninin mRNA seviyesine olan
etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degeri 1 alindu.
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SH-SY5Y hiicre hattinda BE uygulamasinda 3,75 pM dozunda mRNA
ekspresyonu seviyeleri anlamli farkliliga rastlanmazken; 4,70 pM dozunda CLU

geninde 3,57 kat mRNA ekspresyonu seviyeleri anlamli artis bulundu.

Endositoz ve Sinaptik Fonksiyon ilig.kili Genler
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Sekil 27: BE’nin SH-SYSY hiicre hattinda BIN1, PICALM ve CD2AP geninin
mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar f-aktin ile normalize edildi. Kontrol degeri 1
alind.

SH-SY5Y hiicre hattinda BE uygulamasinda BIN1 ve CD2AP genlerinde
mRNA ekspresyon diizeylerinde 3,75 puM ve 4,70 uM dozlarinin uygulanmasinda
istatistiksel olarak herhangi bir anlamli1 fark saptanmazken; PICALM geninin mRNA
ekspresyon diizeyinde 3,75 uM dozunda 2,5 kat ile 4,70 uM dozunda 6,93 kat

anlaml artig goriildi.
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Sekil 28: BE’'nin SH-SYSY hiicre hattinda CR1 ve CD33 geninin mRNA seviyesine
olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degeri 1 alindu.

SH-SYS5Y hiicre hattinda BE uygulamasi CD33 geninin mRNA ekspresyon
diizeylerinde 3,75 pM dozunda 13,33 kat ve 4,70 uM dozlarinin uygulanmasinda
8,02 kat anlamli azalig saptanirken, CR1 geninin sadece 3,75 uM dozunda mRNA

ekspresyon diizeylerinde 2,17 kat azalis gozlendi.

Elde edilen sonuglar PHC bilesigi i¢in Tablo 5’de, MCHC bilesigi i¢in Tablo
6’da, ECHO bilesigi i¢in Tablo 7’de ve biberiye ekstrakti i¢cin Tablo 8 ‘de verilmistir.

Tablo 5: PHC bilesiginin uygulamasi sonucunda belirlenen genlerin mRNA

ekspresyon diizeylerinde meydana gelen degisimler. m; mRNA seviyesinde meydana

CD33
-13.33
-8.02

gelen artma, m mRNA seviyesinde meydana gelen azalma

Genler SH-SY5Y
ECos ECos
(0,8 uM) (1,05 uM)
PSEN1 1,5502 -3,0791
PSEN2 1,3996 -1,9185
APOE -0,40005 -3,6177
CLU 1,2037 -2,8979
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PICALM 1,1364 -2,6991
ABCA7 1,3264 -1,53075
MS4A1l 1,3449 2,35

CR1 1,40705 2,03
BIN1 1,09125 1,06
MMP9 1,482 1,268
APP 1,3684 -1,2226
CD33 1,7839 1,7112
CD2AP 1,8404 1,1975
SORL1 -1,2746 -1,0515

Tablo 5: MCHC bilesigi uygulamasi sonucunda belirlenen genlerin mRNA
ekspresyon diizeylerinde meydana gelen degisimler

Genler SH-SY5Y

ECo4 ECos
(0,45 pM) (0,75 uM )

PSEN1 1,25 -1,59
PSEN2 1,21 1,33
APOE 1,12 -1,29
CLU =17 1,35
PICALM -1,4 1,24
ABCA7 1,13 1,30
MS4A1 -1,42 1,56
CR1 1,3 1,33
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BIN1 -1,04 1,3
MMP9 -1,27 -1,34
APP 1,07 -1,22
CD33 1,02 1,09
CD2AP 1,79 1,21
SORL1 -1,18 1,36

Tablo 6: ECHO bilesiginin uygulamasi sonucunda belirlenen genlerin mRNA
ekspresyon diizeylerinde meydana gelen degisimler. m; mRNA seviyesinde meydana
gelen artma, m;mRNA seviyesinde meydana gelen azalma

Genler SH-SY5Y

ECos ECos
(3,28 uM) (4,75 uM)

PSEN1 -7,6 1,05
PSEN2 3,68 21,53
APOE -6,13 1,14
CLU -6,33 -3,89
PICALM -5,6 1,05
ABCAT7 -4,72 3,08
CR1 -1,44 8,34
BIN1 -5,16 -1,36
MMP9 -17,25 -2,9
APP -2,81 1,94
CD2AP 1,79 1,21
CD33 1,35 1,05
SORL1 1,22 1,36
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Tablo 7: BE uygulamasi sonucunda belirlenen genlerin mRNA ekspresyon
diizeylerinde meydana gelen degisimler. m; mMRNA seviyesinde meydana gelen
artma, m;mRNA seviyesinde meydana gelen azalma

Genler SH-SY5Y
(3,75 M) (4,70 pM)

PSEN1 1,68 5,31
PSEN2 -1,44 4,46
APOE 2,65 8,92
CLU 1,27 3,57
PICALM 2,55 6,93
ABCA7 2,05 4,26
CR1 -2,17 -1,94
BIN1 1,32 1,77
APP 1,34 4,87
CD33 -13,33 -8,02
CD2AP 1,57 1,03
SORL1 -1,62 -1,17
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4. TARTISMA

Demansin en yaygin sekli olan AH, hafiza kaybina neden olan sinaps kaybi,
norodejenerasyon ile iligskili AP plaklar, norofibrilerde birikintiler (diigiimler) ve
diger bilissel problemler ile karakterize karmasik karakterli bir hastaliktir. Hastaligin
patolojisini tanimlamak i¢in ¢esitli hipotezler ortaya atilmistir. AH patogenezinin
yaygin teorisi olan amiloit hipotezine gore, APP’nin proteolitik kesimi sonucunda
olusan AP peptit agregatlariyla olusan amiloit plaklarinin AH patolojisinin
merkezinde oldugunu savunulmaktadir (Mohandas ve dig. 2017). Amiloit, p-tabaka
yapisi bakiminda zengin, ¢éziinmez, yanlis katlanmig protein agregatlarindan olusur.
Amiloit yolak hipotezi, AP agregasyonunun artmasini ve AP klerensinin azalmasini
hastaligin temel nedeni olarak kabul ederken; tau hipotezi, ¢bzinmeyen plak ve
patojenik AP birikiminin taunun hiperfosforile olmasina yol acarak néron Sliimiine
sebep oldugunu esas alan tau patolojisini hastaligin temel nedeni olarak kabul
etmektedir (Hardy ve Higgins 1992). Kolinerjik hipotez ise hastaligin AChE ile
hidroliz olan asetilkolinin ACh eksikliginden kaynaklandigin ileri siirer (Dong ve
dig. 2009). AH tedavisi i¢in kullanilan farmakolojik ajanlarin birgogu kolinerjik
hipotez teorisini temel alarak gelistirilmistir. Bu hipoteze gore gelistirilip kullanilan
takrin, rivastigmin, donepezil ve galantamin bilesikleri kolinesterazlar1 inhibe etmek
suretiyle ACh konsantrasyonunu arttirarak etki gostermektedirler (Briggs ve dig.
2016). Kolinesteraz inhibitorlerinden farkli olan Memantin ise NMDA reseptorlerine
etki ederek glutamat aracili eksitotoksisiteyi inhibe eder (Danysz ve dig. 2000). Tiim
bu ilaglar fonksiyonel, bilissel ve AH'in davranissal belirtileri iizerinde semptomatik
etkiler gostermektedir. Ancak bu ilaglar son derece sinirlidir, hastaligin ilerlemesini
durduracak veya hastaligin iyilesmesini saglayacak etkinlige sahip degildirler. Bu
nedenle AH tedavisinde kullanilabilecek yeni ilaclarin kesfedilmesi ve etkilerinin

incelenmesi oldukga 6nemlidir.
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Son zamanlarda, ¢esitli hastaliklarin tedavisinde bitkisel kaynakli ilaglara olan ilgi
yaygin olarak artmaktadir. Bu tez calismasinda Gazi Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi
Dekani ve Farmakognozi Anabilim Dali. Ogretim Uyesi Prof. Dr. ilkay ERDOGAN
ORHAN’in laboratuvari ile olan ortak ¢alismamiz sonucunda yurtdisindan temin
edilen yeni kumarin tiirevi bilesiklerin anti-Alzheimer etkinlikleri insan néroblastom
hiicre hattt  (SH-SYS5Y) kullanilarak  belirlenmeye  ¢alisilmistir.  AH’in
arastirtlmasinda yaygin olarak kullanilan SH-SY5Y hiicreleri kendiliginden amiloit
prekiirsér protein iiretebilen, yaslanmis bireylerin beyninde bulunan ve AH gibi
norodejeneratif hastaliktan etkilenmis, tamamen farklilasmis hiicreleri bazi yonlerden
taklit ettigi bildirilmistir (Stockburger ve dig. 2014). Bu bilgiler dogrultusunda SH-
SYSY hiicre hattin1 kullanmay tercih ettik.

Tez kapsaminda yeni ve dogal bir bilesik olan 14-Propyl-8-Hydroxy
Coumarin (PHC), Methyl 2-(2-((2-oxo-4-propyl-2H-chromen-7-
yl)oxy)acetyl)hydrazine-1-carbodithioate (MCHC) , 7-ethoxy-4-propyl-2H-chromen-
2-one (ECHO) bilesikleri ve Rosmarinus officinalis ekstraktinin toksik olmayan en
giivenilir dozlarinin (~EC05-09), SH-SY5Y hdcreleri tzerindeki etkisi belirlendi ve
Alzheimer ile iliskili oldugu bilinen PSEN1, PSEN2, APOE, CLU, PICALM,
ABCA7, MS4A1, CR1, BIN1, MMP9, APP, CD33, CD2AP ve SORL1 genlerin
MRNA ekspresyon diizeyindeki degisimler incelendi. PHC, MCHC, ECHO
bilesikleri ve BE’nin sitotoksik etkilerini incelendiginde en fazla sitotoksik etkiyi

MHCH bilesigi gostermisken, en diisiik sitotoksik etkiyi ECHO bilesigi gostermistir.

Alzheimer hastalig1 ile baglantist kesin ve dolayli olmak iizere bir¢cok gen
iliskilendirilmistir. Hastalikla iligkisi kesin olan genlerden APP ve PSEN1’in hastalik
icin otozomal dominant bir etki gosterdigi ve AB-42 proteinin artisina dogrudan
etkileri oldugu bilinmektedir (Cai ve dig. 2015). APP ge¢ baglangich AH igin
(Rocchi ve dig. 2003), PSENTI ise erken baslangicli AH i¢in kesin nedenlerden biri
olarak kabul edilmektedir (Rocchi ve dig. 2003). Elde ettigimiz sonuglara gére APP
genini sadece ECHO bilesigi anlamli olarak azaltirken, PSEN1 genini ECHO ve
PHC bilesikleri anlamli olarak azaltmistir. Yukarida da belirttigimiz gibi SH-SY5Y
hiicreleri noral kokenli ndroblastoma hiicreleri olmalar1 sebebiyle belli bir miktar
amiloit iretebilmektedirler (Zhang ve dig., 2015; Rajadas ve dig., 2013). SH-SY5Y

hiicrelerin bir miktar AB olusturdugunu bildigimiz bu bilgiler 1s1851nda A iiretimi ile
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iligkili olan PSEN1, PSEN2 ve APP genlerinin mRNA ekspresyon seviyelerindeki
azalis Alzheimer hastaliginda seviyesi artan AP olusumunu baskilayabilecegini

diistindiirmiistiir.

Epidemiyolojik ¢aligmalarda APOE €4 tasiyicilarinin AH i¢in daha yiiksek
riske sahip oldugunu ve Apo-¢4 ‘lin hastaligin olusumundan ve gelisiminden sorumlu
oldugunu tayin eder. Ayrica Apo-e4, hastalifa sebebi olan tiim biyokimyasal
bozukluklar (Ap depozisyonu, nérofibriler yumaklarin olusumu, oksidatif stres, lipit
dengesinin bozulmast ve kolinerjik fonksiyon kaybi) ile iliskili tek molekiildiir
(Cedazo 2007). Bu sonuglar Apo-e4’iin toksik fonksiyonlarin kazanimi ve
norokoruyucu islevlerinin azalmasi ya da her iki mekanizmay1 beraber tetikleyerek
AH patogenezinde rol aldigina dikkat ¢ekmektedir. APOE’nin AB yigilma ve
birikimini diizenledigi alenen goriilmektedir (Bales 1997). APOE AH’a sahip
bireylerde norotik plaklarda bulunmaktadir ve APOE &4 aleline sahip Alzheimer
hastalarinda AP seviyeleri yiikselmektedir. PHC ve ECHO bilesikleri hiicrelere
uygulanmast sonucunda APOE geninde goriilen anlamli azaliglar néroblastama
hicresi olan SH-SYS5Y hiicre hattinin olusturdugu AP seviyesini azalttigini

distindiirdi.

ABCA7 geni proteini beyinde ve hipokampusta yogun bir sekilde eksprese
edilir. APOE'ye benzer sekilde ABCA7 geni AP tiretimi ve plak olusumunda kritik
bir rol oynar (Sakae ve dig. 2016). Yukarida da bahsedildigi gibi APOE geni AH
patogenezinde rol alir ve AP birikimine neden oldugunu sdyleyebiliriz. APOE ile
iligkisi bilinen ABCA7 geniyle ilgili olarak ECHO bilesiginin diisiik dozdaki azaligin

nedeni oldugunu diistinebiliriz.

Clusterinin (CLU) Alzheimer’daki islevi kesin olarak bilinmemesine ragmen,
AH ile iligkisine dair kanitlar vardir. Clusterin mRNA ve protein miktarmi AH’da
arttigr gosterilmistir (Kyriazis ve dig. 2008). Clusterin amiloit plaklarin bir
komponenti oldugu bilinmektedir (Calero ve dig. 2000). PHC ve ECHO bilesikleri
uygulamasi sonucunda CLU geninde goriilen anlamli azaliglar AH’dan sorumlu

amiloid artisinin azaldigini gosterdigini diistindiirmiistir.
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AH'da frontal kortekste yiikselmis PICALM ekspresyonu i¢in agiklama kesin
degildir. Bir ihtimal, bunun yiiksek AP seviyelerine bir cevap olusturmasidir. Durum
boyleyse, temporal kortekste ekspresyonun artmasi da beklenir. Tau'nun
hiperfosforilasyonu ile ilgili diger bolgeye 6zgii veya biyokimyasal degisikliklerin
amiloid proteinin PICALM ekspresyonu lizerindeki etkisini modiile edebilecegini
diistiniilmektedir. Bagka bir segenek olarak, PICALM ekspresyonundaki herhangi bir
degisikligin zamanlamasi ve dagilimi, hastaligin yayilma evreleriyle alakali olabilir
(Tebar ve dig. 1999). SH-SY5Y hiicrelerine PHC ve ECHO bilesigi uygulandiktan
sonra PICALM geninin ifadesinde anlamli bir azalis goriildi. Bu durumda A
tizerinde belli bir etkisi oldugu goriildi bununla birlikte ifade seviyeleri
incelendiginde PHC bilesiginde yiiksek dozda ECHO bilesiginin ise diisiik dozda
etkili oldugu goriildii.

Insanlarda MS4A1 ile iliskili diger baz1 genler immiin sistem ve iltihap ile
iligkilidir ancak bu genlerin Alzheimer hastaliginin patogenezindeki fonksiyonel
etkisi kesin olarak bilinmemektedir. MS4A ailesinin kalsiyum homeostazini
diizenlemek icin islevi gordiigli ve hiicre i¢i kalsiyumun, AP birikimi, tau
hiperfosforilasyonu ve ndronal 6liim ile iligkili olabilecegi bilinmektedir. MS4A
ailesi ayrica noroinflamasyonu modiile ederek AH’in ilerlemesini etkiler. MS4A1
(CD20) esas olarak B lenfositleri tarafindan eksprese edilir. B lenfosit antijen
reseptoriinii aktive eder ve sonra kalsiyum akisini diizenler ve immiinolojik
hastaliklarla iligkilidir (Cruse ve dig.). MS4A1 geninde PHC bilesigindeki anlaml
artisin  hiicrelerde immiin cevap olusturarak amiloid birikimi ve kalsiyum

homeostezini diizenlendigini diislinebiliriz.

CR1 varlig1 fagositik hiicreler iizerinde, kompleman yanitin1 aktive eden
partikiillerin yutulmasini saglar. Baz1 c¢alismalarda CR1'deki genetik varyansin
bagisiklik tepkisiyle AP temizleme oranini degistirebildigi goriilmiistiir (Lue ve dig.
1996). AP'nin yetersiz temizlenmesi ve CR1 genetik varyasyonuyla artan kronik
inflamasyon, Alzheimer hastaliginin patogenezini etkiler gibi goriinmektedir, son
zamanlarda yapilan bir calisma, bozulmus fonksiyona sahip CR1 formlarinin, AP
olusumunun azalmasiyla AH riskinin artmasi ile iligkili oldugunu diisiindiirmektedir
(Mahmoudi ve dig. 2015). CR1 genindeki PHC ve ECHO bilesigindeki anlamli artis

ndroblastma htcrelerinde amiloit proteini temizlemedeki rolunin etkili olabilir.
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Immiin cevapta rol alan AH iliskili olan CR1 ve MS4A1 genlerinin artis gdstermesi

bilesiklerin etkisiyle immiin yanit olusturdugunu diistiniildi.

Matriks metalloproteinaz (MMP) hiicreleri inflamatuvar fagositler tarafindan
salinmaktadir. MMP’lar doku yeniden yapilanmasi, yara iyilesmesi, morfogenezi ve
normal gelisimsel siire¢ gibi fizyolojik durumlarda énemli rol oynadiklar: gibi timdr
hiicresi invazyonu, metastaz ve anjiyogenezis gibi patolojik siireglerde de yer alirlar
(Wisemanve dig. 2003). MMP-9 ekspresyonunu ya da aktivitesini azaltmay1
tasarlayan terapiler, otoimmiin hastaliklarda terapotik segenekler olarak hizmet
edebilir (Shapiro ve dig. 2002). Ozellikle otoimmiin hastaliklarda MMP9 geninde
artis gostermesine karst ECHO bilesigindeki diisiik dozdaki anlamli azalisin olmasi

ters olumlu etki ettigini hem de toksik etkisinin az oldugunu diislindiirdii.

SORL1 genindeki genetik varyasyonun, cogaltilmis genetik c¢alismalar
yoluyla AH ile iliskili oldugu tespit edilmistir. Bir tip | transmembran proteini olarak
SORLI, birkag cesitli alandan olusur ve hem diisiik yogunluklu lipoprotein reseptorii
ailesine hem de vakuolar protein siniflandirma 10 (VPS10) alan reseptor ailesine
aittir. Ortaya ¢ikan veriler, SORLI1'in, APP trafiginin ve islenmesinin merkezi
diizenleyicisi olarak ortaya ¢ikmasi, AP yikimina dahil olma, tau proteini ile
etkilesim dahil olmak {izere ¢esitli yollarla AH'ye katkida bulundugunu
gostermektedir. SORL1, trans-Golgi ag1 ve erken endozomlar arasinda APP'nin
anterograd ve retrograd hareketi i¢in farkli sitosolik adaptor setleriyle etkilesime
girer ve boylece Onciilin amiloidojenik pargalanmay1 destekleyen endositik
bolmelere verilmesini kisitlar (Rui-Hua Yin ve dig. 2015). SORLI ve etkilesimli
adaptorlerindeki kusurlar, tasima kusurlarina ve APP'min amiloidojenik islemesinin
artmasina sebep olur ve hastalarda AH i¢in 6nemli risk faktorlerini gosterir (Thomas
ve Olay 2013). Bizim ¢aligmamizda SORL1 geninde anlamli artma veya azalma
goriilmemistir. Ancak SORL geninin islevi ile bilgilere bakildiginda APP geniyle
iliskisi ECHO bilesiginde APP geninde azalis gostererek Amiloid birikimin azaldig:

diisiintildiiglinde anlamli artis veya azalis gostermemesi olabilir.

BIN1 geni diger cesitli proteinler ile etkilesime giren viicut dokularinda
bulunan bir protein yapmak icin bir dizi talimatlar icerir. BIN1 proteininin,

materyallerin hiicre ylizeyinden hiicreye tasinmasinda (endositoz) rol oynadigi
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diistiniilmektedir. BIN1 proteini, bir tiimor baskilayici protein gorevi gorebilir, bu da
hiicrelerin ¢ok hizli veya kontrolsiiz bir sekilde biiyiimesini ve bollinmesini
engelledigi anlamina gelir (B6hmcee dig. 2014). Bu baglamda bilesiklerde anlaml1 bir

sonu¢ bulunamamuistir.

CD33 protein seviyeleri ve CD33-pozitif mikroglia sayisi, yasa uygun
kontrollere gore AH'l  beyinlerde artar. Tersine, AHna kars1  koruma
saglayan CD33 SNP  rs3865444'in minor  allelinin, hem  CD33  mikroglial
ekspresyonunda hem de AH'l1 beyinde ¢oziinmeyen AB-42 seviyelerinde azalmaya
yol agtg1 gosteriyor. Ayrica, CD33-imminoreaktif mikroglia sayilari, AD
vakalarinda ¢oziinmeyen AB-42 seviyeleri ve amiloit plak yik ile pozitif korelasyon
gosterir. (Mandrekar ve dig. 2009) Yaptigimiz ¢alismada uygulanan bilesiklerde

CD33 geninde anlamli artig veya azalis goriilmemistir.

CD2AP ve diger bazi AH risk genlerinin (BIN1 ve PICALM) de otofaji
yolagina katildig1 tahmin edilmektedir. CD2AP podositlerinde, otofaji
sinyallemesinde yer alan 6nemli proteinlerden biri up regile edildi, bu da otofaji
sinyallemesini etkileyerek CD2AP kaynakli glomeriler bazal membranin dis yiiziinii
kaplayan oldukga 6zellesmis hiicreler olan podosit hasarinin olmadigini gosteriyordu
(Li ve dig. 2015). Ayrica CD2AP icermeyen podositlerde tam uzunluktaki kaspaz-
1'in asag1 diizenlendigi gozlendi. Bununla birlikte, otofaji sinyallemede CD2AP'nin
spesifik islevi hala belirsizdir ve daha fazla ele alinmasi1 gerekiyor (Kuusela ve dig.
2016). Yaptigimiz deneyler sonucunda bilesiklerde anlam ifade eden degerler

bulunamamastir.

Izole edilmis baz1 bilesiklerin biberiyenin ham ekstresinin, AH'nin
skopolamin ile indiiklenen demans modeli kullanilarak in vivo test edildiginde hafiza
bozuklugunu 1iyilestirdigi gosterilmistir. Rosmarinus officinalis kalttrleri ve
bunlarin lipopolisakkarit ile aktive edilen mikroglia Gzerindeki anti-inflamatuar
etkileri goriilmiistir (Farmasotik Biyoloji 2006). Biberiye diterpenlerinin  hem
mikroglial hiicrelerde hem de diger inflamatuvar modellerde gugli anti-enflamatuvar
aktivitesi bu nedenle AH ile micadelede potansiyellerini gostermektedir (Forestive
dig. 2013). AHmin bir¢cok patolojik siireci iceren karmagsik bir hastalik oldugu

diisiiniildiiglinde, biberiye diterpenleriyle gosterilenler gibi ¢ok islevli ilaglarla tedavi
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uygulanabilir bir terapdtik yaklasim olusturur. AH'deki noérodejenerasyon siireci,
Parkinson hastalig1 gibi diger hastaliklarla pek ¢cok benzerlige sahiptir (Cuajungco ve
dig. 2000, Tougu ve dig. 2011). Bu bilgiler bakildiginda biberiye bitkisinden elde
edilen bilesiklerin genel olarak farkli terapotik profile sahip olabilir. Yapilan
¢alismamizda Rosmarinus officinalis ekstrakti ilgili ise elde edilen veriler anti-
Alzheimer etkisine ters verilere sahiptir. Ozellikle AH ile iliskisi olan PSEN1,
PSEN2 ve APP genlerindeki ECos olan yiiksek dozda artis bunun sonucu
oldugunu diistindiirdii. MCHC bilesigiyle yapilan caligmada genlerde anlaml
pozitif veya negatif ifade farkliligi goriillmemistir. Bu baglamda MCHC bilesiginin
anti-Alzheimer etkisi olmayabilir veya daha fazla arastirma yapilarak deneylerin
tekrarlanmasi gerekebilir. Genel olarak PHC ve ECHO bilesiginin anti-Alzheimer
etkilerinin oldugunu soyleyebiliriz. Elde edilen sonuglar yeni izole edilen PHC ve
ECHO bilesiklerinin anti-Alzheimer etkisine destekler niteliktedir. ECHO bilesigi
daha diisiik dozda sitotoksik etkiye sahip olmasindan dolayr daha etkili oldugunu
sOyleyebiliriz. Ayrica ECHO bilesigi yiiksek dozda ters etki ettigini sdylemek
mumkindir. MCHC bilesigiyle yapilan c¢alismada genlerde anlamli pozitif veya
negatif ifade farkliligi gorilmemistir. Bu baglamda MCHC bilesiginin anti-
Alzheimer etkisi olmayabilir veya daha fazla arastirma yapilarak deneylerin

tekrarlanmasi gerekebilir.

Genel olarak PHC ve ECHO bilesiginin anti-Alzheimer etkilerinin oldugunu
sOyleyebiliriz. Elde edilen sonuglar yeni izole edilen PHC ve ECHO bilesiklerinin
anti-Alzheimer etkisine destekler niteliktedir. ECHO bilesigi daha diisik dozda
sitotoksik etkiye sahip olmasindan dolay1 daha etkili oldugunu soyleyebiliriz. Ayrica

ECHO bilesigi yiiksek dozda ters etki ettigini soylemek miimkiindiir.
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5. SONUC

Sonu¢ olarak, bu c¢alismada Alzheimer hastaliginin arastirmalart igin
uygunlugu ¢esitli ¢aligmalarla gosterilmis, insan noroblastoma (SH-SY5Y) hiicre
hatt1 kullanilarak, Alzheimer hastaligi tedavisi i¢in kumarin tirevi PHC, MCHC,
ECHO bilesiklerinin ve Rosmarinus officinalis ekstraktin AH-iliskili genlerin mRNA
diizeyinde degisimlerine bakild1.

SHSY-5Y hiicre hatt1 ilizerindeki genler PHC ve ECHO bilesiginin
uygulanmast sonucunda gordiiglimiiz anlamli degisimlerden dolay1 AH’nin
tedavisine katki saglayabilecegi diisiiniilmektedir. Bulgular sonucunda PHC ve
ECHO bilesigi ¢cok hedefli giiglii bir anti-Alzheimer etkiye sahip bilesikler olabilme
diisiincesi ilerleyen siireclerde farkli deneylerle desteklenerek daha kesin sonuglar

elde edilebilecegini bilgisini vermektedir.

MCHC ilgili ¢alismalarin tekrarlanmasi etkilerin daha net ve dogru olarak
tanimlanmasina yardimei olacaktir. Rosmarinus officinalis ekstraktiyla ilgili ise elde
edilen veriler anti- Alzheimer ile ters etkiye sahiptir diye diistiniilebilir. Elde edilen
tiim bu verilerin 15181nda literatiirde yer almayan yeni kumarin tiirevi bilesiklerin
anti- Alzheimer etki mekanizmalari aydinlatilarak c¢alismalarin  daha da
detaylandirilmasiyla Alzheimer hastaliginda iyilestirici farmakolojik caligmalar
acisindan ileri ¢aligmalarin Onii agilmistir. Yapilan ¢alismamizin sonucuna ek olarak
AB-40 protein ile noroblastoma hcreleri indiiklenebilir. Daha ileriki stireclerde ise
hayvan deneylerinde gerekli calismalarin yapilmasiyla desteklenerek bilesiklerin

caligma mekanizmasinin daha iyi anlasilabilir.
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7. EKLER

PSEN1 (Presenilin 1) Geni

Presenilin 1 geni 14924.3 lokalizasyonunda yer almakta ve 12 ekzondan
olugmaktadir. Evrimsel agidan bakildiginda; bitkiler, omurgali ve omurgasizlarda
yuksek derece dizi benzerligi gosteren presenilin homologu olgusu bilinmektedir.
Fizyolojik kosullarda, PSEN1 proteinlerinin biiyiik ¢ogunlugu sitoplazmik kisimda
yer alan biylk hidrofilikloop icerisinde N-terminal fragmani (NTF) ve C-terminal
fragmani (CTF) olusturacak sekilde endoproteolizise ugrar. APP’den 8 ve y-sekretaz
enzimleri ile AP iretilmektedir; oncelikle APP ektodomaini ayrilmakta ve sonra da
proteolizle AP ve sitozolik APP intraseliiler domain (AICD) olugmaktadir. Sitozolik
APP intraseliiler domain, sitozole birakilirken AP hiicre disina salinmaktadir

(Michael ve Wolfe 2013).

AH’de goriilen AP birikimi sadece bozulmus APP {iiretiminde degil, APP’nin
bozulmus yikimi ile de ortaya g¢ikabilmektedir. Giiniimiize kadar, PSEN1 geninde
tanimlanmis ve patojen oldugu bilinen 219 mutasyon bulunmaktadir (Giri ve dig.
2016). PSEN1 mutasyonlarinda y-sekretazproteoliziyle daha uzun ve agregasyona
yatkin peptidler olusmaktadir. PSEN1 mutasyonlarinin ¢ok biiyiik cogunlugu yanls
anlamli mutasyonlar olsa da insersiyon ve delesyonlar da goriilmiistiir. PSEN1
mutasyonlar1 yalmizca baslangi¢ yasi, norolojik ve psikolojik belirtiler gibi klinik
ozelliklerde heterojenite gostermezler, norofibriler yumak olusumu, noritik plak
kompozisyonunda degisim gibi nodropatolojik bulgularda da farkliliklar vardir

(Cacace ve dig, 2016).

PSEN2 (Presenilin 2) Geni

Presenilin 2 geni, 1995°te PSEN1 geninin hemen arkasindan bulunmustur. 12
ekzonu olan bu gen 1g42.13 lokalizasyonunda bulunmaktadir (Sekil 12). PSENI
geni ile yliksek homoloji gostermekte ve y-sekretaz kompleksinde yer almaktadir;
ancak amiloit B tiretiminde daha az etkili olmaktadir (Bekris ve dig. 2010). PSEN1
geni ile homolojisi %60 iken transmembran domaindeki benzerlik %90 kadardir.

PSEN1 geninden farkli olarak daha ¢ok kas ve pankreasta eksprese olmaktadir.
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Gilinltimiize kadar tanimlanmig ve patojen oldugu bilinen 16 mutasyon bulunmaktadir.
Penetransi hasta sayisinin azlig1 nedeniyle tahmin edebilmek zordur (Cacace ve dig.

2016).
APOE (Apolipoprotein E) Geni

Apolipoprotein E, neredeyse tiim lipoproteinlerin yapisinda bulunmaktadir.
APOE geni, 19q13.2 lokalizasyonunda bulunan ve dort ekzondan olusan bir gendir.
Apolipoprotein E proteini beyinde kolesterol transportunda major rol oynamaktadir
ve ayrica inflamasyon kontrolii, sinaptik fonksiyonlar ve APP ve amiloid P
metabolizmasinda da rol oynamaktadir. Diyetteki degisimlere bagl olarak,
insanlarda APOE genine ait U¢ tane APOE e3 formu, e2 formu e4 fromu
polimorfizm bulunmaktadir. (Bekris ve dig 2010). Her ne kadar APOE e4 alleli gec
baslangicli Alzheimer hastali1 acisindan 6nemli bir risk faktorii olsa da tek basina
hastaliga sebep olmaya yeterli degildir. Heterozigot e4 tasiyan bireylerde risk 3-4 kat
artmaktayken homozigot €4 bireylerde 15 kat kadar artmaktadir; ancak bu risk artis
aile Oykiisii, yas ve cinsiyet gibi nedenlere bagl degiskenlik gosterebilmektedir (Van
ve dig. 2016). APOE e4 alleli ayrica hastaligin baslangi¢ yasini da diistirmektedir ve
APOE e4 allelinin yoklugu, bireyin Alzheimer hastasi olmayacadi anlamina
gelmemektedir (Caselli ve dig 2017). Apo-E, beyin tarafindan sentezlenen ana
lipoproteindir ve beyin omurilik sivisi (BOS)’da bulunan lipoproteinlerin bir
bilesenidir. AH i¢in bilinen en Onemli risk faktorlerinden biri APOE’nin e4

izoformunun var olmasidir (Liu ve dig.2016).

Epidemiyolojik ¢aligmalar APOE €4 tasiyicilarinin AH i¢in daha yiiksek bir
riske sahip oldugunu ve Apo-E4’lin hastaligin olusumundan ve gelisiminden sorumlu
oldugunu gostermektedir. Ayrica Apo-E4, hastaliga neden olan biitiin biyokimyasal
bozukluklar (amiloit beta depozisyonu, norofibriler yumaklarin olusumu, oksidatif
stres, lipit dengesinin bozulmasi, sinaptik elastikiyet kayb1 ve kolinerjik fonksiyon
kayb1) ile iligkili tek molekiildiir. Bu veriler Apo-E4’iin toksik fonksiyonlarin
kazanimi ve noro koruyucu fonksiyonlarin azalmasi ya da her iki mekanizmayi

birlikte tetikleyerek AH patogenezinde rol aldigina dikkat ¢eker.

74



SORL1 (Sortilin-Related Reseptor 1) Geni

11. kromozomun q kolunda lokalizedir ve 6zellikle MSS’de eksprese olarak,
noral APOE reseptor gorevi gormektedir. APOE &4 allelinin Alzheimer hastalig1 igin
risk faktorii olmasi nedeniyle SORLI1 geni eksikliginin de hastalifa katkida
bulunabilecegi ilk kez 2007’de dngoriilmiistiir. Geg baglangicli Alzheimer hastaligi
riski a¢isindan yapilan ¢aligmalarda da AH ile anlamli iligskisi olan SNP’ler
saptanmistir.  SORL1  geni  ayrica, APP’ninintraseliiller  transportu  ve
metabolizmasinda rol oynamaktadir. Yapilan c¢alismalarda SORL1 geninin
varyantlarinin hipokampalatrofiye yol agarak Alzheimer hastalig1 patogenezinde rolii
olabilecegi gosterilmistir. Giincel verilere gore SORLI yoklugunda amiloit

ekspresyonunun arttig1 tahmin edilmektedir (Rogaeva ve dig. 2007).

ABCA7 (ATP bindingcassettesubfamily A member7 ) Geni

ABCA7 geni de yine GWAS c¢alismalaniyla tanimlanmis ve ATP-
bindingcassette gen ailesine ait olan, 0Ozellikle de hipokampiste ve mikroglia
hlcrelerinde eksprese olan bir gendir. 19. kromozomun p kolunda yer almakta ve

birgok degisik molekiiliin hiicre i¢ine veya disina transportunda rol almaktadir.

Lipit transportunda da rol alan ABCA7 geni ayrica fagositoz regiilasyonu ile
APB’nin makrofajlar tarafindan temizlenmesinde de rol oynamaktadir. Yapilan
calismalarda 6zellikle beyaz itk ve Afro-Amerikanlar’da risk faktorii olabilecegi s6z
edilmistir. ABCA7 rs3764650 polimorfizmi, AH i¢in risk artisi ile iligkilendirilirken
GG genotipi olmasi koruyucu faktor olarak nitelendirilmektedir (Liao ve dig. 2014).

CLU (Clusterin) Geni

Clusterin geni 8. kromozom iizerinde yer alir ve apolipoprotein J olarak da
bilinmektedir. Hicre 6limi, timor progresyonu ve norodejenerasyonda seliilerdebris

klirensinde ana gorevleri oldugu tahmin edilmektedir. CLU geni 2 farkli GWAS
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calismasinda onemli bir risk faktorii olarak tanimlanmig ve lipit transportu, apoptoz
ve membran yapisinin korunmasi gibi Oonemli gorevlerde rol alan bir gendir.
Alzheimer hastalarinda frontal korteks, hipokampiis ve BOS’ta CLU seviyesi artmig
olarak tespit edilmektedir. APOE genine benzeri olarak CLU geni de amiloid B
plaklarinda bulunmaktadir. CLU amiloid [ birikimini baskilamaktadir ve
inflamasyon ve oksidatif strese bagli olarak apoptozu onlemektedir. Bu bulgularla
CLU geninin Alzheimer hastaliginin patogenezinde Oonemli gorevi oldugu ve

biyobelirte¢ olarak da kullanilabilecegi diistiniilmektedir (Giri ve dig. 2016).

APP (Amiloit Prekursor Protein) Geni

Erken gelisen Alzheimer hastaligi i¢in etkili kabul goren ilk gen APP’dir. Bu
gen kromozom 21q21.2°de bir gen bdlgesi tarafindan sentezlenmektedir. APP’den 3
amiloidpeptit olugmaktadir. APP’nin aminoasit diziliminde valin yerine izolosin,
fenilalanin veya glisin degisimesinin olmasi mutasyona neden olur. Bu ise amiloit
depolanmasinda rol oynar. Sonucta bu erken yasta AH’nin goriilmesine neden
olmaktadir (Mahley ve dig. 1995). APP tim hiicrelerde 2 6nemli yolla kademli
olarak metabolize edilir. Hiicrelerde en ¢ok goriilen yolak a sekretazin kestigi ve AP
peptidin olusturdugu yolaktir. Bu kesim islemini bazen farkli enzimler yapar.
Genellikle B sekretaz ve o sekretaz 40 ve 42 aminoasitlik AP izoformlarinin

olusumuna sebep olurlar (Hernandez ve dig. 2007).

MMP9 (Matriks metalloproteinaz) Geni

Proteinlerin embriyonik gelisme ve doku yenilenmesi gibi birgok yasamsal
olarak  faaliyetlerin = yaninda  metastaz = gibi  hastalik  siireglerinde
ekstraselliilermatriksin pargalanmasi ile bir¢ogu aktif proproteindurumana gelerek
katkida bulunan proteinaz ailesini olusturmaktadir. MMP9 geni kan ve trombin
tarafindan tetiklenen, kilcal gegirgenligi arttiran, KBB’in yapisin1 bozan, endotelyal
hlicre yapisin1 bozarak noérotoksik olarak davranarak édem ve norolojik arasindaki

korelasyonlari etkileyen bir proteazdir (Sarfo ve dig. 2016).
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CD33 (Cluster of Differentiation 33) Geni

CD33, 67 kDa'lik tip I transmembranglikoproteinidir. Sialik asit baglanan Ig
benzeri lectin (SIGLEC) ailesinin Uyesi olan CD33 geni 19913.33 lokasyonunda
bulunmaktadir. Transmembran reseptor kodlamaktadir. CD33 geni 18,797 baz
ciftinden (bg¢)’den ve yedi ekzondan olusmaktadir (Jiang ve dig. 2014). CD33
proteini, sialik asidin  taninmasindan  mesul hiicre dist  N-terminal
Vsetimmiinoglobulin domaininden ve C2 tipi immiinglobulin tekrarlarindan olusur.
CD33, karbohidrat-baglayici protein olan ve hiicresel aktiviteyi inhibe eden lektin
gibi igler goriir. Insan CD33 proteinini 2 korunmus sitoplazmiktirozin temelli
motifleri vardir: Membran-proksimalimmiino reseptdr tirosin bazli inhibisyon motifi
(ITIM) ve distalmembran ITIM benzeri motif. ITIM ve ITIM-benzeri motifler
inhibitor sinyal transdiiksiyonunda gorevlidir (Jiang ve dig. 2014). CD33 clatrin
bagimsiz endositoz aracili ile immiin hiicre-hiicre etkilesimleri tetikler (Tateno ve
dig. 2007). CD33 Hiicre-hiicre etkilesimlerini tetikledigi gibi immiin hiicrelerin

normal fonksiyonlarini inhibe eder (Jiang ve dig. 2014).

PICALM (Klatrin diizenegi baglayici protein Fosfatidilinositol) Geni

AB'nin damar duvarlar1 boyunca ve kan dolasimina transfer edilmesi, AB'nin
beyinden iraklastirilmasinin temel yoludur ve picalm, bu zamanda katilmak i¢in ideal
olarak endotel hiicrelerinin igine yerlestirilir. PICALM ekspresyonunun Ap
seviyelerinden etkilenip etkilenmedigini ve AP alim1 ve endotel hiicreleri tarafindan
tasinmasini etki edip etmedigini belirlemek i¢in daha fazla arastirmaya ihtiya¢ vardir

(Wei ve dig., 2020).

CR1 (Komplement Reseptor) Geni

Polimorfoniikleer hiicreler ve monositler tzerinde CR1 molekilleri, 6zellikle

klatrin kapli cukurlarda bulunan cesitli bagisiklik kompleksleri ve partikiilleri
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taninabilir (Fear ve dig., 1981). Komplement reseptor 1 geni, 1932 lokusundaki
Kromozom 1 iizerinde yer alir. C-gama reseptorleri ve CR1, imminoglobulinler ve
komplement proteinler tarafindan opsonize edilmis partikiillerin alimini desteklemek
igin sinerjizm olarak c¢alisir. Pargaciklar, lizozomlarda dahil ve yok edilir

(Ehlenberger ve Nussenzweig 1977).

CRI1 i¢in ¢esitli gen polimorfizmleri incelenmistir. Gen varyansi, biiyilik
molekiiler agirlik degistiren ekleme/silme polimorfizmlerinden, hiicre yiizeyindeki
CR1 molekiillerinin ~ yogunlugunu etkileyen minimal protein degistiren

intronikyadaeksonik bir nikleotid polimorfizmlerine kadar degisebilir.

Otoimmiin bozukluklar, bir¢ok faktor ile iliskilendirilmistir. Otoimmiin doku
hasarinda olan patojenik mekanizmalar ile ilgili onemli c¢aligmalar yapilmistir.
Mekanizmalardan bir tanesi CR1'i otoimmiin bozukluklarin etiyopatogenezi ile
bagdastirilir. Kemik iligi stromal hiicreleri lizerindeki CR1 molekiiliine tanitildiginda
C4b'nin  kendi antijenlerine baglanmasinin, otoreaktif B hiicrelerinin up

regiilasyonuna yani B hiicresi toleransinin korunmasina yol actigi ileri siirilmiistir.

Etkileyici ucta CR1, vaskilatirde, glomerullerde ve sinovyumda birikim
tizerine kompleman aktivasyonu ve Fc aracili flojistogenez yoluyla doku hasarina yol
acabilen immiin kompleksleri temizleyerek konak dokuyu korumaya imkan saglar.
Bir de CR1'in tamamlayic1 diizenleyici fonksiyonlar1 ve otoimmiin konak¢i doku

yikiminin iyilestirilmesinde 6nemli bir role sahip olabilir (Prodeus ve dig., 1998).

BIN1 (Kopriilemeintegratorii ) Geni

BIN1 geni diger farkli proteinler ile etkilesime giren viicut dokularinda
bulunan protein yapmak icin talimatlar igerir. BIN1 proteininin, materyallerin hicre
ylizeyinden hiicre i¢ine taginmasinda (endositoz) ve hiicrelerin kendi kendine yok
etmesinde (apoptoz) rol oynadigi diisiiniilmektedir. BINI1 proteini, bir timor
baskilayici protein gorevi gorebilir, bu da hiicrelerin ¢ok hizli ya da kontrolsiiz bir

sekilde biiylimesini ve boliinmesini 6nledigi anlamina gelir.
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BIN1 proteininin birka¢ farkli izoformlar1 BIN1 geninden iiretilir. Bu
izoformlar boyuta gore degisir ve ¢esitli dokularda aktiftir. Kas hiicrelerinde ifade
edilen BIN1 proteini izoformunun, enine tiibliller veya T tiibiiller gibi yapilarin
olusumunda rol oynadig1 diistiniilmektedir. Bu yapilar, kas kasilmasi ve gevsemede

rol oynadiklar1 kas hiicrelerinin zarinda bulunur (Béhm ve dig.,).

MS4A1 (B-lenfosit antijeni CD20) Geni

Insanlarda CD20, MS4A1 geni tarafindan kodlanir. Bu gen, zar1 kapsayan 4A
gen ailesinde bir iiyesini kodlar. Bu yeni olugsmus olan protein ailesinin iiyeleri, ortak
yapisal ozellikler ve benzeri intron -ekson ekleme simirlariyla karakterize edilir ve
hematopoietik hiicreler ve lenfoid olmayan dokular arasinda benzeri olmayan
ekspresyon modelleri sergiler. Bu gen, B hiicrelerinin gelismesinde ve plazma
hiicrelerine farklilagmasinda rol oynayan bir B lenfosit ylizey molekiilii kodlar. Bu
aile Uyesi, bir grup aile iiyesi arasinda 11q12'de yerellestirilmistir. Bu genin alternatif
olarak birlestirilmesi, ayni proteini kodlayan iki transkript varyantiyla sonuglanir. B
hicreli lenfomalarda, tiyli hicreli 16semide, B hiicreli kronik lenfositik I16semide ve

melanom kanseri kok hiicrelerinde bulunur (Fang ve dig.)

Immiinohistokimya, histolojik doku kesitlerinde hiicrelerde CD20'nin
varligint belirlemek ic¢in kullanilabilir. CD20, ¢ogu B hiicreli neoplazmin
hiicrelerinde mevcut kaldigindan, bagka tiirlii benzeri goriinen T hcreli
neoplazilerde bulunmadigindan ve B hiicreli lenfomalar ve 16semiler gibi durumlarin
teshis edilmesinde ¢ok yararli olabilir. Bununla beraber, bu tiir timoérlerde CD20'nin
varlig1 veya yoklugu, hastaligin seyrinde her iki durumda da hemen hemen ayni
olmakla birlikte prognozla ilgili degildir. CD20 pozitif hiicreler bazen miyelom,
Hodgkins hastalig1 ve timoma vakalarinda da bulunur (Cooper ve Anthony 2003).

CD2AP (CD2-iliskili protein a) Geni

Bu gen, aktin hiicre iskeletini diizenleyen yap1 iskelesi molekuliini kodlar.

Protein, cok sayida aktin baglanma bolgesi, SH3 alanlari ve SH3 alanlar1 i¢in
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baglanma bolgeleri igeren prolince zengin bir bolge yardimiyla ipliksi aktin ve ¢esitli
hiicre membran proteinleri ile dogrudan etkilesime girmektedir. Sitoplazmik protein,
zar kivrimlarina, lipit sallarina ve hiicrelerin 6n kenarlarina yerlesir. Reseptor
endositozu ve sitokinez sirasinda olusan dinamik aktin yeniden modellemesi ve
membran trafiginde rol oynar. CD2AP geninin haplo yetmezligi, glomeriiler

hastaliga yatkinlikla iligkilendirilir (Kirsch ve dig. 1999).
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