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ÖZET 

 

Yüksel, M., Fenotiyazin Yapılı Bileşiklerin Amiloid Prekürsör Protein ve Amiloid 

Beta Peptitler Üzerindeki Etkilerinin Araştırılması, Hacettepe Üniversitesi 

Sağlık Bilimleri Enstitüsü Biyokimya Programı Doktora Tezi, Ankara, 2017. Bu 

tez çalışmasında, Anabilim Dalımızda daha önce gerçekleştirilen çalışmalar ile insan 

eritrosit asetilkolinesterazı ile insan plazma bütirilkolinesterazının inhibitörleri olduğu 

gösterilen iki fenotiyazin yapılı bileşiğin (toluidin mavisi (TBO) ve tiyonin (TH), 

Alzheimer hastalığının (AH) nöropatolojik belirteçleri üzerindeki etkileri, insan doğal 

tip APP751 ve insan doğal tip presenilin 1’i kalıcı olarak eksprese eden Çin hamster 

over (PS70) hücreleri ve 3xTg-AD transgenik fareler kullanılarak sandviç ELISA ve 

Western blot yöntemleri ile değerlendirildi. PS70 hücrelerinin, 0-15 µM TBO veya 

TH ile muamele edilmesi sonucunda, hücre dışına salıverilen Aβ40, Aβ42 ve sAPPα 

düzeyleri, kontrole göre doza bağımlı olarak azaldı. TBO’nun Aβ peptitler üzerine 

olan etkisi, amiloid prekürsör protein (APP) ve β-bölge APP-kesim enzimi 1 (BACE1) 

ekspresyonlarındaki düşüşe bağlanırken; TH ise sadece APP ekspresyonunu azalttı. 

AH’nin yaşa bağımlı nöropatolojik özelliklerini taklit eden 3xTg-AD fareler, genç ve 

yaşlı olarak iki gruba ayrılıp, farelere 30 gün boyunca her gün intraperitoneal olarak 4 

mg/kg fenotiyazin yapılı bileşik enjekte edildi. TH’nin 3xTg-AD genç farelerde APP 

işlenmesini etkilemediği, TBO’nun ise hem genç hem de yaşlı farelerde hipokampus 

dokusundaki çözünmeyen Aβ peptit düzeylerini anlamlı olarak azalttığı bulundu. Aynı 

zamanda yaşlı farelerde TBO uygulamasının, APP, BACE1 ve presenilin 1 düzeyleri 

ile tau hiperfosforilasyonunu etkilemediği görüldü. Bu bulgular ışığında, TH’den 

ziyade TBO’nun, hem kolinerjik sistem üzerinden etki etmesi hem de APP 

işlenmesindeki inhibe edici rolü nedeniyle, özellikle AH’nin hafif evresinde daha iyi 

tedavi sonuçları verebilecek potansiyel bir ilaç adayı olabileceği sonucuna varıldı. 

 

Anahtar Kelimeler: Alzheimer hastalığı, amiloid-β peptit, amiloid prekürsör protein, 

kolinesteraz inhibitörü, toluidin mavisi, tiyonin. 

Destekleyen Kurumlar: TÜBİTAK (Proje no. SBAG-113S256) ve Hacettepe 

Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Koordinasyon 

Birimi (Proje no. TDK-2017-14607).  
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ABSTRACT 

Yüksel, M., Investigation of the Effects of Phenothiazine-Structured 

Compounds on Amyloid Precursor Protein and Amyloid Beta Peptides, 

Hacettepe University Institute of Health Sciences Doctor of Philosophy Thesis, 

Ankara, 2017. In the present study, we aimed to investigate the effects of two 

phenothiazine-structured compounds [toluidine blue O (TBO) and thionine (TH)], 

which were found to be potent inhibitors of human erythrocyte acetylcholinesterase 

and human plasma butyrylcholinesterase in our previous studies, on the 

neuropathological hallmarks of Alzheimer’s disease (AD) in Chinese hamster ovary 

cells stably expressing human APP 751 and presenilin 1 (PS70) and in 3xTg-AD 

transgenic mice by using sandwich ELISA and Western blotting. After treatment of 

PS70 cells with 0-15 µM of TBO or TH, the levels of secreted Aβ40, Aβ42 and 

sAPPα were decreased in a dose-dependent manner compared with control. The 

effect of TBO on Aβ peptides was thought to be due to the lowered expression of 

amyloid precursor protein (APP) and β-site APP-cleaving enzyme 1 (BACE1) 

whereas TH reduced only APP expression. 3xTg-AD mice exhibiting age-dependent 

neuropathological characteristics of AD were separated into two groups as young and 

old mice, and those mice were intraperitoneally injected with 4 mg/kg phenothiazine-

structured compound daily for 30 days. TH was found to have no effect on APP 

processing in young 3xTg-AD mice while TBO decreased the levels of insoluble Aβ 

peptides in the hippocampi of both young and aged mice. Besides, TBO 

administration did not cause any significant changes in the expression levels of APP, 

BACE1 and presenilin 1 in addition to tau hyperphoshorylation. Considering these 

findings, it was concluded that especially TBO might be a potential AD drug 

candidate and a better treatment in mild AD because of its inhibitory roles on 

cholinergic system and APP processing.  

Key Words: Alzheimer’s disease, amyloid-β peptides, amyloid precursor protein, 

cholinesterase inhibitors, toluidine blue O, thionine. 

Supported by: TUBITAK (Project no. SBAG-113S256) and Hacettepe University 
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1 

1. GİRİŞ 

Alzheimer hastalığı (AH), demansın en yaygın formu olup, hala tam olarak 

tedavi edilemeyen nörodejeneratif bir beyin hastalığıdır. Hastalığın temel patolojik 

özellikleri beyinde oluşan amiloid plaklar, nörofibriler yumaklar ile hipokampus ve 

korteks bölgelerinde görülen sinir kaybıdır. Amiloid plaklar, amiloid prekürsor 

proteinin β- ve γ-sekretazlar ile ardışık olarak kesilmesi sonucu oluşan amiloid-β 

peptitlerin kümeleşmesi ile meydana gelirken, nörofibriler yumaklar ise hiperfosforile 

tau proteinin agregasyonu ile oluşmaktadır (1).  

AH’ye sahip bireylerde kolinerjik nöronların sayısındaki azalma, sinir 

iletiminde görevli bir nörotransmitter olan asetilkolin (ACh) düzeyinin azalmasıyla 

bağlantılıdır (2). Bu nedenle, günümüzde resmi olarak satışta olan AH ilaçlarının çoğu 

kolinerjik sistemi hedef alan kolinesteraz (ChE) inhibitörlerini içermektedir (3). ChE 

inhibitörlerinin kullanımı ile ACh’yi hidroliz eden enzimler asetilkolinesteraz 

(AChE) ve bütirilkolinesteraz (BChE) inhibe edilip, azalan ACh düzeyi arttırılarak 

kolinerjik sinir iletimindeki fonksiyon bozukluğu telafi edilmektedir (4).  

Alzheimerlı beyinlerde BChE’nin AChE’ye oranı sağlıklı bireylerle 

karşılaştırıldığında; dramatik olarak değişerek 0,5’ten 11’e kadar yükselmektedir. 

BChE’nin fonksiyonel öneminin anlaşılmasıyla, AH tedavisinde BChE 

inhibisyonunun da kritik olabileceği öngörülmektedir (5). ChE inhibitörleri 

semptomatik tedavi sağlasa da son bulgular, bu inhibitörlerin AChE ve/veya BChE 

inhibitörü olmasının yanında, amiloid metabolizmasını da değiştirebildiğini 

göstermiştir (6, 7). Dolayısıyla günümüzde AH’yi tedavi etmeye yönelik 

gerçekleştirilen kolinerjik sistem temelli ilaç araştırmaları, hastalıkta gözlenen diğer 

patolojik özellikleri de inhibe edici etkilere sahip bileşikler üzerinde yoğunlaşmaktadır 

(6). 

Anabilim dalımızda daha önce yapılan çalışmalarda fenotiyazin yapılı 

bileşiklerden toluidin mavisinin (TBO) ve tiyoninin (TH), ChE’leri nM-µM 

seviyelerinde etkili bir şekilde inhibe ettiği bulunmuştur (8). Bu çalışmanın amacı, 

TBO ve TH’nin amiloid ve tau patolojileri üzerindeki etkilerini in vitro ve in vivo 

modeller kullanarak araştırmak ve bu iki bileşiğin AH’nin tedavisindeki olası rolünü 

belirlemektir. Çalışma, AH’nin tedavisinde kullanılacak yeni ilaç tasarımlarına 

katkılar sağlaması açısından önem taşımaktadır. 



 
 

2 

2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Alzheimer Hastalığı 

Alzheimer hastalığı (AH) kronik olarak ilerleyen, hafıza ve dikkat gibi bilişsel 

fonksiyonlarda bozulmaya neden olan nörodejeneratif bir hastalıktır (1). Günümüzde 

AH yaşlılar arasında görülen demans türlerinin en yaygını olup, 2050 yılında her 85 

kişiden birinin AH’ye sahip olacağı tahmin edilmektedir (9).  

2.1.1. Alzheimer Hastalığının Nöropatolojisi 

AH, ilk olarak 1907 yılında Dr. Alois Alzheimer tarafından, hafıza kaybı ve 

ilerlemiş bilişsel bozukluğa sahip bir vakanın incelenmesi üzerine tanımlanmıştır. Dr. 

Alzheimer, hastanın ölümünden sonra beyini gümüş boyama yöntemi ile 

görüntüleyerek, günümüzde AH’nin başlıca nöropatolojik özellikleri olarak 

adlandırılan amiloid plakları ve nörofibriler yumakları (NFY) rapor etmiştir (Şekil 

2.1.) (10). 

 

Şekil 2.1. Alzheimerlı ilk vakanın Bielschowsky’nin gümüş boyama yöntemi ile 

boyanmış beyin kesitleri:  (A) Amiloid plaklar (B) ve (C) Nörofibriler 

yumaklar (11). 

Alzheimer patolojisi gösteren hastaların beyinlerinde, amiloid plakların ve 

NFY’lerin birikmesi ile sinir hücresi kaybı arasında bir korelasyonun olduğu 

bilinmektedir (12). AH ilerlerledikçe, beyindeki nöronal fonksiyonların ve sinaptik 
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bağlantıların kaybı ve beynin farklı bölgelerindeki sinir hücresi ölümleri aşamalı 

olarak artmaktadır (13). Sinir kaybı hipokampal primidal bölgede %60’a, ön ve 

temporal neokortekste ise %80’e kadar çıkarken, beyinde serebral atrofiyle birlikte 

genişlemiş ventriküller gözlenmektedir (Şekil 2.2.) (14).  

 

Şekil 2.2. AH’ye sahip postmortem beynin görüntüsü: (A) Daralmış kıvrımlar ve 

genişlemiş boşluklar ile orta düzeyde atrofiye sahip beynin görüntüsü (B) 

Hipokampus atrofisini ve ventriküler genişlemeyi gösteren koronal kesit 

(14). 

Alzheimerlı beyinde gözlenen senil plaklar, 39-43 aminoasit uzunluğundaki 

amiloid beta (Aβ) peptit (~4 kDa) adı verilen küçük peptitlerin hücre dışında 

birikmesiyle oluşmaktadır (15, 16). Amiloid prekürsör proteinin (APP) sırasıyla; β- ve 

γ-sekretaz enzimleri tarafından kesilmesiyle oluşan Aβ peptitler, öncelikle diffüz 

plaklar olarak toplanıp, ilerleyen evrede fibriler yapıya ve nörotik plaklara 

dönüşmektedir (17). Diffüz plaklar hasta olmayan bireylerde de gözlenebilirken, 

oluşumu preklinik lezyon olarak değerlendirilmektedir. AH sonucu gelişen nörotik 

plaklar, distropik akson ve dendritler ile aktive olmuş mikroglia ve reaktif astrositlerle 

çevrilidir (18). 

NFY’ler ise mikrotübüllere (MT) bağlanan tau proteininin hiperfosforile 

formunu içeren çift sarmallı filamanlardan (paired helical filament; PHF) oluşur ve 

sinir hücresinin gövdesinde birikir (19). Bu yumaklar, Pick’s hastalığı, progresif 

supranükleer palsi vb. taupatiler olarak adlandırılan başka nörodejeneratif 

hastalıklarda da oluşabilmektedir (20).    
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AH’de, amiloid plaklar ve NFY’ler gibi proteinimsi kümelerin yanında, 

serebral amiloid anjiopati (kongofilik amiloid anjiopati; KAA) (21), kronik 

inflamasyon (22), nörotransmitter sistemlerin dejenerasyonu (2) ve Lewy cisimcikleri 

(23) gibi diğer nöropatolojik değişimler de söz konusudur.  

Alzheimerlı hastaların beyinlerinde vasküler değişimler de gözlenmektedir. 

AH’de yaygın olarak gözlenen (~%80) fakat önlenebilir bir durum olan KAA’da Aβ 

peptitler, leptomeninks ve neokortikal damarlarda birikmektedir (14, 21). KAA’ya 

neden olan Aβ peptitlerin kaynağı tam olarak bilinmese de, bu peptitlerin sinir hücresi 

bileşenlerinin hücrelerarası sıvıya dağılması veya damar duvar hücreleri tarafından 

üretilmesi sonucu oluştuğu düşünülmektedir (14). Aβ peptitlerin damarlarda 

birikmesi, beyin dışına kan akışını azaltarak peptitlerin atılımını olumsuz olarak 

etkileyebilir ve beyinde daha fazla Aβ birikimine ve sonrasında plak oluşumuna neden 

olabilir (24).  

Alzheimerlı beyinlerin bir diğer özelliği de kronik inflamasyon 

göstermeleridir. Bağışıklık sistemi bileşeni olan mikroglia hücreleri, senil plaklarda 

aktif halde bulunmaktadır. Ayrıca çeşitli bağışıklık sistemi proteinlerinin düzeylerinde 

de artış gözlenmektedir. İnflamasyon, nörodejenerasyona verilen genel bir cevap gibi 

gözükse de inflamatuar mekanizmaların AH patogenezinde önemli bir rol 

oynayacağına dair sağlam kanıtlar bulunmaktadır (22).  

 AH, özellikle kolinerjik sistemde olmak üzere nörotransmitter işlev 

bozukluğuyla sonuçlanmaktadır. Alzheimerlı beyinlerde, nörotransmitter asetilkolin 

(ACh) sentezinden sorumlu kolin asetiltransferaz (ChAT) enzimin düzeyinde azalma 

görülmektedir (2). Bu azalma ile hastanın beynindeki senil plakların sayısı ve bilişsel 

bozukluk seviyesi arasında ters orantılı bir ilişkinin olduğu bulunmuştur (25). AH’de, 

çoğunlukla korteksteki kolinerjik sinir dağılımının kaynağı olan Meynert bazal 

çekirdeği olarak bilinen önbeyin bölgesindeki sinir hücreleri, sinir populasyonunun 

%75’inden fazlasının kaybıyla sonuçlanan seçici bir dejenerasyona uğrar (26). Ayrıca 

γ-aminobütirik asit (GABA), glutamat, serotonin gibi diğer nörotransmitter 

sistemlerinde de sinir kaybı görülmektedir (2, 18).  
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2.1.2. Alzheimer Hastalığının Klinik Özellikleri 

AH’nin klinik semptomları, özellikle yaşanmış son olayları içeren hafıza kaybı 

ve nedenselleştirme, yargılama, dil becerisi gibi bilişsel özelliklerdeki bozukluklardan 

oluşmaktadır. Hastalığın ilerleyen evrelerinde, hasta çok basit görevleri dahi yapamaz 

duruma gelebilmektedir (1). AH’de semptomların gelişimi hastadan hastaya değişse 

de hastalık üç evreye ayrılmıştır: Hafif, orta ve ileri. Hafif evrede, hafızanın ilk 

oluştuğu bölge olan hipokampustaki nöronların etkilenmesi sonucunda hafıza kaybı 

görülmektedir. Hastalığın orta evresinde, nedenselleştirmeden sorumlu korteks bölgesi 

etkilenir ve hastalar mantıksal düşünme yetilerini kaybeder. İleri evrede ise, başka 

beyin bölgeleri de olumsuz olarak etkilenir, hasta normal fizyolojik fonksiyonların 

çoğunda kontrol kaybı yaşar ve hastalık ölümle sonuçlanır (27). Hastalığın seyri 

sinsidir ve ilk teşhisten sonra ortalama yaşam süresi 5- 10 yıl olarak değişmesine 

rağmen hastalar 20 yıla kadar yaşayabilmektedir (28). 

Gelişmiş ülkelerde, AH’ye bağlı olarak ortaya çıkan sosyal ve finansal yük, 

diğer hastalıklardan daha fazladır (29). Günümüzde AH ile bağlantılı bazı 

semptomların tedavisi için ilaçlar bulunmasına rağmen, hastalığın ilerlemesini 

durdurmak için herhangi bir tedavi yöntemi bulunmamaktadır. Bu nedenle, süregelen 

bilimsel araştırmalarda AH, önemli bir yer tutmaktadır (30). 

2.1.3. Alzheimer Hastalığında Risk Faktörleri  

AH riskini arttıran faktörler değiştirilebilir ve değiştirilemez risk faktörleri 

olarak ikiye ayrılabilir.  

Potansiyel olarak değiştirilebilir risk faktörleri yedi ana başlık altında 

toplanmaktadır: Diyabet, orta yaş hipertansiyonu ve obezitesi, sigara, depresyon, 

eğitim seviyesi ve fiziksel inaktivite. Günümüzde dünya genelindeki AH vakalarının 

yarısı değiştirilebilir risk faktörlerine dayandırılabilir. Bu faktörler önleyici tedavinin 

hedefini oluşturmaktadır (31). Avrupa (32) ve Kanada’da (33) yapılan çalışmalar, 

fiziksel aktivite ve bilişsel egzersiz artışının, uzun vadede demansın yaygınlığında 

azalmaya neden olabileceğini göstermiştir. Bunun yanında, her bir risk faktörünün 

yaygınlığının on yılda bir %10-20 oranında azalacağı ve bu nedenle 2050 yılı itibarıyla 

AH’nin dünyadaki yaygınlık oranının %8-15 oranında düşebileceği tahmin 

edilmektedir (31). 
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Diğer yandan yaş, cinsiyet, aile geçmişi, genetik faktörler vb. gibi 

değiştirilemez faktörler hastalığın patogenezini anlamak açısından önem arz 

etmektedir (34). Dünya genelinde yapılan klinik çalışmalar, AH’deki en önemli risk 

faktörünün yaş olduğunu göstermektedir. Hastalığın görülme sıklığı ilerleyen yaşla 

birlikte artarken, 65 yaşın üstünde her beş yılda bir AH riski iki katına çıkmaktadır 

(34). Yaş, zaman içinde amiloid plak oluşumunun patolojik sürecinin bir yansıması 

olarak düşünülebilir. Kişinin yaşam süreci uzadıkça, amiloid plağın birikme olasılığı 

fazla olup, kişide demans görülme olasılığı da artmaktadır. Ayrıca, yaşlanan beyin 

zamansal değişikliklere maruz kalır ve oksidatif stres, travma ve iskemik damar 

hastalığından kaynaklanan beyaz cevher hastalığı vb. zaman içinde oluşabilir. 

Sonuçta, beyindeki birikmiş zarar, yaşlı bireylerde bilişsel hasar olasılığını 

arttırmaktadır (34).  

 AH ve cinsiyet arasındaki ilişkiye bakıldığında, AH’ye yakalanma riski 

kadınlarda erkeklerden daha fazlayken (33, 35, 36), tam tersine, vasküler demans ise 

erkeklerde kadınlardan daha yaygın olarak gözlenmektedir (35, 36). Ancak cinsiyet 

faktörünün, kadın ve erkek arasındaki hormonal değişikliklerden mi yoksa 

sosyoekonomik farklılıklardan mı kaynaklandığı hala araştırılmaktadır (34).  

Birinci dereceden aile bireylerinden (ebeveyn veya kardeş) birinin Alzheimer 

hastası olması, kişide hastalığın görülme riskini yaklaşık olarak %3,5 arttırmaktadır. 

İki veya daha fazla birinci dereceden akrabanın AH’ye sahip olması ise riski %7,5 

seviyelerine çıkarmaktadır (37). Bir araştırma, AH’ye sahip Afrika-Amerikalı 

bireylerin akrabalarının hastalığa yakalanma riskinin, beyaz Amerikalı bireylere göre 

daha fazla olduğunu göstermiştir (38). 

AH’nin oluşumunda, genetik faktörlerin önemli bir etkisi vardır. Günümüzde, 

AH ile bağlantısı kanıtlanan dört gen mutasyonu bulunmaktadır: APP, presenilin 1 

(PSEN1), presenilin 2 (PSEN2) ve apolipoprotein E (APOE) (Tablo 2.1.) (34). 

AH’den etkilenen küçük bir grup (%1- %6), ilk üç genden birinde mutasyona sahiptir. 

Bu durum, erken başlangıçlı ailesel AH (30-60/65 yaş arası) olarak adlandırılmaktadır. 

APP, PSEN1 veya PSEN2 genlerinde gözlenen mutasyonlar, özellikle toksik formda 

olan Aβ peptit düzeylerinde artışa, dolayısıyla senil plak oluşumuna ve sonunda da 

sinir hücresinin ölümüne neden olmaktadır (Tablo 2.1.)  (39). AH’nin en yaygın formu 

olan sporadik veya geç başlangıçlı AH ise daha geç yaşlarda (60-65 yaş sonrası) 
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görülmektedir. Henüz sporadik AH’ye neden olan bir gen kesin olarak 

saptanamamasına rağmen, sporadik AH ile ilişkili majör genin APOE olduğu 

düşünülmektedir. APOE geninin üç aleli bulunmaktadır: ε2, ε3 ve ε4 (Tablo 2.1.). 

ApoE, kolesterol ve trigliseritlerin dağılımında ve metabolizmasında rol oynayan 

önemli bir proteindir (40). 65 yaş sonrası, ailesinde AH geçmişi bulunan bireylerde, 

ε4 allel sayısına bağlı olarak AH riski de artmaktadır (41). APOE ε4 geni taşıyan 

kişilerde daha fazla total kolesterol ve LDL kolesterol bulunmaktadır (42). Ayrıca, 

apoE ε2 ve apoE ε3 ile karşılaştırıldığında, in vitro sinir hücrelerine kolesterol 

alımının, apoE ε4’e göre daha az olduğu görülmüştür (43). APOE ε4’e sahip 

bireylerde, amiloid ve yumak patolojisinin gelişimi (44) ve mitokondriyal hasarın 

oluşumu (45), diğer APOE polimorfizmlerini taşıyanlara göre daha fazladır. Sporadik 

AH ile ilişkili diğer genleri tanımlamak üzere 2009 yılından bu yana gerçekleştirilen 

genom çapında ilişkilendirme çalışmaları ile AH riskini arttıran ABCA7, CLU, CR1, 

PICALM, TREM2, SORL1 vb. 20 adet civarı gen/loci tanımlanmıştır. Genel olarak 

bu genler inflamatuar cevap, lipid metabolizması ve endositoz gibi AH’de rolü olan 

üç yolaktan birinde yer almaktadır. Sporadik AH’de, apoE ε4 ve diğer genlerin 

yanında, yukarıda bahsedilen çevresel, diyetsel ve egzersiz gibi faktörler ve/veya bu 

faktörlerin kombinasyonları da hastalığın başlamasında/ilerlemesinde etkilidir (46). 
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Tablo 2.1. AH ile ilişkili genler (34). 

Gen Kromozom Mutant 

genin 

penetransı 

Frekans Mutasyon 

çeşidi 

Patoloji 

APP 21q21 Yüksek Erken 

başlangıçlı 

ailesel AH’nin 

yaklaşık 

%18’ini 

oluşturmaktadır. 

APP’nin Aβ 

kısmında 

yanlış 

anlamlı 

mutasyon 

APP’nin 

işlenmesi 

sırasında 

artan Aβ42 

üretimi 

PSEN1 14q24.3 Yüksek Erken 

başlangıçlı 

ailesel AH’nin 

yaklaşık 

%78’ini 

oluşturmaktadır. 

Çoğunlukla 

yanlış 

anlamlı 

mutasyon 

Aβ üretimine 

ve 

birikmesine 

neden olan γ-

sekretaz 

kesiminde 

artış 

PSEN2 1q31.42 Bilinmiyor Yaklaşık %4 Yanlış 

anlamlı 

mutasyon 

Aβ üretimine 

ve 

birikmesine 

neden olan β-

sekretaz 

kesiminde 

artış 

ApoE 19q13.2 Risk 

faktörü, 

AH’ye 

neden 

olmak için 

tek başına 

yeterli 

değil. 

Allel frekansı: 

ε2- %10 

ε3- %70 

ε4- %15 

Homozigot 

veya 

heterozigot 

ε4 genotipi 

Aβ birikimini 

ve plak 

oluşumunu 

arttırmak için 

moleküler 

şaperon gibi 

davranma 

2.2. Amiloid Prekürsör Protein  

1980’lerin ortasında, AH ile ilişkili amiloid plakların izole edilmesi sonucunda, 

plakların yaklaşık 40 aminoasit uzunluğunda Aβ polipeptitlerden oluştuğu (16, 47) ve 

Aβ’nin ise daha büyük bir öncül protein olan amiloid prekürsör proteinden (APP) 

türediği bulundu (48). APP’nin yapısını belirlemek üzere yapılan çalışmalar 

sonucunda,  öncül proteinin 695 aminoasit uzunluğunda olduğu ve hücre yüzeyi 

reseptör özelliği taşıdığı ortaya çıkarıldı (49). 
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APP geni, 21. kromozomda yerleşik olup, intron bölgelerinin yanında 18 ekzon 

içermektedir (48). APP transkripti, alternatif splicing sonucunda APP695, APP751 ve 

APP770 (sırasıyla; 695, 751 ve 770 aminoasit uzunluğunda) olmak üzere üç majör 

izoformda eksprese edilmektedir. Ekzon 7 ve 8 bölgelerini içermeyen APP695 

izoformu, daha çok sinir hücrelerinde eksprese edilirken (50), ekzon 8 bölgesini 

içermeyen APP751 ve tüm ekzon bölgelerini içeren APP770 izoformları ise birçok 

dokuda eksprese edilmektedir ve ayrıca kunitz proteaz inhibitor bölgesi içerirler (51).  

APP, APP-benzeri protein 1 (APLP1) ve APP-benzeri protein 2 (APLP2) 

olmak üzere içerisinde iki homolog protein bulunan bir protein ailesinde yer 

almaktadır. APLP1’in ekspresyonu sadece nöron hücreleri ile kısıtlıyken, APLP2 

beyin dışında APP’ye benzer şekilde ubikuitin ile konjüge olarak eksprese 

edilmektedir. Ailedeki proteinler E1 ve E2 bölgeleri açısından benzerlikler 

göstermelerine rağmen Aβ bölgesi sadece APP proteinine özgüdür (52). APP knockout 

fareler ile yapılan çalışmalar, farelerin kısır, kolaylıkla fark edilemeyen anormal 

fenotipte ve yaşayabilir olduğunu göstermiştir (53). Ancak, APP/APLP2, 

APLP1/APLP2 çift knockout veya APP/APLP1/APLP2 üçlü knockout fareler, doğum 

sonrası erken dönemde ölmektedir. İlginç şekilde, APP/APLP1 çift knockout fareler 

ise yaşamlarına devam edebilirler. Bu durum, APLP2’nin, APP veya APLP1’in 

fonksiyonunu yerine getirebildiğini göstermektedir (54). APP/APLP2 çift knockout 

farelerde periferal ve merkezi sinir sistemlerinde gözlenen anormal gelişimler, 

APP’nin sinaptik bağlantısının motor nöronların düzgün gelişimi için gerekli olduğunu 

göstermiştir (55). Sonuçta, APP’nin ve APLP’lerin fonksiyonları tam olarak bilinmese 

de, knockout farelerde gözlenen fonksiyon kayıpları, bu proteinlerin gelişimde önemli 

roller oynadığını düşündürmektedir.  

2.2.1. Amiloid Prekürsör Proteinin İşlenmesi 

APP, karboksil ucu hücre içine bakan ve Aβ bölgesi membran ile hücredışı 

bölgede yerleşmiş olan, tip I transmembran proteinidir (Şekil 2.3.). APP endoplazmik 

retikulumda (ER) sentezlenip, Golgi aygıtı boyunca trans-Golgi ağına (TGN) 

taşınmaktadır (56). Taşınma boyunca APP, N- ve O-bağlı glikolizasyona, hücre dışı 

ve hücre içi bölgelerde fosforilasyona ve tirozin sülfasyonuna maruz kalmaktadır (57). 

Olgunlaşmamış APP’nin yalnızca %10’u hücre yüzeyine ulaşabilir. Hücre yüzeyine 
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taşınan APP, aynı zamanda endozomal/lizozomal yıkılma yoluyla tekrar hücre içine 

alınıp lizozomlarda degrade olabilmektedir (58).  

 

Şekil 2.3. APP’nin ve sekretazlar ile kesim yerlerinin şematik gösterimi. α-sekretaz 

enzimi APP’yi lümen kısmında bulunan Aβ bölgesi içinden keserken, β-

sekretaz kesim noktası, amino ucuna yaklaşık 17 aminoasit daha yakındır. 

Bir sonraki aşamada, γ-sekretaz tarafından transmembran bölgeden kesim 

gerçekleşmektedir (17).  

APP, farklı proteazları içeren iki farklı ana yolak boyunca post-translasyonel 

işlenmeye maruz kalmaktadır: amiloidojenik yolak ve non-amiloidojenik yolak (52). 

APP, TGN’den geçerek olgun forma dönüştükten sonra salgı vezikülleri ile hücre 

yüzeyine ulaşır. Amiloidojenik yolakta APP’nin işlenmesi, hücre yüzeyinde bulunan 

APP’nin endozomlar aracılığıyla hücre içine alınmasıyla başlamaktadır. β-sekretaz, 

APP’yi vezikül içinde bulunan yerden iki bölgeye parçalamaktadır: çözünür form 

APPβ (sAPPβ) ve 99 aminoasit içeren karboksi-terminal fragmanı (CTFβ veya C99). 

CTFβ’nın daha sonra γ-sekretaz ile kırılması aşamasında, 39-43 aminoasit 

uzunluğunda Aβ monomerlerinin oluşumu gerçekleşir. Aβ, ER ve Golgi/TGN’de 

üretilir ve salgı veziküllerinde toplanır (56). Hücre dışına salıverilen Aβ monomerleri, 

kümeleşerek oligomerlere ve ilerleyen aşamada plaklara dönüşmektedir. 

Amiloidojenik olmayan (non-amiloidojenik) yolakta işlenme, genel olarak α-

sekretaz’ın bulunduğu hücre yüzeyinde gerçekleşmektedir. Burada APP, α-sekretaz ile 
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kesilir ve çözünür formda olan APPα (sAPPα) ve 83 aminoasit içeren karboksi-

terminal fragmanı (CTFα veya C83) salıverilir. CTFα, daha sonra γ-sekretaz ile p3 ve 

AICD olarak iki parçaya ayrılmaktadır (Şekil 2.4.) (59).  

 

Şekil 2.4. Sinir hücresinde APP’nin işlenmesi (56, 59). 

2.2.2. α-sekretaz  

α-sekretaz, APP’yi plazma membranı bölgesinden kesen membrana bağlı bir 

endoproteazdır (59). APP’nin α-sekretaz tarafından kesilmesi, Aβ peptit oluşumunu 
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olanaksız hale getirmektedir, çünkü enzimin kesim noktası APP’nin Aβ bölgesi 

içindeki Lys16 ve Leu17 amino asitleri arasında bulunmaktadır (15).  

Disintegrin ve metalloproteinaz (ADAM) ailesine ait proteinazlardan üçü 

(ADAM9, ADAM10 ve ADAM17), α-sekretaz aktivitesine sahiptir (60-62). APP gibi 

ADAM’lar da tip I integral membran proteinleridir. Sinir hücrelerinde aşırı eksprese 

edilen insan ADAM10 enziminin, APP V717I mutasyonu taşıyan farelerde sAPPα 

üretimini arttırdığı ve Aβ oluşumunu azalttığı rapor edilmiştir. Ancak katalitik olarak 

inaktif ADAM10 içeren farelerde ise daha fazla amiloid plak oluşumu gözlenmiştir 

(63). ADAM9 ve ADAM17 genlerinin birlikte susturulması, sAPPα düzeyini 

değiştirmezken, bu genlerin aşırı eksprese edilmesi ise sAPPα düzeyini arttırmıştır. Bu 

bulgular, ADAM9 veya ADAM17’den daha ziyade ADAM10’un α-sekretaz 

aktivitesinden sorumlu olduğunu düşündürmektedir (64).  

APP’nin α-sekretaz ile kesilmesi sonucu oluşan sAPPα, çözünür formda hücre 

dışına salıverilirken, CTFα membrana bağlıdır ve γ-sekretaz tarafından kesime uğrar. 

Son yıllarda yapılan çalışmalar, sAPPα’nın nöroprotektif role sahip olduğunu ortaya 

çıkarmıştır (65). Sağlıklı bireylerle karşılaştırıldığında, AH’ye sahip kişilerde sAPPα 

düzeyi daha düşüktür (66). AH hastalarında düşük düzeydeki sAPPα’nın bozulan 

uzaysal hafıza ile ilişkili olduğu bulunmuştur (67). Ayrıca, sAPPα’nın nörit uzamasını, 

sinaptogenezi ve hücre adhezyonunu desteklediği ve embriyonik ve yetişkin nöral kök 

hücrelerin proliferasyonunu düzenlediği rapor edilmiştir (57). In vivo çalışmalar, 

sAPPα’nın öğrenme ve hafızayı güçlendirdiğini (68) ve APP yokluğunda anatomik, 

davranışsal ve elektrofizyolojik anormallikleri düzelttiğini (69) göstermiştir. Sonuç 

olarak, APP’nin fizyolojik fonksiyonlarının çoğunu gerçekleştiren bölgesinin hücre 

dışı bölge olduğu ve aynı zamanda sAPPα’nın, APP’nin nöronal olarak en yararlı 

proteolitik ürünü olduğu ileri sürülmektedir (57).  

2.2.3. β-sekretaz  

Aβ oluşumundaki ilk basamak, APP’nin β-sekretaz enzimi tarafından 

proteolitik kesimidir. Majör β-sekretaz enzimi, Asp2 veya memapsin 2 olarak da 

adlandırılan  β-bölge APP kesim enzimi 1 (BACE1)’dir (70).  

BACE1, aktif bölgesi lümen kısmında bulunan ve tip I membran bölgesi içeren 

membrana bağlı bir aspartil proteazdır (70). Alternatif splicing sonucunda değişen 
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uzunluklarda BACE1 transkriptleri oluşmasına rağmen 501 aminoasit uzunluğundaki 

BACE1’in β-sekretaz aktivitesinin daha güçlü olduğu bulunmuştur (71). BACE1 

erken Golgi, geç Golgi/erken endozom ve endozom gibi hücre kısımlarında daha 

yaygındır çünkü optimal aktivitesini gerçekleştirmek için asidik çevreye ihtiyaç 

duymaktadır (15).  

AH’ye sahip bireylerde BACE1’in ekspresyonu ve aktivitesi artmaktadır (72). 

BACE1 knockout fareler ile yapılan bir çalışmada, kontrol farelere göre Aβ40 ve Aβ42 

düzeylerinin azaldığı, kolinerjik fonksiyon bozukluğunun, sinir hücresi kaybının ve 

hafıza bozukluğunun düzeldiği gözlenmiştir (73).  

BACE1’in 21. kromozomda bulunan ve BACE2 olarak adlandırılan bir 

homoloğu bulunmaktadır (74). Beyindeki BACE2 ekspresyon düzeyi, BACE1’den 

daha düşüktür (75). BACE2, APP’yi α-sekretaz bölgesine yakın bir yerden daha etkili 

olarak kesmektedir (76).  

β-sekretaz ile kesim sonrasında, APP’nin hücre dışı bölgesi sAPPβ olarak 

salıverilirken, kalan kısım membrana bağlı CTFβ’yı oluşturmaktadır. sAPPα ve 

sAPPβ  arasında sadece 17 amino asit uzunluğunda bir fark olmasına rağmen, sAPPβ, 

sAPPα’nın sahip olduğu nöroprotektif etkilerden yoksundur (57). Yapılan bir 

çalışmada sAPPβ’nın, ölüm reseptör 6’nın (death receptor 6) bir ligandı olduğu ve 

aksonal kısalma ve nöronal hücre ölümüne neden olduğu bulunmuştur (77).  

2.2.4. γ-sekretaz  

APP’nin α- veya β-sekretaz ile kesimi sonrasında oluşan APP C-terminal 

fragmanları, daha sonra γ-sekretaz ile membran içinde işlenmektedir. γ-sekretaz, 4 ana 

protein biriminden presenilin (PS1 veya PS2), presenilin enhancer 2 (PEN2), 

anterior pharynx-defective 1 (APH1) ve nikastrin oluşan büyük bir proteinaz 

kompleksidir (Şekil 2.5) (78).  
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Şekil 2.5. γ-sekretaz kompleksinin yapısı (79) . 

PS1, γ-sekretaz kompleksinin katalitik merkezi olarak fonksiyon görmektedir. 

PS1, 42-43 kDa molekül ağırlığına sahip bir polipeptit olarak sentezlenir ve post-

translasyonel olgunlaşma sırasında N-terminal (27-28 kDa) ve C-terminal 

fragmanlarını (16-17 kDa) oluşturmak üzere 6. ve 7. transmembran bölgelerini 

birleştiren büyük sitoplazmik düğüm bölgesinden endoproteolitik kesime uğrar (78). 

Kesim sonrasında iki fragman, fonksiyonel PS heterodimeri oluşturmak için birbiriyle 

etkileşir (80).  

γ-sekretaz kompleksi yapısında bulunan PEN2, iki ucu da lümen kısmına bakan 

iki transmembranlı bir saç tokası-benzeri proteindir (81). PEN2, zimojen formda 

bulunan PS1’i aktif proteaza çevirmektedir  (82).  

PS ile etkileşen nikastrin, büyük bir hücre dışı bölgeye sahip tip I membran 

glikoproteinidir (83). Nikastrin γ-sekretaz kompleks oluşumunda iskele protein görevi 

görmektedir. Glikolizasyona uğrayan olgun formdaki nikastrinin hücre dışı 

bölgesindeki konformasyonel değişiklik, γ-sekretaz kompleksinin oluşması için 

gereklidir (84). Nikastrin, ayrıca α-/β-sekretaz aktivitesi ile oluşan APP C-terminal 
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fragmanlarına bağlanarak, kompleksin substrat reseptörü gibi davranabilmektedir 

(85).  

γ-sekretaz kompleksini oluşturan bir diğer protein APH1 de, multi- 

transmembran proteinidir. γ-sekretaz kompleksinin enzimatik aktivitesi ve trafiği için 

öncelikle APH1 ve nikastrinden oluşan alt kompleks oluşmalıdır. Bu kompleks daha 

sonra PS ile etkileşir ve APH1, kompleksin birleşmesinde stabilize edici iskele görevi 

görür. Daha sonra komplekse PEN2’nin de katılmasıyla konformasyonel aktivasyon 

gerçekleşir (86).  

γ-sekretaz kompleksi en çok ER, Golgi/TGN, endositik ve ara 

kompartmanlarda bulunmaktadır. APP CTF’lerin γ-sekretaz kompleksi tarafından 

kesilmesi ise TGN ve erken endozomda gerçekleşmektedir (86). 

APP’nin γ-sekretaz kompleksi tarafından işlenmesi için öncelikle α- veya β-

sekretazlar tarafından hidroliz edilmesi gerekmektedir. α-sekretaz aktivitesiyle oluşan 

CTFα’nin, bir sonraki aşamada γ-sekretaz kompleksi ile kesilmesiyle 3 kDa 

ağırlığındaki p3 peptit ve APP hücre içi bölgesi (AICD) oluşmaktadır. p3 peptit (Aβ17-

42), Aβ1-42 ile birlikte plak yapısına katılan bileşenlerdendir (87). In vitro çalışmalar, 

p3 peptitin nörotoksik etkilere sahip olabileceğini göstermiştir (88). Ancak tam olarak 

Aβ içermediği için daha zararsız olduğu düşünülmektedir (65). Diğer yandan, β-

sekretaz aktivitesiyle oluşan CTFβ’nın γ-sekretaz ile işlenmesi sonucunda 39-43 

aminoasit uzunluğunda Aβ peptitler ve AICD oluşmaktadır. Aβ peptitler, kompleksin 

yerleşmiş olduğu ER, Golgi/TGN ve endozom/lizozom gibi kompartmanlarda üretilip 

çoğunlukla hücre dışına salıverilir (15). Peptitler uzunluk bakımından heterojen 

olmalarına rağmen, bazal şartlarda üretilen total Aβ’nın yaklaşık %90’ı Aβ40’dan ve 

%10’dan az kısmı da Aβ42’den oluşmaktadır (65). Her iki yolak sonucu oluşabilen 

AICD, değişen uzunluklarda (50, 53, 59 aminoasit) kısa ve instabil peptitlerdir. AICD 

üzerinde bazı korunmuş bölgeler bulunmaktadır. Bu bölgeler, peptitin başka 

proteinlere bağlanabilmesine ve böylece farklı fonksiyonlar kazanmasına aracılık 

etmektedir. Örneğin, AICD, Fe65 ve Tip60 (histon asiltransferaz) ile transkripsiyonel 

olarak aktif bir kompleks oluşturarak çekirdeğe taşınır ve burada neprilisin, p53, 

lipoprotein reseptör 1 gibi genlerin aktivasyonunda görev alır (52).  
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2.3. Aβ Peptitler ve Senil Plak Oluşumu 

AH’deki merkezi rolünden dolayı Aβ peptitlerin fizyolojik ve patolojik 

fonksiyonları detaylı olarak araştırılmıştır. Beyinde pM düzeydeki Aβ’nın, uzun süreli 

potansiyel artış sonucu sinaptik plastisiteyi ve hafızayı olumlu yönde etkilediği rapor 

edilmiştir (89). Az miktarda Aβ peptit varlığının fizyolojik açıdan olumlu etkileri 

olmasına rağmen, Aβ’nın fazla miktarda üretilmesi  nörodejeneratif kaskad sonucunda 

sinaptik fonksiyon bozukluğuna, yumak oluşumuna ve sonrasında sinir hücresinin 

ölümüne neden olmaktadır (15). 

En yaygın Aβ peptit formlarından Aβ40, Aβ42’den daha az toksik iken, Aβ42 

daha çok hidrofobik ve amiloidojeniktir (90). Ailesel AH mutasyonları üzerine yapılan 

çalışmalar, Aβ42/Aβ40 oranındaki artışın, AH patogenezi için bir belirteç 

olabileceğini göstermiştir (91). Aβ42 düzeyindeki artış, oligomerizasyon, fibrilasyon 

ve amiloid plak oluşumunun temelini oluşturmaktadır (87). Aβ peptitler, öncelikle 

çözünür plaklar halinde birikir ve sonrasında fibriler, nörotik plaklara dönüşmektedir 

(17). Monomerik Aβ peptit, genel olarak α-helikal veya düzensiz yapıdan oluşurken, 

yanlış katlanmış polimerler, β-tabaka konformasyonunu almaktadır. Genişlemiş β-

tabaka oluşumuna neden olan konformasyonel değişiklikler, homofilik bağlantıları 

arttırır ve sonunda Aβ oligomer oluşumuna yol açar. Kinetik çalışmalar monomerik 

Aβ peptitin yanlış katlanmasının oligomer oluşumundan önce geldiğini ileri 

sürmektedir. Daha sonra, Aβ oligomerleri, fibril büyümesi için öncül görevi 

görmektedir (Şekil 2.6.). (92). Protofibriler yaklaşık 4-11 nm çapında, uzunluğu ≤200 

nm olan antiparalel-kırmalı tabaka flamanları içermektedir. Dokularda hücre dışı 

olarak biriken amiloid fibriler, patojenik etkiye sahiptir (93). 

 

Şekil 2.6. Amiloid fibril oluşumu (92). 
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Senil plakların yapısında, majör Aβ peptitlerin yanında translasyon sonrasında 

modifikasyona uğrayan bazı Aβ türleri de bulunmaktadır. Aβ peptitler uçlarından 

kesilme, rasemizasyon, izomerizasyon veya fosforilasyon gibi değişimler 

geçirebilmektedir. Bu Aβ peptit türlerinin, oligomer ve agregasyon oluşumunu 

arttırdığı düşünülmektedir (92). 

  Aβ peptitler, sekrete olmadan önce veya tekrar hücreye alınmalarından dolayı, 

hücre içinde de birikmektedir. Aβ peptitlerin hücre içi birikiminin etkileri üzerine 

yapılan araştırmalar hala devam etmektedir ve hücre dışı Aβ’nın yanında hücre içi 

Aβ’nın da AH patogenezinde önemli olduğu ileri sürülmektedir (30).  

AH’de Aβ peptitlerin üretimi ve klirensi arasındaki denge de önemlidir. Aβ 

peptitlerin klirensindeki bozukluk, Aβ peptit birikimine neden olmaktadır. Aβ peptit, 

beyinden farklı yollarla temizlenebilir: 1: Kan-beyin bariyeri boyunca reseptör-

aracılığıyla (lipoprotein reseptör-bağlı protein, P-glikoprotein vb.)  kan damarına 

taşınıp beyinden uzaklaştırılabilir. 2:  Hücre içinde lizozomal yolla veya hücre içi ve 

dışında insülin-parçalayan enzim veya neprilisin gibi enzimler tarafından proteolitik 

olarak yıkılabilir. 3: Periferal anti-Aβ antikorlar, Aβ kümeleşmesini önleyerek Aβ 

fibrillerini çözebilir. Böylece beyin ve kan arasındaki Aβ dengesizliği, peptitlerin 

beyinden reseptör-aracılı taşınması ve uzaklaştırılmasıyla önlenebilir (94).  

2.4. Tau Proteini 

Mikrotübüller ile ilişkili bir protein olan tau,  hücre iskelet yapısının önemli bir 

bileşenidir ve  α- ve β- tübülin ile etkileşerek mikrotübüllerin stabilizasyonunu 

sağlamaktadır. MT’ler, nöronal yapının sürdürülmesi, aksonal taşınma ve nöronal 

plastisite için gereklidir. Tau, sinir hücresi olmayan hücrelere verildiği zaman, nörit-

benzeri uzantıların ortaya çıkmasını sağlamaktadır. Bu da onun akson ve nörit 

uzamasında rolü olduğunu göstermektedir (95).  

Tau proteini, 17. kromozomda bulunan mikrotübül-assosiye protein tau 

(MAPT) adı verilen tek bir genden sentezlenmektedir ve alternatif splicing sonucunda 

altı farklı protein izoformu meydana gelmektedir. Tau geni 15 ekzon içermektedir ve 

ekzon 2, 3 ve 10 alternatif olarak birleştirilebilir (96). Ekzon 9-12 tarafından dört adet 

kusurlu, artarda dizilmiş tekrarlar kodlanmaktadır. Alternatif splicing sonucunda 

ekzon 10’un olup olmamasına bağlı olarak, 3R ve 4R tau adı verilen üç veya dört 
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tekrarlı bölgeler içeren izoformlar oluşmaktadır. Ekzon 2 ve 3’ün alternatif olarak 

birleştirilmesi, amino ucunda sıfır (0N), bir (1N) ve iki (2N) eklentileri ile 

sonuçlanabilir. Oluşan izoformlar şu şekilde adlandırılır: 3R0N, 3R1N, 3R2N, 4R0N, 

4R1N ve 4R2N (Şekil 2.7.) (97).   

 

Şekil 2.7. Tau izoformlarının şematik gösterimi. Tau, kromozom 17’de bulunan MAPT 

adı verilen tek bir gen tarafından kodlanır. Ekson 2’yi, 3’ü ve 10’u içeren 

alternatif splicing sonucunda altı tau izoformu oluşmaktadır (1). 

2.5. Tau’nun Hiperfosforilasyonu ve Nörofibriler Yumak Oluşumu  

 Tau proteininin normal fosforilasyonu, akson boyunca ve beynin farklı 

bölgelerinde aşamalı olarak değişmektedir. Örneğin, tau beyaz cevherde akson 

uçlarında daha az fosforillenmiş halde bulunmaktadır. Ayrıca hücre iskeletinin 

yeniden modellenmesi aşamasında da tau’nun fosforilasyonunda değişimler 

olmaktadır ve bu durum, sinaptik plastisiteyi desteklemek için önem taşımaktadır. 

Ancak, tau proteininin anormal fosforilasyonu, tau’nun tübülinlere bağlanmasını 

olumsuz olarak etkiler ve MT’lerin yapısının bozulmasına neden olur (98) (Şekil 2.8.).  
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Şekil 2.8. AH’de tau fosforilasyonu. Tau tübülinlere bağlanıp, MT stabilizasyonunu 

sağlamaktadır. Tau proteininin bazı aminoasitlerden hiperfosforilasyonu 

sonucunda, tau MT yapısından ayrılır, PHF’ler olarak kümeleşir ve sonuçta 

MT depolimerizasyonu ve aksonal taşınmada bozulma gerçekleşir (98). 

Sağlıklı beyinde, serin (Ser) ve treonin (Thr) birimlerinden fosforile olmak 

üzere her bir mol tau için yaklaşık 2-3 mol fosfat bulunmaktadır. Bununla birlikte, 

Alzheimerlı beyinlerden izole edilmiş tau’nun fosforilasyonu, sağlıklı beyinlerden 

izole edilen tau’nun fosforilasyonuna göre 3-4 kat daha fazladır (99). AH’li beyinlerde 

şu ana kadar tespit edilen 40’dan fazla tau fosforilasyon bölgesi bulunmaktadır. Farklı 

bölgelerde fosforilasyon, tau’nun biyolojik ve patolojik rolü üzerinde farklı etkiler 

göstermektedir. Örneğin, tau proteininin Ser262, Thr231 ve Ser235 birimlerinden 

fosforillenmesi, MT’lere bağlanmasını sırasıyla; ~%35, ~%25 ve ~%10 azaltırken, 

Thr231, Ser396 ve Ser422 birimlerinden fosforillenmesi tau’nun filamanlar şeklinde 

kümeleşmesini teşvik etmektedir (100). In vitro kinetik çalışmalar, 

Ser199/Ser202/Thr205, Thr212, Thr231/Ser235, Ser262/Ser356 ve Ser422 

bölgelerinden fosforillenen tau’nun, diğer MT-bağlı proteinleri MT’lerden ayıran bir 

inhibitör molekülüne dönüştüğünü, ileri sürmektedir. Tau’nun fosforillenmesi 

sonucunda oluşan PHF-tau, MT’leri bir arada tutma becerisini kaybetse de 

nörodejenerasyonun gerçekleşmesi için bu durum tek başına yeterli olmayabilir. 
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Sonuç olarak, nörofibriler dejenerasyonun, tau’nun anormal fosforilasyonunun sebep 

olduğu aktivite kaybından ziyade, toksik etkiyi arttırmasından kaynaklandığı 

söylenebilir (100).   

 Daha önce yapılan çalışmalar, NFY’lerin sayısı ve demansın şiddeti arasında 

güçlü bir ilişkinin olduğunu göstermiştir (101). Ancak, son zamanlarda polimerize 

PHF’lerden ziyade, polimerize olmamış anormal tau veya oligomerlerin toksik 

olduğunun gösterilmesi, NFY’lerin nörodejeneratif zararın bir göstergesi olabileceği 

durumunu düşündürmektedir. NFY patolojisinin yanında, nöronal kayıp ve davranış 

bozuklukları gösteren FTDP-17 P301L mutasyonuna sahip transgenik farelerle 

yapılan bir çalışmada, mutant tau ekspresyonunun 4. ayda inhibe edilmesi sonucunda, 

farelerde gözlenen davranış bozukluklarının düzeldiği, ancak NFY’lerin ilerlemeye 

devam ettiği bulunmuştur (102). Bu durum, NFY’lerin bilişsel fonksiyon kaybı veya 

hücre ölümüne neden olmak için tek başına yeterli olmadığının göstergesidir. Hatta 

toksik anormal tau’nun, PHF/NFY’ler olarak polimerize olması, hiperfosforile tau’nun 

toksik etkisini azaltmak için nöronların geliştirdiği bir savunma mekanizması bile 

olabilir (100). Benzer şekilde, Huntington hastalığı gibi bazı taupatilerde de protein 

kümelerinden ziyade fibril yapıda olmayan protein oligomerleri daha patojeniktir 

(103). 

 Tau proteini, farklı kinazlar tarafından fosforillenmektedir. Majör tau kinazları, 

glikojen-sentaz kinaz 3β (GSK-3β) (104), siklin-bağımlı protein kinaz 5 (105), cAMP-

bağımlı protein kinaz (106) ve mitojen-aktive protein kinaz (107) olarak sıralanabilir. 

Tau’nun defosforilasyonunu yapan fosfatazlar arasında ise protein fosfataz 2, en fazla 

vurgulanandır (108). Transgenik fare modelleri ile yapılan çalışmalarda, birbiriyle 

örtüşen birden fazla sürecin tau hiperfosforilasyonuna katkı sağladığı gözlenmiştir. 

Beyin glukoz metabolizması, inflamasyon ve Aβ oluşumu gibi durumlar, üst sinyal 

yolaklarını uyararak tau hiperfosforilasyonunu teşvik etmektedir (109). Aynı 

zamanda, toksik tau’nun geri-dönüşüm döngüsü ile Aβ toksisitesini arttırdığı da 

gözlenmiştir çünkü hem Aβ’nın hem de tau’nun çözünür toksik kümeleri, prion-

benzeri mekanizmalar gibi kendi kendine çoğalıp, beyin boyunca yayılmaktadır. 

Sonuçta, çözünür hücre dışı Aβ türleri ve sitoplazmik tau, akut nöron ölümünü ve 

sinaptik fonksiyon bozukluğunu tetiklemektedir (110).  
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2.6. Alzheimer Hastalığında Tedavi Stratejileri 

AH’nin tedavisinde kullanılmak üzere şu ana kadar Amerikan Gıda ve İlaç 

İdaresi (FDA) tarafından onay almış dördü kolinesteraz (ChE) inhibitörü, biri N-metil-

D-aspartat (NMDA) reseptör antagonisti olmak üzere toplam beş adet ilaç 

bulunmaktadır. Sözü edilen ilaçlar, AH’nin semptomatik tedavisinde kullanılmakla 

birlikte, hastalığın önlenmesinde herhangi bir yarar sağlamamaktadır. Bu nedenle 

modern terapötik yaklaşımlar, hastalığın oluşmadan önlenmesini veya seyrinin 

tamamen durdurulmasını amaçlamaktadır. AH’de gözlenen nöropatolojik değişimleri 

hedef alan çeşitli terapötik yaklaşımlar mevcuttur (Şekil 2.9.). Tüm bu yaklaşımların 

amacı, klinikte kullanım sırasında, güvenilir ve tolere edilebilir bir tedavi sunmaktır 

(111).  

 

Şekil 2.9. AH tedavisinde terapötik ilaçların ve hedeflerin sınıflandırılması (112).   
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2.6.1. Nörotransmitter-Temelli Yaklaşımlar 

AH’den en çok etkilenen hücreler, kolinerjik sinir sisteminde yer alan 

nöronlardır. Nöronlar serebral kan akışı, bilişsel algı, öğrenme, hafıza, serebral korteks 

gelişimi ve uyku-uyanıklık döngüsü gibi birçok aktivitenin sağlanması ve 

düzenlenmesinde görev almaktadır. Kolinerjik sistemi hedef alan tedavi stratejisi, 

azalan ACh seviyesini arttırarak, sinir uyarımını devam ettirmeyi amaçlamaktadır 

(113). Glutamat ise hipokampal ve neokortikal beyin bölgelerindeki ana eksitatör 

nörotransmitter olarak bilişsellik, öğrenme ve hafıza süreçlerinde önemli rollere 

sahiptir ve post-sinaptik hücrelerde NMDA reseptörleri tarafından tanınmaktadır. 

AH’de, artan presinaptik glutamat salıverilmesi ve azalan geri alıma bağlı olarak aşırı 

derecede hücre dışı glutamat birikimi görülmektedir ve bu da NMDA reseptörlerinin 

sürekli aktif halde bulunmasına neden olmaktadır. Bu nedenle bu sistemi hedef alan 

ilaçlar NMDA reseptör antagonisti olarak görev almaktadır (114).  

Şu ana kadar AH’nin tedavisinde kullanılmak üzere geliştirilen tedavi 

yaklaşımları içinde; en iyi semptomatik iyileşme, nörotransmitter sistemlerdeki 

değişimleri hedef alan ilaçlar ile gerçekleştirilmiştir (111). AH’nin semptomatik 

tedavisi için resmi olarak satılan ilaçların yanında, kolinerjik ve glutamaterjik sinir 

sistemini hedef alan yeni ilaçlar da geliştirilmektedir. Hastalıkta hipokampal nöronlar 

içinde ilk etkilenen kolinerjik ve glutamaterjik nörotransmitter sistemlerinin yanında 

GABA, histamin ve serotonin gibi diğer nörotransmitter sistemlerde de fonksiyon 

bozuklukları görülmektedir (111). Bu nedenle, preklinik çalışmaları tamamlanıp klinik 

faz denemelerine geçmiş olan ve GABAerjik, histaminerjik ve serotonerjik sistemleri 

hedef alan bileşikler de bulunmaktadır (115). 

2.6.2. Amiloid-Temelli Yaklaşımlar 

AH tedavisinde kullanılan amiloid temelli yaklaşım, “amiloid hipotezi”nden 

köken almaktadır. Bu hipoteze göre, AH patolojisi oluşumunun temel nedeni, beyinde 

biriken Aβ peptitlerdir. Preklinik ve klinik kanıtlar, Aβ peptit homeostazın 

bozulmasının AH başlangıcında anahtar bir role sahip olduğunu göstermektedir (112). 

Amiloid hipotezi, kaskad şeklinde gelişen bir dizi patolojik değişimlerden 

oluşmaktadır. Erken başlangıçlı ailesel AH’de gözlenen genetik değişimler, sporadik 

AH’de gözlenen APOE genindeki mutasyon, karmaşık genetik bağlantılar veya 
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çevresel faktörler, beyinde patolojik Aβ peptit türlerinin birikimine neden olmaktadır. 

Toksik Aβ peptit türleri, nöronal homeostazı bozacak birtakım olayları (mitokondriyal 

fonksiyon bozukluğu, oksidatif stres aktivasyonu, inflamatuar uyarım vb.) 

tetiklemektedir. Bu değişimler, bazı kinaz ve fosfatazların fonksiyonunu olumsuz 

olarak etkileyerek tau hiperfosforilasyonuna ve NFY oluşumuna neden olmaktadır. 

Dolayısıyla sinaptik fonksiyon bozukluğu ve transmitter eksikliği ile seyreden hücre 

ölümü, demans ile sonuçlanmaktadır (Şekil 2.10.) (116). Ayrıca bazı tedavi stratejileri, 

kaskad şeklinde ilerleyen patolojik değişimlerin başlangıç noktası olduğu için, 

APP’nin işlenmesini de hedef almaktadır (112).   

 

Şekil 2.10. Amiloid kaskad hipotezi tarafından önerilen AH ile sonuçlanan patolojik 

olayların gelişimi (116). 
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Amiloid temelli tedavi yaklaşımları, APP metabolizmasının değişik yönlerini 

hedef alsa da asıl amaç, Aβ peptitlerin nörotoksik forma ulaşmasını engellemektir. Bu 

yaklaşım genel olarak üç ana başlık altında toplanmaktadır: Sekretaz modülatörleri ile 

Aβ üretimini inhibe etmek, anti-agreganlar ile Aβ agregasyonunu önlemek ve 

immunoterapi ile Aβ klirensini arttırmak (117). 

Aβ peptit üretimini azaltmaya yönelik çabalar, APP yıkımının gerçekleştiği 

amiloidojenik ve non-amiloidojenik yolakların modifiye edilmesine odaklanmaktadır. 

Bu yaklaşımın mantığı, α-sekretaz aktivitesinin artmasıyla APP’nin toksik olmayan 

ürünlere dönüşeceği; tam tersine β- ve -sekretazların inhibe edilmesiyle de 

amiloidojenik APP işlenmesinin azalacağı temeline dayanmaktadır (118). Hücre 

yüzeyi reseptörlerinin (119) veya protein kinaz C gibi hücre içi sinyal yolaklarının 

uyarılmasıyla (120), α-sekretaz aktivitesi düzenlenebilmektedir. Böylece uyarılan α-

sekretaz yolağı aracılığıyla nöroprotektif etkisi olduğu bilinen sAPPα düzeyi 

arttırılabilmektedir (117).  

β-sekretaz aktivitesi, amiloidojenik yolakta önemli bir basamaktır. AH’ye 

neden olan herhangi bir BACE1 mutasyonu olmasa da APP’nin N-ucunda görülen 

İsveç tipi ailesel mutasyon (KM670/671NL), APP’yi BACE1 için daha iyi bir substrat 

haline getirmektedir (121). Bu mutasyona sahip farelerde, BACE1’in susturulması 

sonucu hipokampal hafıza kayıplarının düzeldiği görülmüştür (73). Bu durum, BACE1 

inhibisyonunun AH tedavisinde terapötik bir hedef olabileceğine işaret etmektedir 

(117). Ancak BACE1’in başka fizyolojik substratları da bulunduğu için enzimi 

tamamen inhibe etmek çeşitli problemlere neden olmaktadır. BACE1’in substratları, 

membrana bağlı proteinler olup, tip I transmembran proteinleri daha yaygındır (122). 

APP homolog proteinleri APLP1 ve APLP2, p-selektin glikoprotein ligand-1 (PSGL-

1), düşük dansiteli lipoprotein reseptör-bağlı protein, voltaj kapılı sodyum kanalı β2 

altbirimi, neuregulin-1 (NRG1) ve neuregulin-3 (NRG3) BACE1 tarafından işlenen 

proteinlerden bazılarıdır (123). Bu proteinlerin çoğu, kontakt-bağımlı hücreler arası 

iletişimle ilişkilidir veya reseptör olarak görev alır, ayrıca sinir sisteminde ve diğer 

organlarda belirli rolleri bulunmaktadır (122). Örneğin, NRG1 ve NRG3 proteinlerinin 

BACE1 tarafından kesiminin engellenmesi sonucunda, miyelin kılıf kalınlaşmasında 

azalma görülmektedir. Bunun yanında, BACE1’in inhibe edilmesi PSGL-1 proteininin 

görev aldığı doğuştan ve kazanılmış bağışıklık cevabında lökosit göçünü 
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değiştirmektedir (123). Farklı araştırma grupları tarafından üretilen BACE1 knockout 

farelerinin, farklı fenotipik ve biyokimyasal özellikler gösterdiği rapor edilmiştir. Bazı 

çalışmalar BACE1 knockout farelerin fenotipik olarak doğal tip farelere benzediğini 

ve sağlıklı olduğunu rapor ederken (73); diğer çalışmalarda ise BACE1 knockout 

farelerin çoğunun ilk haftada öldüğü ve hayatta kalanların da kontrol farelerine göre 

daha küçük ve hiperaktif olduğu gözlenmiştir (124). BACE1 tarafından düzenlenen 

önemli hücresel işlemler ve in vivo bulgular, kronik BACE1 inhibisyonunun, toksik 

etkilere neden olabileceğini işaret etmektedir (117).  

Diğer yandan -sekretaz inhibitörleri de AH tedavisinde kullanılabilecek 

potansiyel ajanlardır. Ancak BACE1’e benzer şekilde, -sekretaz da APP’den başka 

substratlar için proteaz görevi görmektedir. γ-sekretaz tarafından kesime uğrayan diğer 

proteinlere örnek olarak, Notch reseptörü, Notch reseptör ligandları delta1 ve delta2, 

reseptör tirozin protein kinaz ErbB4, tümör baskılayıcı gen E-kaderin verilebilir (117). 

Örneğin, γ-sekretaz’ın seçici olmayan inhibisyonu ile engellenen Notch sinyali, 

hücrede anormal lenfosit farklılaşması gibi patolojiler ile sonuçlanmaktadır (125). Bu 

tarz sorunların önüne geçmek için son zamanlarda yapılan araştırmalar, sekretazların 

seçici inhibisyonuna yani modülatör kullanımına odaklanmaktadır (118).   

Aβ peptitler sağlıklı beyinlerde de bulunmaktadır ve AH’de neden oldukları 

toksik etki, oligomer, fibril ve protofibril yapılarına dönüşüp amiloid plaklar şeklinde 

kümeleşmelerinden kaynaklanmaktadır (92). Bu nedenle, AH’yi tedavi etmeye 

yönelik geliştirilen bir diğer yaklaşım da kümeleşmeyi engelleyen ilaçlar kullanmaktır. 

Tramiprosate,  kolostrinin gibi klinik denemelere ulaşmış bazı anti-Aβ agregasyon 

ajanları, bu tip ilaçlara örnek olarak verilebilir. (117).  

Amiloid kaskadını hedef alan üçüncü yaklaşım ise beyinden amiloidin 

uzaklaştırılmasıdır. AH’nin oluşumu ve gelişiminde en önemli patofizyolojik aşama, 

amiloid plaklar olduğu için amiloidin ortamdan uzaklaştırılmasıyla hastalığın 

tedavisine katkıda bulunulacağı düşünülmektedir. Bu amaçla izlenebilecek üç farklı 

yol; amiloid-parçalayıcı enzimlerin aktivitesini arttırmak, amiloidin beyin ve periferal 

dolaşım arasında taşınmasını sağlayan reseptörleri modüle etmek ve amiloid hedefli 

aşılar yardımıyla peptitlerin immünolojik cevap ile direk yok olmasını sağlamak 

olarak sıralanabilir (117). 
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2.6.3. Tau-Temelli Yaklaşımlar 

AH’de gözlenen NFY oluşumunu hedef alan tedavi stratejileri, temel olarak 

tau hiperfosforilasyonunu önleme, tau agregatlarının oluşumunu inhibe etme veya 

mikrotübüllerin stabilizasyonunu arttırmayı amaçlamaktadır. Tau fosforilasyonunda 

görev alan GSK-3β’yı inhibe edebilen lityum  (126), mikrotübülleri stabilize eden 

paklitaksel (127) ve tau oligomerizasyonunu bloke eden metilen mavisi (128), tau 

patolojisini iyileştirmede olumlu sonuçlar veren bileşiklere örnek olarak verilebilir.  

2.6.4. Diğer Yaklaşımlar 

Yukarıda bahsedilen durumlara ek olarak, AH’de patolojik değişime uğrayan 

başka faktörler de bulunmaktadır ve bu değişimlerden bir veya birkaçını hedef alan 

farklı ilaçlar geliştirilmektedir. Örneğin, AH gelişimi sırasında inflamatuar cevap 

oluşumunu hedef alan nonsteroid anti-inflamatuar ilaçların kullanımının, hastalığa 

karşı koruyucu etki gösterdiği gözlenmiştir. Ayrıca antioksidan etki gösteren 

bileşiklerin veya vitaminlerin, kolesterol seviyesini azaltan ilaçların veya nöroprotektif 

yararı gösterilmiş kaspaz inhibitörlerinin, AH ilerleyişini önleyebileceğine dair 

bulgular mevcuttur (115, 117). 

2.7. Kolinerjik Sistem 

 ACh, öğrenme ve hafızada rol oynayan önemli bir nörotransmitterdir (129). 

ChAT enzimi, presinaptik bölgede asetilKoA (AsKoA)’dan koline asetil grubunu 

transfer ederek ACh biyosentezini katalizlemektedir (130). Sinaptik yarığa salıverilen 

ACh, postsinaptik sinir hücresi membranında bulunan nikotinik asetilkolin veya 

muskarinik asetilkolin reseptörüne yüksek afinite ile bağlanarak sinir iletiminin 

gerçekleşmesini sağlamaktadır. Sinaptik yarıkta bulunan ACh ise ChE adı verilen 

enzimler tarafından hızlıca hidrolize edilerek asetat ve koline parçalanmaktadır (Şekil 

2.11.) (131).  
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Şekil 2.11. Sinapsta kolinerjik sinir iletimi. Presinaptik nöronda ACh, ChAT enzimi 

ile AsKoA ve kolin’den sentezlenmektedir. Veziküller içinde toplanan 

ACh, sinaps boşluğuna salıverilir. Postsinaptik nöron üzerinde bulunan 

reseptörler ile sinyal iletimi, bir sonraki sinir hücresine aktarılır. Sinapsta 

ACh, ChE aktivitesi ile kolin ve asetata parçalanır (132).  

2.7.1. Kolinesterazlar 

Merkezi sinir sisteminde iki tip ChE bulunmaktadır: Asetilkolinesteraz (AChE, 

EC 3.1.1.7) ve bütirilkolinesteraz (BChE, EC 3.1.1.8) (Şekil 2.12.). ChE’ler, ~574 

aminoasitten oluşan glikoprotein yapısındaki serin hidrolazlardır  (133). AChE ve 

BChE sırasıyla; insan kromozomu 7 ve 3’de bulunan farklı genler tarafından 

kodlanmaktadır (5). Torpedo AChE ve insan BChE sekans dizileri, %51-54 oranında 

aynı olmakla birlikte %70-72 oranında benzerdir (133). Sağlıklı bireylerde AChE, kas 

ve sinir sisteminde bol miktarda bulunurken, BChE öncelikle karaciğerde sentezlenir 

ve sonrasında plazmaya salıverilir (134). Beyinde, AChE genelde nöronlarda, BChE 
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ise endotel hücrelerin ve nöronların yanında çoğunlukla glia hücrelerinde 

bulunmaktadır (135).  

 

Şekil 2.12. Torpedo AChE’nin ve insan BChE’nin üç boyutlu yapısı. (A) Torpedo 

AChE’nin yapısı şeritler halinde gösterilmiştir: Pembe çubuklar ve nokta 

yüzey, korunmuş aromatik aminoasitleri (14 adet); turuncu top ve çubuk, 

aktif bölgeye bağlanmış substrat (ACh) modelini göstermektedir (136). 

(B) İnsan BChE’nin üç boyutlu yapısı. (C) İnsan BChE’nin aktif bölgesi. 

Yeşil, karbon atomlarını; mavi, azot atomlarını; kırmızı, oksijen 

atomlarını; mor, Ω ilmeğini; açık mavi, açil bağlama cebini 

göstermektedir. (137). 

Kolinesterazlar arasındaki temel farklılıklar, sağlıklı ve AH’li beyinlerdeki iki 

enzimin rollerini açıklamaktadır. Sağlıklı beyinlerde ChE aktivitesinin %80’i AChE 

tarafından gerçekleştirilirken, kalan aktiviteden BChE sorumludur (138). 

Kolinesterazların her monomerinde 20 Å derinliğinde, substratın girdiği, fakat 
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aminoasitlerce farklılık gösteren bir katalitik bölge bulunmaktadır. AChE’nin aktif 

merkez oyuğu hacmi (302 Å3), BChE’ninkinden (502 Å3) yaklaşık 200 Å3 daha 

küçüktür (134). Bu durum, kolinesterazların substrat seçicilikleri ve inhibitörlere olan 

seçici duyarlılıklarında farklılıklara neden olmaktadır. AChE’nin, ACh’e olan 

spesifitesi, BChE’ye göre daha fazladır. BChE, ayrıca nöroaktif peptitler gibi farklı 

moleküllerin metabolizmasında da rol oynamaktadır (139).  

AChE ve BChE, amfifilik ya da çözünür olmak üzere aynı katalitik 

altbirimlerden oluşan farklı globüler ve asimetrik moleküler formlara sahiptir. Merkezi 

sinir sisteminde, dört globüler protein altbiriminden oluşan G4 formu ve monomerik 

olan G1 formları,  her iki enzimde de gözlenmesine rağmen, dimerik G2 formu ise 

sadece AChE de bulunmaktadır (140). Tetramerik G4 formu, 20 kDa uzunluğunda 

prolince zengin hidrofobik bir çıpayla (PRiMA) plazma membranına tutunmaktadır. 

Bu form, AChE’nin merkezi sinir sistemindeki en yaygın formunu oluşturmaktadır 

(141). G4 formunun tam tersine, G1 formunun miktarı daha azdır ve ACh yıkımında 

minör rol oynamaktadır (140). Memelilerde bu formların yanında, enzimlerin üç adet 

tetramerik formunun kollajen bağlayıcılar ile membrana tutunduğu asimetrik yapıdaki 

kollajen-kuyruklu formları da bulunmaktadır (142).  

2.7.2. Alzheimer Hastalığında Kolinerjik Sistem 

Kolinerjik bazal ön beyin (CBF) sistemi, septal/diagonal kompleks ve 

Meynert’in bazal nükleusu içindeki magnoselüler hiperkromik nöronlardan 

oluşmaktadır. CBF nöronları, hipokampus, amigdala ve neokorteks bölgelerine majör 

kolinerjik sinir dokusunu sağlamakta olup, hafıza, öğrenme ve davranış gibi 

fonksiyonlarda rol oynamaktadır. AH’de kolinerjik nöronlarda bozulmalar 

görülmektedir (143). Otopsi yapılan Alzheimerlı beyinlerde, CBF çekirdeğinde total 

nöronal populasyonun %75’ini aşan sinir hücresi kaybına ek olarak (26), ACh 

sentezinden sorumlu olan ChAT enzim aktivitesinde de düşüş gözlenmiştir (2). AH’de 

gözlenen kolinerjik aktivitedeki bozulmalar, bilişsel azalma ve hafıza kaybı ile 

bağlantılıdır (25). ACh’nin öğrenme ve hafızadaki rolünün anlaşılmasıyla, AH 

patolojisinde “kolinerjik hipotez” kavramı ortaya çıkmıştır. Kolinerjik hipotez, AH’de 

gözlenen bilişsel, fonksiyonel ve davranış bozukluklarının ortaya çıkmasında azalan 

kolinerjik iletimin önemli bir rolü olduğunu vurgulamaktadır. Ancak AH’nin erken 
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evrelerinde veya hafif bilişsel bozulmaya sahip hastalarda kolinerjik eksikliğin 

olmaması, bu hipotezi kısıtlayan bir durumdur (132).  

AH’de AChE aktivitesi %55-67 oranında azalırken, BChE aktivitesi %80’e 

kadar artmaktadır (138). Ayrıca, AH’de senil plak sayısı ile kolinesterazların aktivite 

değişimleri arasında da bir bağlantı mevcuttur. Plak sayısı arttıkça BChE aktivitesinde 

artış olurken, AChE aktivitesi ise azalmaktadır (25). Kolinerjik sistemdeki önemi 

geçmiş yıllarda gözardı edilen BChE’nin, AH’de aktivitesinin artması, BChE’yi hedef 

alan çalışmalara bir ivme kazandırmıştır.  BChE’nin ACh hidrolizinde destekleyici bir 

rol oynadığı gözükmesine rağmen, AChE yokluğunda enzimin fonksiyonel önemi 

artmaktadır.  AChE knockout farelerle yapılan araştırmalar,  BChE’nin AChE 

aktivitesini kompanse edebildiğini kanıtlamıştır (144). BChE’nin insan beynindeki 

rolünü analiz etmek için yapılan detaylı histokimyasal çalışmalar, enzimin memeli 

merkezi sinir sisteminde ChAT ile birlikte (145) tüm hipokampal ve temporal 

neokortikal bölgede bulunduğunu ve bu bölgelerde asetiltiyokolini (sentetik ACh) 

hidroliz ettiğini göstermiştir (146).  

Alzheimerlı beyinde AChE ve BChE, NFY’lerin (147) ve amiloid plakların 

yapısında bulunabilen enzimlerdir (Şekil 2.13.) (148). AChE, Aβ’yi içeren 

kompleksler oluşturarak Aβ peptitlerin agregasyonunu indüklemektedir (149). 

AChE’yi ve Aβ peptitleri içeren kompleksler, AChE’nin biyokimyasal özelliklerinin 

değişmesine ve amiloid fibrillerin nörotoksisitesinin arttırmasına neden olmaktadır 

(150). AChE’nin amiloid plak yapısına katılan formu, çözünür G1 ve G2 formlarıdır. 

Diğer yandan, membrana bağlı G4 formunun ise APP işlenmesinde rolü olduğu 

düşünülmektedir. AChE ve APP arasında gen düzeyinde de bir ilişki bulunmaktadır. 

Holo APP, hafıza oluşumunda rol alan early growth response protein 1 (EGR-1) 

geninin ekspresyonunu negatif olarak etkilerken; EGR-1, AChE geninin promoter 

bölgesine bağlanabilmektedir. AChE’nin amiloid patolojisine hangi mekanizmalar 

üzerinden etki ettiği hala araştırılmaktadır  (Şekil 2.14.) (151). BChE’nin ise plak 

olgunlaşmasının daha geç dönemlerinde amiloid plaklara eklendiği (152), ve protein-

protein bağlantısına olan eğilimi (153) veya Aβ agregasyonunu etkilediği bilinen metal 

iyonları tarafından etkilenmesi (154) sonucunda Aβ peptitlerin diffüz formdan 

kompakt forma geçişini tetiklediği düşünülmektedir (152).  
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Şekil 2.13. İleri derecede AH patolojisine sahip insan beyni korteks bölgesinde, AChE 

ve BChE için boyanmış plakları gösteren fotomikrograflar. (A) AChE için 

boyanmış kesit. (B) BChE için boyanmış kesit (155). 

 

 

Şekil 2.14. Hücrelerde AChE ile APP dağılımı/işlenmesi ve önerilen gen 

düzenlenmesi (151).  
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2.8. Kolinesteraz İnhibitörleri 

AH’de kolinerjik sistemin olumsuz olarak etkilenmesi, hastalığın tedavisinde 

kullanılmak üzere pek çok kolinesteraz inhibitörlerinin geliştirilmesine neden 

olmuştur. Böylece ACh’yi hidroliz eden ChE’lerin inhibisyonu sağlanarak, azalan 

ACh’nin düzeyinin artırılması ve kolinerjik fonksiyonun iyileştirilmesi hedeflenmiştir.  

AH’nin semptomatik tedavisinde ChE inhibitörlerinin kullanımı, standart bir 

yöntem olup (4), günümüzde FDA tarafından onaylı beş ilaçtan üçü ChE inhibitörüdür: 

Donepezil, galantamin ve rivastigmin. Bu üç ilaca ek olarak, iyonik glutamat 

reseptörünün bir tipi olan NMDA antagonisti memantin ile birlikte donepezili içeren 

çift etkili bir ilaç daha bulunmaktadır. FDA onaylı son ilaç ise sadece memantini 

içermektedir. Onaylanan ilk ChE inhibitörü olan takrin ise hepatoksisite gibi yan 

etkilere neden olduğu için kullanımdan kaldırılmıştır (3). Tablo 2.2.’de FDA 

tarafından onaylı ChE inhibitörleri ile ilgili detaylı bilgiler verilmektedir. ChE 

inhibitörleri ile tedavi iki aşamadan oluşmaktadır: Klinik olarak verimli dozu 

belirlemek için doz-artış fazı ve en uygun terapötik dozun uygulandığı durağan faz (4).  

Tablo 2.2. AH tedavisinde kullanılan FDA tarafından onaylı kolinesteraz inhibitörleri 

(3, 4, 156). 

Bileşik  İlaç ismi Kimyasal 

sınıf 

Etki 

aralığı 

AChE 

IC50 

(nM) 

BChE 

IC50 

(nM) 

Seçicilik 

Donepezil Aricept Piperidin Tüm 

evreler 

323 ± 

126 

12800 

± 700 

AChE > BChE 

( 40 kat) 

Galantamin Razadyne Alkoloid Hafif- 

orta 

5000 ± 

170 

59200 

± 1700 

AChE > BChE 

( 12 kat) 

Rivastigmin Exelon Karbamat Hafif- 

orta 

4760 ±  

110 

238 ± 

20 

BChE > AChE 

(20 kat) 

Bu bileşiklerin yanında onaylı olmayan fakat araştırma aşamasında olan ve 

klinik denemelere girmiş başka ChE inhibitörleri de bulunmaktadır. Fizostigmin, 

metrifonat, eptastigmin ve (-) huperzin A bunlardan birkaçıdır. Herbir ChE inhibitörü 

enzim seçiciliği, hedef enzime bağlanma şekli ve inhibisyon tipi açısından farklılıklar 
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göstermektedir. Bu durum, farklı yapıdaki kolinesteraz inhibitörlerinin AH 

tedavisinde farklı etkiler göstermesine neden olmaktadır (157).  

 Kolinerjik sistemi hedef alarak ACh düzeyini arttırmaya yönelik ilaçlar, 

Alzheimerlı hastalarda semptomatik yarar sağlamasına rağmen bu ilaçların 36 aya 

kadar süren olumlu etkileri, onların AH patolojisi üzerinde yavaşlatıcı etkilerinin de 

olabileceği ihtimalini ortaya çıkarmıştır (6, 7). Bazı ChE inhibitörleri ile farklı hücre 

hatları (158, 159) ve hayvan modelleri (160, 161) kullanılarak yapılan son çalışmalar, 

bu inhibitörlerin kolinerjik etkilerinin yanında Aβ düzeylerini de azaltarak amiloid 

metabolizmasını düzenleyebildiğini göstermiştir. Ayrıca kolinerjik aktivasyon ve APP 

metabolizması arasındaki bağ, AH patolojisinin birçok yönünü hedef alan ilaç 

araştırmaları dönemini başlatmıştır. 

2.9. Alzheimer Hastalığının Tedavisinde Fenotiyazin Yapılı Bileşiklerin 

Kullanımı  

Fenotiyazinler, S(C6H4)2NH kimyasal çekirdeğe sahip azot ve sülfür içeren 

trisiklik bileşiklerdir (Şekil 2.15.). Ana fenotiyazin bileşiğinin (10H-dibenzo-1,4-

tiyazin) 1883’te Bernthesen tarafından sentezlenmesinden günümüze kadar beş binden 

fazla fenotiyazin türevi elde edilmiştir  (162). Fenotiyazin yapılı bileşikler, azota bağlı 

yan zincirdeki farklılıklara göre üç ana alt gruba ayrılmaktadır: Asiklik grup taşıyan 

alifatik bileşikler, piperidin-türevi grup taşıyan piperidinler ve piperazin-türevi yan 

zincir taşıyan piperazinler (163).  

 

Şekil 2.15. Fenotiyazinin yapısı (162, 163).  

Fenotiyazin yapılı bileşikler çeşitli biyolojik ve kimyasal özelliklere sahip 

oldukları için veterinerlik, farmakoloji ve biyotıp alanlarında kullanılmaktadır (162, 

164). Fenotiyazinlerin sentezlendikten sonraki ilk tıbbi kullanımı, sıtma tedavisi için 
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olmuştur. Ayrıca fenotiyazinlerin antifungal, insektisit, antihelmintik ve 

antihistaminik ilaçlar olarak kullanımı da söz konusudur (163, 164). 

Fenotiyazin yapılı bileşikler, hücre fizyolojisinde önemli rolleri olan kalsiyum-

bağlayıcı protein kalmoduline bağlanmaktadır. Bu nedenle, kalmodulin tarafından 

düzenlenen ve değişik biyokimyasal yolaklarda görev alan birçok enzimin 

aktivitesinde azalma meydana gelmektedir (165). Benzer şekilde fenotiyazin yapılı 

bileşikler, protein kinaz C’yi de inhibe etmektedir (166). Fenotiyazinlerin enzimler 

üzerindeki inhibe edici etkisi kimyasal yapılarından kaynaklanmaktadır (165, 166).  

Fenotiyazin yapılı bileşikler, son 50 yıldır dünyada en çok reçetelenen 

psikotropik ilaçlardır. İlaçların nöroleptikler olarak psikiyatrik uygulamalarda 

kullanılması, merkezi sinir sisteminde özellikle dopaminerjik reseptörlere yüksek 

afinite ile bağlanabilme özelliklerinden kaynaklanmaktadır (167). Ayrıca, fenotiyazin 

türevleri α-adrenerjik, serotonin, histamin, muskarinik veya GABA-erjik sinir 

reseptörlerini de inhibe etmektedir (168). Nöroleptik fenotiyazin yapısındaki ilaçların, 

membran lipid tabakasına yüksek afiniteleri bulunur ve kan-beyin bariyerini kolayca 

geçebilirler çünkü lipofilik halka yapıları ve özellikle 2. ve 10. pozisyonda bulunan ve 

lipofilitelerini daha da arttıran yan zincirleri mevcuttur (169).  

Bazı fenotiyazin türevleri ise neoplastik ve genotoksik olarak zarar görmüş 

hücreler üzerinde anti-proliferatif etki göstermektedir. Fenotiyazinlerin bu özellikleri, 

kanser tedavisinde destekleyici olarak kullanılmalarına olanak sağlamaktadır. 

Bileşikler, toksik olmayan dozlarda uygulandıkları zaman, kanser hücrelerinin 

tedavisinde kullanılan radyasyonun ve diğer kimyasal ilaçların toksik etkisini 

arttırmaktadır (163).  

Son yıllarda yapılan araştırmalar, fenotiyazin yapılı bileşiklerin, AH gibi 

serebral patolojilerin tedavisinde de kullanılabileceğine işaret etmektedir. Nöronal 

hücre kültürü ve farklı nörodejeneratif hastalık modelleri kullanılarak yapılan 

çalışmalar sonucunda fenotiyazin halkasındaki azota bağlı yan zincir taşımayan 

bileşiklerin,  düşük dozlarda uygulandıklarında bile antioksidatif ve nöroprotektif 

etkiler gösterdiği bulunmuştur (170). Bu durum, hücre içinde fenotiyazinlerin azot 

üzerindeki hidrojeni uzaklaştırarak radikalleşmesi ve böylece yüksek antioksidan 

özelliğine sahip olmasıyla açıklanmaktadır (164). Ayrıca, prion ile enfekte olmuş 

transgenik fare modellerinden elde edilen sinir hücrelerinde, fenotiyazin yapılı 
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bileşiklerin, yanlış katlanmış prion proteinini stabilize ederek amiloid fibril oluşumunu 

inhibe ettiği gösterilmiştir (171).  

Fenotiyazin yapılı bileşiklerin nöroprotektif ve anti-prion etkilerinin yanında, 

kolinesterazlar üzerinde de inhibe edici etkilere sahip olmaları, bu bileşiklerin AH 

tedavisinde potansiyel ilaç adayları olabileceğini düşündürmektedir. Örneğin, 

fenotiyazin yapılı bileşiklerden biri olan metilen mavisi (MethB), AH tedavisinde 

kullanılmak üzere detaylı olarak araştırılan ve faz III klinik denemelerine ulaşmayı 

başarmış güçlü bir terapötik ajandır. Yapılan araştırmalar sonucunda MethB’nin her 

iki ChE’yi inhibe ettiği (172), toksik çözünür Aβ formlarını zararsız öncüllere 

dönüştürdüğü (173), proteozom aktivitesini etkileyerek Aβ  klirensini arttırdığı (174), 

tau oligomerizasyonunu bloke ettiği (128) ve BACE1 aktivitesini inhibe ettiği (175) 

bulunmuştur. Faz II çalışmaları sırasında MethB’nin absorpsiyonu, metabolizması ve 

dağılımı ile ilgili problemlerin ortaya çıkması ile daha sonraki klinik denemelerde 

MethB’nin redükte formu olan löko-MethB kullanılmaya başlanmıştır  (176). Ancak 

löko-MethB’nin faz III klinik denemeleri de başarısızlıkla sonuçlanmıştır fakat 

gelecekte yeni denemeler planlanmaktadır (177).  

2.10. Çalışmada kullanılan fenotiyazin yapılı bileşikler 

Toluidin mavisi (TBO) ve tiyonin (TH), MethB’ye yapıca benzerlik gösteren 

fenotiyazin yapılı bileşiklerdir (Şekil 2.16.). Her iki bileşik de radikal hale 

dönüşebildikleri için redoks özellik göstermektedir (178, 179).  

TH, fotogalvanik hücrelerde, ışığı elektrik enerjisine çevirme (180) veya 

nanopartikül yapımı (181) gibi sanayi alanlarında geniş kullanım alanına sahiptir. 

Henüz yapılan bir çalışmada, prostat spesifik antijeni tayin etmede kullanılan 

elektrokimyasal sandviç immunoassay yönteminde, yaban turbu peroksidazı ile 

birlikte, TH ile konjuge edilmiş poliklonal antikor kullanımının, sensörün 

elektrokimyasal sinyalini arttırdığı gösterilmiştir (182). Ayrıca virüslerin, lökositlerin 

ve bakterilerin sebep olduğu kontaminasyon durumlarında, TH varlığında yapılan 

fotodinamik tedavi ile patojenler inaktive edilebilmektedir (183).  
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Şekil 2.16. Çalışmada kullanılan fenotiyazinlerin yapısı. 

Benzer şekilde TBO da mikrobiyal enfeksiyonlarda ve oral biyofilmlerde 

fotodinamik tedavide kullanılan etkili bir fotosensitizerdir (184). Bunun yanında, 

TBO, oral ve midesel neoplazmaları takip etmede (185) ve tiroit ameliyatı sırasında 

paratiroit bezini saptamada (186) canlı hücreleri ve dokuları boyama için 

uygulanmaktadır. Ayrıca TBO koyunda (187), köpekte ve insanlarda (188) 

methemoglobinemiyi tedavi etmek için de kullanılmıştır. Yapılan çalışmalar her iki 

bileşiğin de DNA (189), çift zincirli RNA (190) ve mRNA’nın poliA kuyruğuna (191) 

güçlü bir şekilde bağlandığını göstermiştir. Bu özellikleri sayesinde, bileşiklerin 

patojenik organizmalarda veya kanser hücrelerinde RNA ve DNA gibi yapıları hedef 

alan terapötik ajanlar olarak kullanılabileceği de düşünülmektedir (190). 

 TBO ve TH’nin AH tedavisinde kullanılabileceğine dair ilk bulgu, Wischik ve 

ark. tarafından yapılan bir araştırmaya aittir (192). Çalışmada, in vitro koşullarda AH-

benzeri tau agregasyonu oluşturulmuş ve bazı fenotiyazin yapılı bileşiklerin bu model 

üzerindeki inhibisyonu incelenmiştir. Elde edilen sonuçlara göre, TBO’nun (Ki=69 

nM) kesik tau proteininden oluşan agregatlar üzerine inhibitör etkisinin, TH’den 

(Ki=98 nM) daha fazla olduğu bulunmuştur. Bununla birlikte TH’nin tau-tübülin 

bağlanmasını inhibe ettiği gözlenmiştir (Ki=7.86 nM). MethB ise tau-tau bağlanmasını 

TBO ve TH’den çok daha az etkili olarak inhibe etmiştir (Ki= 3.4 µM) (192). TBO’nun 

ve MethB’nin antioksidan özelliklerinin incelendiği bir başka araştırmada ise, her iki 

bileşiğin farklı nörolojik hastalıkların tedavisinde nöroprotektif etki sağlayabileceği 

ileri sürülmüştür  (193).  
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Anabilim dalımızda daha önce gerçekleştirilen çalışmalar sonucunda, 

TBO’nun (Ki=0.0080.003 µΜ) ve TH’nin (Ki=2.1 0.42 µΜ) insan BChE’yi 

nonlineer olarak inhibe etttiği ve TBO’nun insan eritrosit AChE’si üzerinde lineer 

karışık tip inhibisyona neden olduğu bulunmuştur (Ki= 0.0410.005 μM). Bölge 

yönelimli mutagenez çalışmaları ise TBO’nun  insan BChE’ye bağlanmasında enzimin 

periferal anyonik bölgesinin önemli rol oynadığını göstermiştir (8). Sözü edilen 

bileşiklerin, in vitro tau agregasyonunu inhibe etmelerinin yanında kolinesterazları da 

güçlü seviyede inhibe etmeleri, her ikisinin de AH tedavisinde kullanılabilecek 

potansiyel ilaç adayları olabileceğini düşündürmektedir.   
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1. Gereçler 

AH’nin üç nöropatolojik özelliğini taklit eden (yaşa bağımlı Aβ patalojisi, tau 

patolojisi ve bilişsel fonksiyonlarda azalma) 3xTg-AD transgenik fareler (B6;129-

Psen1 tm1Mpm Tg(APPSwe,tauP301L)1Lfa/Mmjax; n= 40; 3 aylık; dişi), 

Jackson Laboratuvarı’ndan (Bar Harbor, Maine, ABD) satın alındı. 

İnsan doğal tip APP751 ve insan doğal tip presenilin 1’i birlikte eksprese eden 

Çin hamster over (PS70) hücreleri Prof. Sascha Weggen (Heinrich Heine Üniversitesi, 

Düsseldorf, Almanya) tarafından temin edildi. 

İnsan APP (kat# KHB0051), insan Aβ40 (kat#KHB3481) ve ultrasensitiv insan 

Aβ42 (kat# KHB3544)  ELISA kitleri, Invitrogen’den (ABD); ECL, Super Signal West 

Femto kit ve BCA protein assay kit, Pierce’dan (ABD); Bio-Rad protein assay kit, 

Bio-Rad’den (ABD);  toluidine blue O (TBO) ve tiyonin asetat (TH), Sigma-Aldrich 

(St. Louis, ABD)’den satın alındı.  Aksi belirtilmediği takdirde; diğer tüm kimyasallar, 

Sigma–Aldrich, Merck (Almanya) veya Biological Industries (Israil)  kaynaklıydı.  

3.1.1. Aletler 

Hücre kültürü çalışmaları için Hacettepe Üniversitesi Eczacılık Fakültesi 

Biyokimya Anabilim Dalı’nda mevcut olan alt yapıdan (laminar flow kabin, 

karbondioksitli inkübatör, soğutmalı santrifüj, inverted mikroskop vb.) yararlanıldı.  

ELISA ve protein tayinleri için Biotek Powerwave mikroplaka okuyucusu 

(BioTek, Highland Park, ABD), protein elektroforezi ve transferi için ise sırasıyla; 

Bio-Rad Mini-Protean 3 ve Bio-Rad Mini Trans-Blot elektroforetik transfer hücresi 

kullanıldı. Jel ve membranların görüntülenmesi,  Bio-Rad ChemiDoc XRS+ jel 

görüntüleme cihazı (Bio-Rad, ABD) kullanılarak gerçekleştirildi. Akım sitometri 

çalışmaları için Hacettepe Üniversitesi Kök Hücre Araştırma ve Uygulama 

Merkezi’nde bulunan FACS Aria akım sitometri cihazından (Beckon Dickinson 

Biosciences, ABD) ve formik asitin uzaklaştırılmasında Ankara Üniversitesi 

Biyoteknoloji Enstitüsü’nde bulunan Benchtop Manifold freeze dryer cihazından 

(Millrock, Kingston, NY, ABD) yararlanıldı. 
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3.2. Yöntemler 

3.2.1. PS70 Hücre Kültürü 

Çalışmada, amiloid patolojisi hücre modeli olarak PS70 hücreleri kullanıldı. 

 PS70 hücreleri (pasaj sayısı≤5), 75 cm2’lik flakonlar içerisinde %10 fötal sığır 

serumu (FBS), %1 sodyum piruvat ve 100 Ü penisilin-0.1 mg/ml streptomisin içeren 

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) ortamında, 37oC’de ve %5 CO2 

varlığında, %80-90 yaygınlık gösterene kadar çoğaltıldı. Hücreler yaygınlık 

gösterdiğinde %0,25 tripsin-EDTA ile pasajlama gerçekleştirildi. Ara dönemlerde ise 

hücreler antibiyotik içermeyen, %5 DMSO içeren tam hücre kültür ortamı içerisinde 

dondurularak saklandı.  

3.2.2. Fenotiyazin Yapılı Bileşikler ile Muamele ve Hücre Lizatlarının 

Hazırlanması 

 PS70 hücreleri, 6 kuyucuklu veya 100 mm’lik hücre kültür plaklarına,  

sırasıyla; her kuyucukta 2.5-3 x 105 hücre veya her plakta 1.5-2 x 106 hücre olacak 

şekilde hücre kültürü ortamı içinde ekildi. Hücreler tutunup %80-90 yaygınlık 

gösterene kadar çoğaltıldı.  

Stok TBO ve TH çözeltileri (0,25-3 mM) sırasıyla; PBS ve metanol içerisinde 

taze olarak hazırlandı ve 0,2 µm membran filtreler kullanılarak sterilize edildi. 

Uygulama günü hücre kültür ortamı, %1 FBS ve %1 sodyum piruvat içeren taze 

renksiz DMEM ortamı ile değiştirilerek, PS70 hücreleri, son konsantrasyonları 1,25-

15 µM olacak şekilde fenotiyazin yapılı bileşiklerle (10 µl) veya PBS/metanol 

(kontrol, 10 µl) ile 37oC’de ve %5 CO2 varlığında 6 saat veya 24 saat muamele edildi.   

Fenotiyazin yapılı bileşiklerin sekrete sAPPα, Aβ40 veya Aβ42 düzeyleri 

üzerine etkisini incelemek için kültür ortamları toplandı, proteaz inhibitör karışımı 

eklenerek analizlerde kullanılmak üzere porsiyonlar halinde -20oC’de saklandı. 

Hücreler ise soğuk PBS ile iki kez yıkandıktan sonra, 1 mM EDTA, 1 mM 

fenilmetilsulfonil florür (PMSF) ve proteaz inhibitör karışımı içeren RIPA tamponu 

(150 mM NaCl, %1 IGEPAL® CA-630, %0,5 sodyum deoksikolat, %0,1 SDS ve 50 

mM Tris, pH 8.0) ile 10 dk muamele edilerek, adhere hücrelerin plaklardan 

ayrılmasına izin verildi. Hücre süspansiyonları,  daha sonra 4oC ve 13.000 g’de 20 dk 
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santrifüjlendi ve elde edilen süpernatantlar, hücre lizatları olarak analizlerde 

kullanılıncaya kadar porsiyonlar halinde  –20oC’de saklandı. 

3.2.3. Fenotiyazin Yapılı Bileşiklerin Hücre Canlılığı Üzerindeki 

Etkilerinin Akım Sitometri ile Değerlendirilmesi 

 Fenotiyazin yapılı bileşiklerin PS70 hücre canlılığı üzerindeki etkileri, akım 

sitometri yöntemi ile aşağıdaki protokol uygulanarak analiz edildi:  

 PS70 hücreleri, 6 kuyucuklu hücre kültür plaklarına ekildi, 37 oC’de ve %5 

CO2 varlığında 24 saat inkübe edilerek hücrelerin plağa tutunmasına izin verildi. 

Uygulama günü ortam, %10 FBS ve %1 sodyum piruvat içeren taze DMEM ile 

değiştirildi. Daha sonra hücreler, son konsantrasyonu 1,25-15 M/kuyucuk olacak 

şekilde ortama eklenen fenotiyazin yapılı bileşikler (10 l) veya PBS/metanol (kontrol, 

10 l) ile 37oC’de ve %5 CO2 varlığında 6 saat veya 24 saat muamele edildi. Muamele 

sonrasında her bir kuyucuktaki kültür ortamları FACS tüplerine (5 ml) alındı. Hücreler 

bir kez 0,5 ml PBS ile yıkandı ve yıkama sonrasında bu sıvı, FACS tüpü içerisine 

aktarıldı. Daha sonra her kuyucuk, %0,25 tripsin-EDTA (0,5 ml) ile 5 dk inkübe 

edilerek, hücrelerin kuyucuklardan ayrılmasına izin verildi. Plaklardaki 

kuyucuklardan ayrılan hücrelerin üzerine tripsini inaktive etmek amacıyla; hemen 1,5 

ml DMEM eklendi ve hücre süspansiyonları, FACS tüplerine aktarıldı. Kuyucuklar, 

iki kez 0,5 ml PBS ile yıkandı ve yıkama sonrasında bu sıvılar da aynı FACS tüpleri 

içerisine eklendi. Daha sonra FACS tüpleri içerisindeki hücre süspansiyonları, 750 

g’de 5 dakika santrifüjlendi. Çöken hücrelerin üzerindeki sıvı uzaklaştırıldı ve hücreler 

1 ml PBS ile yıkanarak, karışım 750 g’de 5 dk tekrar santrifüjlendi. Daha sonra PBS 

uzaklaştırılarak tüplerdeki çöken hücrelerin üzerine propidyum iyodür/PBS (5 g/ml, 

200 l) eklendi. Her analiz, FACS Aria akım sitometri cihazında 10.000 hücre/sn 

olacak şekilde gerçekleştirildi (Eksitasyon: 351 nm; Emisyon: 617 nm). Veriler, BD 

FACSDiva v6.1.2 yazılımı ile analiz edildi ve elde edilen sonuçlar, kontrole göre canlı 

hücre yüzdesi olarak gösterildi.   
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3.2.4. 3xTg-AD Fareler 

AH’nin nöropatolojik özelliklerini (yaşa bağımlı Aβ patalojisi, tau patolojisi ve 

bilişsel fonksiyonlarda azalma) gösteren 3xTg-AD farelerde (B6;129-Psen1tm1Mpm 

Tg(APPSwe,tauP301L)1Lfa/Mmjax) ailesel Alzheimer hastalığı ile ilişkili APP İsveç 

mutasyonu, MAPT P301L mutasyonu ve PSEN1 M146V mutasyonu olmak üzere 3 

adet mutasyon mevcuttur (Şekil 3.1.). Bu transgenlerin aşırı ekspresyonu, hipokampus 

ve serebral korteksi içeren merkezi sinir sistemi ile kısıtlıdır.  

 

Şekil 3.1. 3xTg-AD transgenik fareler. 

3xTg-AD farelerde Aβ depolanması, bazı beyin bölgelerinde 3-4 aya kadar 

erken yaşlarda görülebilmesine rağmen, hücre dışı Aβ depolanması, ön kortekste 6. 

aydan sonra gözlenebilmekte ve 12. aydan sonra çok yüksek seviyelere çıkmaktadır. 

Bu tip farelerde konformasyonel olarak değişmiş ve hiperfosforillenmiş tau agregatları 

ise 12-15 ay gibi daha geç yaşlarda hipokampus bölgesinde gözlenmektedir. Ayrıca 

3xTg-AD farelerde, uzun süreli potensiyalizasyon (LTP) eksikliğini içeren sinaptik 

fonksiyon bozukluğu da plaklar ve düğümlerden önce meydana gelmektektedir. Şekil 

3.2.’de 3xTg-AD farelerin yaşla birlikte değişen fenotip karakterizasyonu detaylı 

olarak verilmiştir (194, 195). 
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Şekil 3.2. 3xTg-AD farelerde yaşla birlikte değişen fenotip karakterizasyonu (196). 

Literatürde, erkek 3xTg-AD farelerin tanımlanan fenotipik özellikleri 

göstermeyebileceği rapor edildiği için çalışmada sadece dişi transgenik fareler 

kullanıldı (197, 198). Jackson Laboratuvarı’ndan satın alınan 3xTg-AD fareler (3 

aylık, n=36, dişi), Gazi Üniversitesi Deney Hayvanları Birimi’nde standart ışık (12 

saat gün ışığı/12 saat karanlık) altında, su ve yem erişimi serbest olacak şekilde (ad 

libitum) muhafaza edildi. Transgenik farelerin fenotiyazin yapılı bileşiklerle muamele 

edilmesi ve beyin dokularının çıkarılması, Gazi Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel 

Etik Kurulu’ndan alınan onay (G.Ü. ET-13.009) çerçevesinde, Prof. Dr. K. Gonca 

Akbulut önderliğinde veterinerler tarafından etik kurallara uygun olarak 

gerçekleştirildi. 

3.2.5. 3xTg-AD Farelerin Fenotiyazin Yapılı Bileşikler ile Muamelesi 

Çalışma planına göre; 3xTg-AD fareler  (3 aylık), iki gruba ayrıldı (Tablo 3.1.): 

Öncelikle fenotiyazin yapılı bileşiklerin Aβ patolojisine olan etkisini incelemek 

amacıyla transgenik farelerden 20’si 7,5 aylık olana kadar, kalan 16’sı ise fenotiyazin 
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yapılı bileşiğin hem Aβ birikimi, hem de tau patolojisi üzerindeki etkisini araştırmak 

amacıyla, 13 aylık olana kadar Gazi Üniversitesi Deney Hayvanları Birimi’nde steril 

koşullarda ve ad libitum beslenme ile yaşlandırıldı.  

Tablo 3.1. 3xTg-AD transgenik farelerin fenotiyazin yapılı bileşiklerle muamele 

edilmesi   

Uygulama yaşı, 

ay 

Uygulama süresi, 

gün 

Uygulanan bileşik n 

7,5 30 

PBS +%5 EtOH 6 

TBO 7 

TH 7 

13 30 
PBS +%5 EtOH 7 

TBO 9 

Fenotiyazin yapılı bileşiklerin A patolojisi üzerindeki etkilerini araştırmak 

amacıyla; 7,5 aylık 3xTg-AD farelere, her gün aynı saatte 4 mg/kg olacak şekilde TBO 

(n=7), TH (n=7) ve %5 etanol içeren PBS (kontrol; n=6) intraperitoneal (i.p) olarak 

(enjeksiyon hacmi, 0.1 ml)  1 ay boyunca uygulandı.  

Daha sonra genç farelerden elde edilen sonuçlara bağlı olarak, TBO’nun hem 

Aβ patolojisi hem de tau hiperfosforilasyonu üzerindeki etkilerini değerlendirmek 

amacıyla; 13 aylık 3xTg-AD farelere, her gün aynı saatte 4 mg/kg olacak şekilde TBO 

(n=9) ve %5 etanol içeren PBS (kontrol, n=7), i.p olarak (enjeksiyon hacmi 0.1 ml) 

1 ay boyunca enjekte edildi.  

Çalışmada fenotiyazin yapılı bileşiklerin uygulama dozu, daha önce çeşitli 

hayvanlar kullanılarak elde edilen toksisite sonuçlarına göre belirlendi. TBO’nun 

intravenöz uygulanması sonrasında LD50 değerleri,  fare, sıçan, tavşan ve koyun için 

sırasıyla; 27.56 mg/kg, 28.93 mg/mg, 13.44 mg/kg (199) ve 10 mg/kg (187) olarak 

rapor edilmiştir. TH’nin intravenöz uygulanması sonrasında kaydedilen LD50 değerleri 

ise fare ve sıçan için sırasıyla; 8.03 mg/kg ve 7.40 mg/kg olarak bulunmuştur (199). 

Ayrıca, paratiroid bezlerinin teşhisinde insanlara uygulanabilecek optimum TBO 

dozunun belirlenmesi için yapılan araştırma sonuçları, 7 mg/kg’den daha düşük 

dozların güvenli olabileceğini önerirken; diğer bir çalışmada ise insanlarda 
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ferrihemoglobin tedavisinde 4 mg/kg TBO kullanılmasının yan etkilere neden 

olmadığı gösterilmiştir (188).  

Çalışmada 3xTg-AD farelere uygulamak üzere, TBO ve TH çözeltileri (1 

mg/ml),  %5 etanol içeren PBS içerisinde her gün taze olarak hazırlandı ve 0,2 m 

membran filtreden geçirilerek sterilize edildi. Uygulama başladıktan sonra, her hafta 

transgenik fareler tartıldı ve uygulama hacmi, her farenin kilosuna göre yeniden 

belirlendi. Uygulama süresi boyunca farelerde herhangi bir hastalık belirtisi veya 

anomali gözlenmedi. 1 ay boyunca fenotiyazinlerle muamele edilen transgenik fareler, 

daha sonra ketamin- ksilazin anestezisi altında feda edilerek beyin dokuları (serebral 

korteks, hipokampus, serebellum ve diğer kısımlar) çıkarıldı, dokular kullanılıncaya 

kadar  -86oC’de saklandı.  

3.2.6. 3xTg-AD Fare Beyin Dokularından Protein Ekstraksiyonu 

Fenotiyazin yapılı bileşikler veya PBS +% 5 EtOH ile muamele edilen 3xTg-

AD farelerin beyin dokuları (hipokampus ve/veya serebral korteks) iki basamaklı 

ekstraksiyon yöntemi kullanılarak aşağıdaki protokole göre homojenize edildi (200). 

Korteks ve hipokampus dokuları, kendi ağırlıklarının 8 katı kadar hacimde 

proteaz inhibitör karışımı içeren RIPA tamponu içerisinde cam Dounce homojenizatör 

ile buz üzerinde parçalandı. Homojenize edilen karışımlar, 4oC’de 100.000 g’de, 1 saat 

15 dakika ultrasantrifüjlendi ve elde edilen süpernatantlar, çözünür fraksiyon (RIPA-

çözünür) olarak kullanılıncaya kadar porsiyonlar halinde, -86oC’de saklandı. 

Kalan pellet üzerine ise, başlangıçtaki doku ağırlığının 8 katı kadar hacimde 

proteaz inhibitör karışımı içeren %70 formik asit eklendi ve pellet 5 sn süreyle 10 kHz 

hızda 3 kez buz üzerinde sonike edildi. Sonikasyonun ardından karışım, oda 

sıcaklığında 150 rpm’de 2 saat karıştırıldı, Daha sonra karışım,  4oC’de 100.000 g’de 

1 saat santrifüjlendi, elde edilen süpernatant, çözünmeyen fraksiyon (FA-çözünür) 

olarak kullanılıncaya kadar porsiyonlar halinde -86 oC’de saklandı.   

3.2.7. Protein Tayini 

Hücre lizatı ve kültür ortamındaki total protein miktarları ile fare korteks ve 

hipokampus doku homojenatlarına ilişkin çözünür proteinleri içeren RIPA-çözünür 

fraksiyon içindeki total protein düzeyleri, BCA protein tayin yöntemine göre belirlendi 
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(201). Fare korteks/hipokampus doku homojenatlarına ilişkin çözünmeyen proteinleri 

içeren formik asit-çözünür fraksiyon içindeki total protein miktarları ise Bradford 

yöntemine göre belirlendi (202).  Her iki yöntemde de bilinen derişimlerde sığır serum 

albümini ile hazırlanan standart eğriler kullanılarak, örneklerdeki total protein 

miktarları tespit edildi.  

3.2.8. sAPP, Aβ40 ve Aβ42 Düzeylerinin ELISA ile Tayini  

In vitro ve in vivo çalışmalar sonrasında fenotiyazinlerin sAPP ve Aβ peptit 

düzeyleri üzerindeki etkileri, sandviç ELISA ile değerlendirildi. ELISA yöntemi, her 

bir kitin protokolüne göre gerçekleştirildi (203, 204).  

ELISA plağına örnekleri yüklemeden önce, olası partiküleri gidermek 

amacıyla; tüm örnekler, 3000 rpm’de, 4 oC’de 5 dakika santrifüjlendi. Ayrıca, hücre 

kültürü ortamı örnekleri ve RIPA-çözünür fraksiyonlar, standart dilüent tampon ile 

seyreltildikten sonra ELISA plağına uygulanırken, FA-çözünür fraksiyonlar, öncelikle 

1:20 oranında nötralizasyon tamponu (1 M Tris-baz, 0,5 M NaH2PO4, pH 11) ile 

nötralize edildi ve sonrasında standart dilüent tampon ile dilüe edilerek ELISA plağına 

yüklendi. Daha sonra kitin protokolüne aynen uyularak, hem standartlar hem de 

örneklerin absorbansları 450 nm’de mikroplaka okuyucusu ile ölçüldü.  

Standart eğri oluşturmada, log-log veya dört parametre lojistik eğri grafikleme 

yöntemleri kullanıldı. Örneklerdeki sAPP, Aβ40 ve Aβ42 miktarları standart eğri 

yardımıyla belirlenerek; bulunan değerler total protein miktarlarına göre normalize 

edildi. 

3.2.9. SDS-PAGE ve Western Blot 

 Hücre Lizatlarının Jele Yüklenmesi 

 PS70 hücrelerinde fenotiyazin yapılı bileşiklerin hücre içi APP ve BACE1 

ekspresyonu üzerine olan etkileri, Western blot yöntemi ile analiz edildi. Hücre 

lizatları (15-25 µg protein) 1:1 oranında 2x Laemmli tamponu (0,125 M Tris/HCl pH 

6.8, %20 gliserol, %4 SDS, %0,0025 bromfenol mavisi, %10 β-merkaptoetanol) ile 

karıştırıldı, 95 oC’de 5 dakika kaynatıldı ve stain free any kD™ Mini-Protean® TGX™ 

precast jele (Bio-Rad) yüklenerek, SDS-PAGE işlemine tabi tutuldu (200 V, ~1 saat). 
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 Fare Hipokampus Doku Homojenatlarının Jele Yüklenmesi  

 Transgenik farelerde TBO’nun APP, BACE1, PS1 ve tau hiperfosforilasyonu 

üzerindeki etkisini değerlendirmek için Western blot yöntemi kullanıldı.  

 RIPA-çözünür örnekler, 2x Laemmli tamponu ile 1:1 oranında karıştırıldıktan 

sonra 95 oC’de beş dakika kaynatıldı.  

 FA-çözünür örnekler ise öncelikle formik asiti uzaklaştırmak amacıyla 

Benchtop Manifold freeze dryer ile kuru buz içerisinde gece boyunca liyofilize edildi. 

Daha sonra pellet üzerine %0,00125 bromfenol mavisi ve %5 β-merkaptoetanol içeren 

tampon (70 mM Tris/HCl pH 6.8, %1,5 SDS, %20 gliserol) eklendi. Çözünmeyi 

kolaylaştırmak için örnekler hafifçe karıştırılarak 95 oC’de beş dakika kaynatıldı.  

 Transgenik farelerin hipokampuslarına ait RIPA- ve FA-çözünür örnekler (30-

50 µg protein), stain free any kD™ Mini-Protean® TGX™ precast jele yüklenerek 

SDS-PAGE işlemine tabi tutuldu (200 V, 1 saat). 

 Membrana Transfer ve Görüntüleme  

SDS-PAGE sonrasında her bir jel, UV ışığı altında 1 dakika aktive edilerek, 

jeldeki proteinler Bio-Rad ChemiDoc XRS+ cihazı ile görüntülendi. Daha sonra 

jeldeki proteinler, Bio-Rad mini trans-blot elektroforetik transfer hücresi kullanılarak, 

PVDF membrana (0,45 µm)  transfer edildi (100 V, 1 saat). Transfer işlemi 

tamamlandıktan sonra, UV ışığı ile aktive edilmiş proteinleri içeren membranın 

görüntüsü alındı.  

Daha sonra membran, %5 yağsız süt tozu içeren TBS-T (20 mM Tris, 150 mM 

NaCl ve % 0,05 (v/v) Tween 20, pH 7.6) tamponu içerisinde oda sıcaklığında 2-3 saat 

çalkalandı,  non-spesifik bölgeler bloklandı. Bloklama sonrasında membran, %3 

yağsız süttozu içeren TBS-T içerisindeki uygun primer antikor (Tablo 3.2.) ile 4oC’de 

gece boyunca inkübe edildi. Membrana bağlanmayan primer antikorun fazlası, 

membranın 3 kez 10 dakika TBS-T tamponu ile yıkanması ile uzaklaştırıldı. Daha 

sonra membran, %3 yağsız süttozu içeren TBS-T tamponu içerisindeki HRP ile 

konjüge sekonder antikor (anti-fare IgG-peroksidaz veya anti-tavşan IgG-peroksidaz, 

1:40.000) ile 1 saat oda sıcaklığında muamele edildi. Bağlanmayan sekonder antikorun 

fazlası, membranın 3 kez 10 dakika süreyle TBS-T tamponu ile yıkanması ile 
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uzaklaştırıldı. Son aşamada protein bantlarını görüntülemek amacıyla membran, ECL 

veya Supersignal West Femto kemilüminesans substrat ile 1-5 dakika inkübe edildi, 

plastik bir membran koruyucu içerisinde Bio-Rad görüntüleme cihazına yerleştirilerek 

görüntülendi. Bantların dansitometrik analizleri ve total proteine göre 

normalizasyonları, ImageLab™, sürüm 5.1 yazılımı kullanılarak gerçekleştirildi.  

Tablo 3.2. Çalışmada kullanılan primer antikorlar 

Primer antikor Hedef Kaynak Dilüsyon 

faktörü 

Sağlayıcı 

Firma 

Anti-β-Amiloid 

1-16 (6E10) 

İnsan beta 

amiloid 1-16 

Fare 

monoklonal 

1:1000 BioLegend  

 

Anti-BACE1  

(C-terminal) 

Beta sekretaz  Tavşan 

poliklonal 

1:1000 BioLegend 

Anti-presenilin 

1 (EP2000Y) 

Presenilin 1 Tavşan 

monoklonal 

1:5000 Abcam 

Anti-Human 

Tau (HT7) 

Epitop insan tau  

159-163 aa 

Fare 

monoklonal 

1:1000 ThermoFisher 

Scientific 

Anti-Human 

PHF-Tau 

(AT270) 

İnsan fosfo 

PHF-tau  

Thr 181 

Fare 

monoklonal 

1:400/1:800 ThermoFisher 

Scientific 

Anti-Human 

PHF-Tau (AT8) 

İnsan fosfo 

PHF-tau  

Ser 202+Thr 

205 

Fare 

monoklonal 

1:200 ThermoFisher 

Scientific 

 Ayrıca farklı bir primer antikorla muamele edilmek istenen membranlardan 

primer ve sekonder antikorlar, Western blot stripping tamponu yardımı ile aşağıdaki 

protokole göre kaldırıldı: 

  Öncelikle membran 15-30 dakika 37oC’de Western blot stripping tamponu 

içerisinde çalkalandı. Membran, daha sonra 4 kez, 15 dakika TBS-T ile yıkandı ve 

sekonder antikor ile tekrar muamele edilerek membrandan primer antikorun tamamen 

soyulduğu gözlendi. Sonrasında membran 3x15 dakika TBS-T ile yıkandıktan sonra 
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bloklamaya bırakıldı ve uygun primer ve sekonder antikorlarla yukarıda belirtildiği 

gibi, muamele edildi. 

3.2.10. İstatistiksel Veri Analizi 

 Tüm veriler, ortalama ± ortalamanın standart hatası (SH) olarak gösterilmiştir. 

Hücre kültürü çalışmalarından elde edilen veriler, çoklu gruplar arası farklılıkların 

değerlendirilmesi için repeated measures ANOVA testi ile ve bunun ardından ikili 

grupların karşılaştırmaları Dunnett’s veya Bonferroni’s post hoc testleri ile analiz 

edildi.  

Uygulamaya başlamadan önce ve uygulama tamamlandıktan sonra transgenik 

farelerdeki kilo değişimlerinin değerlendirilmesinde, iki yönlü ANOVA testi ve bunun 

ardından ikili grupların karşılaştırmaları için Dunnett’s post hoc testi kullanıldı.  

Transgenik fare çalışmalarından elde edilen diğer veriler ise, çoklu grup 

karşılaştırmaları için Kruskal-Wallis testi ile ve bunun ardından ikili grup 

karşılaştırmaları Dunnett post-hoc testi ile değerlendirildi. Sadece ikili grup 

karşılaştırmalarında ise Mann-Whitney U testi kullanıldı. 0,05’in altındaki p değeri 

anlamlı olarak alındı. İstatiksel yazılım olarak GraphPad Prism 5, sürüm 5.03 

kullanıldı.  
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4. BULGULAR 

4.1. AH Patolojisi Gösteren Hücresel Modelde Fenotiyazin Yapılı 

Bileşiklerin Hücre Canlılığı ve Amiloid Patolojisi Üzerine Etkileri 

4.1.1. Fenotiyazin Yapılı Bileşiklerin PS70 Hücre Canlılığı Üzerine 

Etkileri 

TBO veya TH’nin PS70 hücre canlılığı üzerine etkileri, propidyum iyodür (PI) 

kullanılarak, akım sitometrisi ile analiz edildi. PI, membran bütünlüğü bozulmuş ölü 

hücrelerin içerisine giren ve DNA çift zincirine bağlanarak hücreleri boyama 

özelliğine sahip bir boyadır.  

Çalışmada, PS70 hücreleri 0-15 µM TBO veya TH ile 6 saat ve/veya 24 saat 

muamele edildi. 24 saat sonunda hücreler, inverted mikroskop ile incelendiğinde; TH 

ile muamele edilmiş hücrelerin canlılığı etkilenmezken (Şekil 4.1A.-C.), TBO ile 

muamele edilmiş hücrelerin ise kontrole göre; hücre canlılığının olumsuz olarak 

etkilendiği gözlendi. Akım sitometrisi sonuçları da bu gözlemleri doğrulayarak, 24 

saat muamele sonrasında TBO’nun doza bağımlı olarak hücre canlılığını azalttığını 

TH’nin ise hücre canlılığında anlamlı bir değişime yol açmadığını gösterdi (Şekil 4.2.).  

PS70 hücrelerinin 6 saat 0-15 µM TBO ile muamelesi sonrasında 

gerçekleştirilen mikroskopik gözlem (Şekil 4.1D.-F.) ve akım sitometrisi sonuçlarına 

(Şekil 4.3.) göre ise; kontrol hücrelerine göre, hücre canlılığı açısından anlamlı bir 

değişimin olmadığı bulundu. Bu nedenle, PS70 hücrelerinin çalışılan 

konsantrasyonlarda fenotiyazin yapılı bileşikler ile muamele süreleri, TBO ve TH için 

sırasıyla; 6 saat ve 24 saat olarak belirlendi. 
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Şekil 4.1. Fenotiyazin yapılı bileşiklerle muamele edilen PS70 hücrelerinin inverted 

mikroskop ile elde edilen görüntüleri. (A-C) 0-15 μM TH ile 24 saat veya 

(D-F) 0-15 μM TBO ile 6 saat muamele edilen PS70 hücreleri, 40X objektif 

altında görüntülenmiştir. 
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Şekil 4.2. TH’nin PS70 hücre canlılığı üzerine etkisi. 0-15 μM TH ile 24 saat muamele 

edilen PS70 hücrelerinde, hücre canlılığındaki değişim, akım sitometrisi ile 

değerlendirildi. (A) TH ile muamele edilmiş PS70 hücrelerinde ölü ve canlı 

hücre dağılımını gösteren temsili akım sitometrisi grafikleri (yeşil noktalar, 

ölü hücreler; kırmızı noktalar, canlı hücreler). (B) TH ile muamele 

sonrasında akım sitometrisi ile ölçülen hücre canlılığındaki değişimin 

kontrole göre yüzdesel olarak ifadesi,  ort± SH ile gösterilmiştir (n=5; 

Repeated measures ANOVA;  p> 0.05). 
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Şekil 4.3. TBO’nun PS70 hücre canlılığı üzerine etkisi. 0-15 μM TBO ile 6 saat 

muamele edilen PS70 hücrelerinde, hücre canlılığındaki değişim akım 

sitometrisi ile değerlendirildi. (A) TBO ile muamele edilmiş PS70 

hücrelerinde ölü ve canlı hücre dağılımını gösteren temsili akım sitometrisi 

grafikleri (yeşil noktalar, ölü hücreler; kırmızı noktalar, canlı hücreler). (B) 

TBO ile muamele sonrasında akım sitometrisi ile ölçülen hücre 

canlılığındaki değişimin kontrole göre yüzdesel olarak ifadesi, ort± SH 

olarak gösterilmiştir (n=3; Repeated measures ANOVA; p> 0.05). 
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4.1.2. PS70 Hücrelerinde Fenotiyazin Yapılı Bileşiklerin Aβ Patolojisi 

Üzerine Etkileri 

PS70 hücreleri, 0-15 µM TBO ve TH ile sırasıyla; 6 saat ve 24 saat süre ile 

muamele edildi ve belirtilen süreler sonunda hücre kültürü ortamları toplandı. Daha 

sonra sandviç ELISA yöntemi kullanılarak, aynı örneklerde sekrete Aβ40 ve Aβ42 

düzeyleri belirlendi.  

PS70 hücrelerinin farklı derişimlerde TBO ile muamele edilmesi sonrasında, 

hücre dışına salıverilen Aβ40 ve Aβ42 düzeylerinde doza bağımlı azalma gözlendi. 

TBO’nun Aβ40 salıverilmesi üzerine olan inhibe edici etkisi, kontrolle 

karşılaştırıldığında; 1,25 µM TBO için %37 iken, 15 µM TBO’da %87 idi. (***, p< 

0.001). Elde edilen veriler istatistiksel açıdan değerlendirildiğinde; çalışılan tüm TBO 

derişimleri için Aβ40 düzeyindeki azalmanın anlamlı olduğu saptandı (Şekil 4.4A.). 

Diğer taraftan, 10 µM ve 15 µM TBO ile muamele edilen hücrelerde Aβ42 

düzeylerinin kontrole göre sırasıyla; %47 ve %53 oranında azaldığı ve bu azalmanın 

istatistiksel olarak anlamlı olduğu bulundu (**, p< 0.01) (Şekil 4.4B.). 

TH ile muamele edilen PS70 hücrelerinde, kültür ortamına salıverilen Aβ40 ve 

Aβ42 düzeylerinde de doza bağımlı bir azalma gözlendi. 10 µM ve 15 µM TH ile 

muamele sonrasında, Aβ40 düzeyleri, sırasıyla; kontrolün %38’i ve %26’sı kadardı 

(***, p< 0.001)  (Şekil 4.5A.). Benzer şekilde, 10 µM ve 15 µM TH ile muamele 

sonrasında Aβ42 salıverilmesinin kontrole göre sırasıyla;  %55 (**, p< 0.01) ve %67 

(***, p< 0.001) oranında anlamlı olarak azaldığı bulundu (Şekil 4.5B.). 
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Şekil 4.4. PS70 hücrelerinde TBO’nun Aβ peptit düzeyleri üzerine etkisi. 0-15 µM 

TBO ile 6 saat muamele sonrasında, PS70 hücrelerinde ortama salıverilen 

(A) Aβ40 ve (B) Aβ42 düzeylerindeki değişim. 3 bağımsız deneyin verileri, 

ort± SH olarak gösterilmiştir (Repeated measures ANOVA-Dunnett’s post 

hoc testi; **, p< 0.01; ***, p< 0.001). 
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Şekil 4.5. PS70 hücrelerinde TH’nin Aβ peptit düzeyleri üzerine etkisi. 0-15 µM TH 

ile 24 saat muamele sonrasında, PS70 hücrelerinde ortama salıverilen (A) 

Aβ40 ve (B) Aβ42 düzeylerindeki değişim. 3-4 bağımsız deneyin verileri, 

ort± SH olarak gösterilmiştir (Repeated measures ANOVA- Dunnett’s post 

hoc testi; **, p< 0.01; ***, p< 0.001). 



 
 

56 

4.1.3. PS70 Hücrelerinde Fenotiyazin Yapılı Bileşiklerin Hücre Dışına 

Salıverilen sAPPα Üzerine Etkileri 

 Çalışmada sAPPα düzeyleri, Aβ peptit düzeylerinin analiz edildiği aynı kültür 

ortamı örneklerinde sandviç ELISA yöntemi kullanılarak incelendi. Elde edilen 

sonuçlara göre, 6 saat muamele sonrasında TBO’nun sAPPα düzeylerini çalışılan her 

dozda kontrole göre azalttığı ve bu azalmaların istatistiksel açıdan anlamlı olduğu 

gözlendi (Şekil 4.6A.). 1,25-15 µM TBO ile muamele edilen PS70 hücrelerinde sAPPα 

düzeylerindeki azalma,  kontrole göre %29 - %81 oranındaydı (**, p< 0.01; ***, p< 

0.001). Diğer yandan, kontrolle karşılaştırıldığında; TH ile muamele edilen PS70 

hücrelerinde sAPPα düzeyindeki azalmalar 5 µM, 10 µM ve 15 µM için sırasıyla; %38 

(**, p< 0.01), %75 ve %86 (***, p< 0.001) oranında olup, bu azalmaların istatistiksel 

açıdan anlamlı olduğu bulundu (Şekil 4.6B.). 
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Şekil 4.6. Fenotiyazin yapılı bileşiklerin PS70 hücrelerinde sAPPα düzeyi üzerine 

etkileri. (A) 6 saat TBO veya (B) 24 saat TH ile muamele edilen PS70 

hücrelerinde ortama salıverilen sAPPα düzeylerindeki değişim. 3 bağımsız 

deneyin verileri, ort± SH olarak gösterilmiştir (Repeated measures 

ANOVA-Dunnett’s post hoc testi; **, p< 0.01; ***, p< 0.001).    
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4.1.4. PS70 Hücrelerinde Fenotiyazin Yapılı Bileşiklerin Hücre İçi Total 

APP Üzerine Etkileri 

PS70 hücrelerinin fenotiyazin yapılı bileşikler ile muamelesi sonrasında; 

gözlenen sekrete Aβ peptit düzeylerindeki azalmanın, total APP ekspresyonundaki 

olası bir azalmadan kaynaklanabileceği düşünüldü. Bu nedenle PS70 hücre 

lizatlarında, fenotiyazin yapılı bileşiklerin total APP düzeyleri üzerine etkisi, insan Aβ 

peptitinin 1-16 amino asit sekansına spesifik 6E10 antikoru kullanılarak, western blot 

yöntemi ile değerlendirildi. Western blot sonuçları, hücre içindeki APP’nin mRNA 

işlenmesinden ve posttranslasyonel modifikasyonlardan dolayı 110 ve 130 kDa olmak 

üzere iki bant verdiğini göstermektedir (Şekil 4.7A. ve 4.7B.). Dansitometrik analizler 

için APP’ye ait gözlenen iki bant birleştirildikten sonra, elde edilen bant yoğunlukları, 

her şeritteki total protein miktarına göre normalize edildi ve veriler kontrolün yüzdesi 

olarak gösterildi.   

Sonuçlar, her iki fenotiyazin yapılı bileşiğin,  Aβ peptit ve sAPPα 

salıverilmesindeki azalmaya paralel olarak, hücre içindeki APP düzeylerini de doza 

bağımlı olarak azalttığını işaret etti.  Şekil 4.7C.’de görüldüğü gibi, 5 µM TBO 

muamelesi hücre içi APP düzeyini kontrole göre; %66 oranında azaltırken (*, p< 0.05), 

15 µM TBO,  %90 oranında bir azalmaya neden oldu (**, p< 0.01). Diğer taraftan, 5 

µM ve 15 µM TH ile muamele edilmiş hücrelerde hücre içi APP düzeyleri, kontrole 

göre sırasıyla; %22 ve %65 oranında azaldı  (**, p< 0.01) (Şekil 4.7C.). 
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Şekil 4.7. PS70 hücrelerinde fenotiyazin yapılı bileşiklerin hücre içi APP üzerine 

etkileri. Hücre lizatlarında APP düzeylerindeki değişim, 6E10 antikoru 

kullanılarak Western blot analizi ile değerlendirildi. (A) 0-15 µM 

derişimlerde, 6 saat TBO (n=3) veya (B) 24 saat TH (n=3) ile muamele 

sonucunda APP ve total proteine ait temsili immünoblot görüntüleri. (C) 

Western blot sonucunun niceliksel olarak analizi. APP düzeyleri, her bir 

örnek için total proteine göre normalize edildi. Sonuçlar, kontrole göre 

yüzdesel olarak ifade edildi (Repeated measures ANOVA-Dunnett’s post 

hoc testi; *, p< 0.05; **, p< 0.01). 
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4.1.5. PS70 Hücrelerinde Fenotiyazin Yapılı Bileşiklerin BACE1 Üzerine 

Etkileri 

 Amiloidojenik yolakta rol oynayan ve Aβ peptitlerin oluşmasında ilk basamağı 

katalizleyen en önemli sekretaz, BACE1’dir. PS70 hücre lizatlarında, fenotiyazin 

yapılı bileşiklerin BACE1 ekspresyonu üzerine etkileri, karboksi terminal BACE1 

poliklonal antikoru kullanılarak Western blot yöntemi ile değerlendirildi. Western blot 

sonuçları, 50-55 kDa arasında BACE1’e ait yoğun bir bantın olduğunu gösterdi (Şekil 

4.8A. ve 4.8B.). Yapılan kantitatif analizler sonucunda,  TBO’nun BACE1 

ekspresyonunu doza bağımlı olarak azalttığı bulundu. 5 µM ve 15 µM TBO ile 

muamele edilen PS70 hücrelerinde BACE1 düzeylerinin kontrole göre sırasıyla; %29 

(**, p< 0.01) ve %43 (***, p< 0.001) oranında azaldığı gözlendi. (Şekil 4.8C.). Ancak 

TH ile muamele edilmiş PS70 hücrelerinde, BACE1 düzeyleri açısından kontrole göre 

anlamlı bir değişim gözlenmedi (Şekil 4.8C.). 
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Şekil 4.8. PS70 hücrelerinde fenotiyazin yapılı bileşiklerin BACE1 üzerine etkileri. 

Hücre lizatlarında BACE1 düzeylerindeki değişim, poly8401 antikoru 

kullanılarak Western blot analizi ile değerlendirildi. (A) 0-15 µM 

derişimlerde, 6 saat TBO (n=6) veya (B) 24 saat TH (n=5) ile muamele 

sonucunda BACE1 ve total proteine ait temsili immünoblot görüntüleri. (C) 

Western blot sonucunun niceliksel olarak analizi. BACE1 düzeyi, her bir 

örnek için total proteine göre normalize edildi. Sonuçlar, kontrole göre 

yüzdesel olarak ifade edildi (Repeated measures ANOVA-Bonferroni’s post 

hoc testi; **, p< 0.01; ***, p< 0.001). 
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4.2. 3xTg-AD Fare Modelinde Fenotiyazin Yapılı Bileşiklerin AH 

Patolojisi Üzerine Etkileri 

4.2.1. Fenotiyazin Yapılı Bileşikler ile Muamelenin 3xTg-AD Fare Vücut 

Ağırlığı ve Kan Glukoz Düzeyleri Üzerine Etkisi   

 Çalışmada öncelikle 7,5 aylık 3xTg-AD farelere, 4 mg/kg olacak şekilde TBO 

(n=7), TH (n=7) ve kontrol grubu olarak %5 etanol içeren PBS (n=6); her gün aynı 

saatte 30 gün boyunca i.p. olarak uygulandı (enjeksiyon hacmi 0.1 ml). Ayrıca 13 

aylık 3xTg-AD transgenik farelere 4 mg/kg olacak şekilde TBO (n=9) veya kontrol 

grubu olarak %5 etanol içeren PBS (n=7) her gün aynı saatte 30 gün boyunca i.p. 

olarak enjekte edildi (enjeksiyon hacmi 0.1 ml). Uygulama süresi esnasında, her iki 

yaş grubundaki transgenik farelerde herhangi bir hastalık belirtisi veya anomali 

gözlenmedi. Fenotiyazin yapılı bileşikler ile uygulama öncesinde ve çalışma 

sonrasında 3xTg-AD farelerin vücut ağırlıkları karşılaştırıldığında; 8,5 aylık fareler 

için herhangi bir anlamlı değişim gözlenmedi. 14 aylık farelerde ise TBO ile muamele 

sonrasında vücut ağırlığında uygulama öncesine göre anlamlı bir azalma gözükmesine 

rağmen,  iki yönlü ANOVA testi ile kontrole göre zaman ve uygulama arasındaki ilişki 

incelendiğinde; herhangi bir bağlantı bulunamadı (Tablo 4.1.). Bununla birlikte, 

fenotiyazin ile muamele edilen genç ve yaşlı farelerde uygulama sonunda ölçülen kan 

glukoz değerleri, kontrol grubu ile benzer seviyelerde idi (Şekil 4.9.). 

 Tablo 4.1. Fenotiyazin yapılı bileşikler ile muamele edilen 3xTg-AD farelerin 

uygulama öncesi ve sonrasında ölçülen vücut ağırlığı değerleri 

Gruplar Vücut ağırlığı ± SH, g p 

Yaş  Uygulanan  0. gün 30. gün Zamana 

göre 

Kontrole 

göre 

8,5 

PBS +%5 EtOH 26,57 ± 0,92 23,97 ± 0,97 0,081 - 

TBO 25,79 ± 0,70 24,04 ± 0,53 0,232 ns 

TH 25,33 ± 0,65 24,37 ± 0,40 0,071 ns 

14 
PBS +%5 EtOH 27,00 ± 1,04 25,43 ± 0,67 0,233 - 

TBO 26,54 ± 0,56 24,28 ± 0,45 0,006 ns 

(ns: istatiksel olarak anlamsız p değeri) 
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Şekil 4.9. 3xTg-AD farelerde fenotiyazin yapılı bileşiklerin kan glukoz düzeyleri 

üzerine etkileri. 7,5 aylık fareler 4 mg/kg TBO (n=7), TH (n=7) ve PBS 

(+%5 EtOH) (n=6) ile; 13 aylık fareler ise 4 mg/kg TBO (n=9) ve PBS 

(+%5 EtOH) (n=7) ile 30 gün boyunca hergün muamele edildi. Uygulama 

sonrasında (A) 8,5 aylık farelerde ve (B) 13 aylık farelerde kan glukoz 

düzeylerindeki değişim ort± SH olarak gösterilmiştir (Çoklu ortalama 

karşılaştırılmasında, Kruskal-Wallis testi; ikili ortalama 

karşılaştırılmasında Mann-Whitney U testi kullanıldı. p> 0.05). 
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4.2.2. 8,5 Aylık 3xTg-AD Farelerde Fenotiyazin Yapılı Bileşiklerin Aβ 

Patolojisi Üzerine Etkileri 

 4 mg/kg TBO (n=7) veya TH (n=7) ile 1 ay boyunca muamele edilen 8,5 aylık 

3xTg-AD farelerin hipokampus dokularındaki çözünmeyen Aβ40 ve Aβ42 düzeyleri, 

sandviç ELISA yöntemi ile belirlendi ve elde edilen sonuçlar kontrol grubu (n=6) ile 

karşılaştırıldı. Aynı transgenik farelerin hipokampus dokusundaki çözünür Aβ peptit 

düzeyleri ile korteks dokusundaki Aβ peptit düzeyleri ise kullanılan ticari ELISA 

kitleri ile ölçülemeyecek kadar çok düşük olduğu için analiz yapılamadı.   

 TBO ile muamele edilen 8,5 aylık 3xTg-AD farelerde, çözünmeyen 

fraksiyondaki Aβ40 düzeyleri ölçüldüğünde; kontrol grubuna göre %26 oranında bir 

azalmanın olduğu, ancak bu azalmanın istatistiksel olarak anlamlı olmadığı bulundu 

(Şekil 4.10A.). Diğer taraftan, TBO ile muamele edilen farelerde çözünmeyen 

fraksiyonlardaki Aβ42 düzeylerinin kontrol grubuna göre; %70 oranında azaldığı ve 

bu azalmanın ise istatistiksel açıdan anlamlı olduğu gözlendi (*, p< 0.05) (Şekil 

4.10A.). TH ile muamele edilen 8,5 aylık 3xTg-AD farelerde ise çözünmeyen Aβ40 

ve Aβ42 düzeyleri açısından kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı bir 

değişim saptanmadı  (Şekil 4.10A.). Sonuçlara göre; 8,5 aylık 3xTg-AD farelerde 

TBO, hipokampus dokusundaki çözünmeyen Aβ42 birikimini yüksek oranda 

azaltmaktadır. Ayrıca TBO ile muamele edilen farelerde çözünmeyen fraksiyonlardaki 

Aβ42/Aβ40 oranı, kontrol grubu ile karşılaştırıldığında ise %60 oranında anlamlı bir 

azalmanın olduğu bulundu. (Şekil 4.10B.).  
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Şekil 4.10. 8,5 aylık 3xTg-AD farelerde fenotiyazin yapılı bileşiklerin hipokampus 

dokusundaki çözünmeyen Aβ patolojisi üzerine etkileri. 3xTg-AD 

farelerin, 4 mg/kg TBO (n=7), TH (n=7) ve PBS (+%5 EtOH) (n=6) ile 1 

ay muamelesi sonrasında Aβ peptit düzeylerindeki değişim: (A) Aβ40 ve 

Aβ42 seviyelerindeki değişim. (B) Aβ42/Aβ40 oranındaki değişim,  ort± 

SH olarak gösterilmiştir (Kruskal-Wallis testi- Dunnett’s post-hoc testi; *, 

p< 0.05). 
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4.2.3. 14 Aylık 3xTg-AD Farelerde TBO’nun Aβ Patolojisi Üzerine Etkisi 

 14 aylık kontrol 3xTg-AD farelerle yapılan çalışmalar sonucunda; hipokampus 

dokularına ait çözünmeyen fraksiyonlardaki Aβ40 ve Aβ42 düzeylerinin, 8,5 aylık 

kontrol transgenik farelere göre arttığı, çözünür fraksiyondaki Aβ peptitlerin de 

kullanılan ELISA kitleri ile ölçülebilir düzeye ulaştığı bulundu. Bu durum, transgenik 

farelerde yaşa bağımlı olarak artması beklenen AH patolojisini desteklemektedir.  

 4 mg/kg TBO ile 1 ay boyunca muamele edilen 14 aylık 3xTg-AD farelerin 

(n=9) hipokampus dokusundaki çözünür fraksiyonlar analiz edildiğinde; Aβ40 ve 

Aβ42 düzeyleri açısından kontrol grubuna göre (n=7) anlamlı bir değişim saptanmadı  

(Şekil 4.11.). Ancak bu farelerin hipokampus dokularındaki çözünmeyen Aβ40 ve 

Aβ42 düzeylerinin ise kontrol grubuna göre sırasıyla; %55 ve %37 oranında azaldığı 

ve bu azalmanın istatistiksel açıdan anlamlı olduğu bulundu (p<0.05) (Şekil 4.12A.).  

TBO ile muamele edilen farelerde çözünmeyen fraksiyonlardaki Aβ42/Aβ40 oranı 

değerlendirildiğinde ise; kontrol grubuna göre anlamlı bir değişimin olmadığı gözlendi 

(Şekil 4.12B.).  
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Şekil 4.11. 14 aylık 3xTg-AD farelerde TBO’nun hipokampus dokusundaki çözünür 

Aβ patolojisi üzerine etkisi. 3xTg-AD farelerin, 4 mg/kg TBO (n=9) ve 

PBS (+%5 EtOH) (n=7) ile 1 ay muamelesi sonrasında Aβ40 ve Aβ42 

düzeylerindeki değişim, ort± SH olarak gösterilmiştir (Mann-Whitney U 

testi; p> 0.05).  
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Şekil 4.12. 14 aylık 3xTg-AD farelerde TBO’nun hipokampus dokusundaki 

çözünmeyen Aβ patolojisi üzerine etkisi. 3xTg-AD farelerin, 4 mg/kg TBO 

(n=9) ve PBS (+%5 EtOH) (n=7) ile 1 ay muamelesi sonrasında Aβ peptit 

düzeylerindeki değişim: (A) Aβ40 ve Aβ42 seviyelerindeki değişim (B) 

Aβ42/Aβ40 oranındaki değişim,  ort± SH olarak gösterilmiştir (Mann-

Whitney U testi; *,  p< 0.05). 
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 TBO ve PBS (+5% EtOH) ile muamele edilen aynı farelerin korteks dokusuna 

ait çözünür fraksiyonlarındaki Aβ patolojisi karşılaştırıldığında; TBO’nun sadece 

çözünür Aβ42 düzeylerini %27 oranında anlamlı olarak azalttığı (p<0.05), çözünür 

Aβ40 düzeylerinde ise anlamlı bir değişime neden olmadığı bulundu (Şekil 4.13A.). 

Ayrıca çözünmeyen fraksiyondaki Aβ peptit düzeylerinde ise kontrol grubuna göre 

anlamlı bir değişim gözlenmedi (Şekil 4.13B.).  
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Şekil 4.13. 14 aylık 3xTg-AD farelerde TBO’nun korteks dokusu Aβ patolojisi üzerine 

etkisi. 3xTg-AD farelerin, 4 mg/kg TBO (n=9) ve PBS (+%5 EtOH) 

(n=7) ile 1 ay muamelesi sonrasında (A) çözünür ve (B) çözünmeyen 

fraksiyonlardaki Aβ40 ve Aβ42 seviyelerindeki değişim, ort± SH olarak 

gösterilmiştir (Mann-Whitney U testi; *, p< 0.05). 
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4.2.4. 14 Aylık 3xTg-AD Farelerde TBO’nun APP, BACE1 ve PS1 Üzerine 

Etkileri 

14 aylık 3xTg-AD farelerde, TBO’nun total APP, BACE1 ve PS1 düzeyleri 

üzerine etkisi, hipokampus dokusuna ait çözünür fraksiyonlarda, sırasıyla; 6E10, 

poly8401 ve EP2000Y antikorları kullanılarak Western blot yöntemi ile 

değerlendirildi (Şekil 4.14A. ve 4.15A.). ImageLab yazılımı ile her bir örnek için APP, 

BACE1 ve PS1’e ait bantların yoğunluğu, kendi şeritlerindeki total protein 

yoğunluğuna göre normalize edildi ve elde edilen sonuçlar kontrolün yüzdesi olarak 

gösterildi (Şekil 4.14B. ve 4.15B). 

İmmunoblot görüntülerinin dansitometrik analizi sonucunda; TBO 

hipokampus dokusundaki APP ve BACE1 düzeylerini kontrol grubuna göre sırasıyla; 

%21 ve %10 arttırırken, PS1 düzeyinde ise kontrol grubunun %22’si kadar bir azalma 

gözlendi. Ancak APP, BACE1 ve PS1 ekspresyonundaki değişimlerin hiçbiri 

istatistiksel açıdan anlamlı değildi (Şekil 4.14B. ve 4.15B). 
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Şekil 4.14. 14 aylık 3xTg-AD farelerde TBO’nun hipokampus dokusundaki APP ve 

BACE1 üzerine etkileri. 3xTg-AD farelerin 4 mg/kg TBO (n=9) ve PBS 

(+%5 EtOH) (n=5) ile 1 ay muamelesi sonrasında çözünür fraksiyonda 

APP ve BACE1 düzeylerindeki değişim, sırasıyla 6E10 ve poly8401 

antikorları kullanılarak Western blot analizi ile değerlendirildi. (A) APP, 

BACE1 ve total proteine ait temsili immünoblot görüntüleri. (B) Western 

blot sonucunun niceliksel olarak analizi. APP ve BACE1 düzeyleri, her 

bir örnek için total proteine göre normalize edildi. Sonuçlar kontrole göre 

yüzdesel olarak ifade edildi (Mann-Whitney U testi; p> 0.05). 

 

 



 
 

73 

 

Kontrol TBO
0

50

100

150
B

%
 K

o
n

tr
o

l

 

Şekil 4.15. 14 aylık 3xTg-AD farelerde TBO’nun hipokampus dokusundaki PS1 

üzerine etkisi. 3xTg-AD farelerin 4 mg/kg TBO (n=5) ve PBS (+%5 

EtOH) (n=3) ile 1 ay muamelesi sonrasında çözünür fraksiyonda PS1 

düzeylerindeki değişim, EP2000Y antikoru kullanılarak Western blot 

analizi ile değerlendirildi. (A) PS1 ve total proteine ait temsili immünoblot 

görüntüleri. (B) Western blot sonucunun niceliksel olarak analizi. PS1 

düzeyleri, her bir örnek için total proteine göre normalize edildi. Sonuçlar 

kontrole göre yüzdesel olarak ifade edildi (Mann-Whitney U testi; p> 

0.05). 
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4.2.5. 14 Aylık 3xTg-AD Farelerde TBO’nun Tau Patolojisi Üzerine Etkisi 

TBO’nun 14 aylık 3xTg-AD farelerde gözlenen total tau ve tau 

hiperfosforilasyonu üzerindeki etkisi, farelerin hipokampus dokularına ait çözünür 

ve/veya çözünmeyen fraksiyonlarında, üç farklı primer antikor kullanılarak, Western 

Blot yöntemi ile değerlendirildi. Çalışmada, HT7 antikoru, total tau’nun analizinde; 

AT270 ve AT8 antikorları ise sırasıyla; Thr 181’den fosforillenmiş tau ve Ser 202 ve 

Thr 205’den fosforillenmiş tau’nun analizlerinde kullanıldı.   

TBO ile muamele edilen 14 aylık transgenik farelerin hipokampus 

dokusundaki çözünür fraksiyonlarında, HT7 antikoru ile 52 kDa’da gözlenen tau 

proteinine ait bantın (Şekil 4.16A.) dansitometrik analizi sonucunda, kontrole göre; 

anlamlı bir değişimin olmadığı saptandı (Şekil 4.16B.). Diğer taraftan, AT270 antikoru 

ile üç farklı çözünür tau izoformu gözlendi: 80 kDa, 64 kDa ve 52 kDa (Şekil 4.17A.). 

TBO’nun etkisiyle, AT270 antikoru ile 80 kDa’da bant veren tau formunda, kontrole 

göre istatistiksel olarak anlamlı bir azalma bulunurken (p< 0.05), taunun diğer iki 

formu için herhangi bir değişiklik gözlenmedi (Şekil 4.17B.). Ayrıca AT8 ile 80 kDa 

ve 64 kDa’da gözlenen (Şekil 4.17A.) çözünür fosforile tau formları üzerinde 

TBO’nun herhangi bir etkisinin olmadığı tespit edildi (Şekil 4.17B.). Her iki antikorla 

gözlenen fosforile tau bantları total olarak analiz edildiğinde ise, kontrol grubuna göre; 

istatistiksel olarak anlamlı bir değişim bulunmadı (Şekil 4.17B.).  
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Şekil 4.16. 14 aylık 3xTg-AD farelerde TBO’nun hipokampus dokusuna ait çözünür 

fraksiyondaki total tau üzerine etkisi. 3xTg-AD farelerin 4 mg/kg TBO  

(n=9) ve PBS (+%5 EtOH) (n=5) ile 1 ay muamelesi sonrasında çözünür 

fraksiyonda total tau düzeylerindeki değişim, HT7 antikoru kullanılarak 

Western blot analizi ile değerlendirildi. (A) Tau ve total proteine ait temsili 

immünoblot görüntüleri. (B) Western blot sonucunun niceliksel olarak 

analizi.  Tau düzeyi, her bir örnek için total proteine göre normalize edildi. 

Sonuçlar kontrole göre yüzdesel olarak ifade edildi (Mann-Whitney U 

testi; p> 0.05). 
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Şekil 4.17. 14 aylık 3xTg-AD farelerde TBO’nun hipokampus dokusuna ait çözünür 

fraksiyondaki tau patolojisi üzerine etkisi. 3xTg-AD farelerin 4 mg/kg 

TBO (n=9) ve PBS (+%5 EtOH) (n=6-7) ile 1 ay muamelesi sonrasında 

çözünür fraksiyonda fosforile tau düzeylerindeki değişim, AT270 

(Thr181) ve AT8 (Ser202/Thr205) antikorları kullanılarak Western blot 

analizi ile değerlendirildi. (A) Fosforillenmiş tau izoformları ve total 

proteine ait temsili immünoblot görüntüleri. (B) Western blot sonucunun 

niceliksel olarak analizi. Fosforillenmiş tau izoformlarının düzeyleri, her 

bir örnek için total proteine göre normalize edildi. Sonuçlar kontrole göre 

yüzdesel olarak ifade edildi (Mann-Whitney U testi; *, p< 0.05). 
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TBO’nun agrege olmuş hiperfosforile tau üzerine olan etkisi, çözünmeyen 

fraksiyonda AT270 ve AT8 antikorları ile analiz edildi. Sonuçlar çözünmeyen 

fraksiyonda 52 kDa’da tek bir tau formunun olduğunu gösterdi (Şekil 4.18A.). AT270 

ve AT8 ile tanınan fosforile tau bantlarının kantitatif analizine göre, TBO’nun 

sırasıyla; Thr181 ve Ser202/Thr205 bölgelerinde bulunan fosforile tau düzeylerinde 

anlamlı bir değişime yol açmadığı bulundu (Şekil 4.18B.).  
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Şekil 4.18. 14 aylık 3xTg-AD farelerde TBO’nun hipokampus dokusuna ait 

çözünmeyen fraksiyondaki tau patolojisi üzerine etkisi. 3xTg-AD 

farelerin 4 mg/kg TBO (n=9) ve PBS (+%5 EtOH) (n=7) ile 1 ay 

muamelesi sonrasında çözünmeyen fraksiyonda fosforile tau 

düzeylerindeki değişim, AT270 (Thr181) ve AT8 (Ser202/Thr205) 

antikorları kullanılarak Western blot analizi ile değerlendirildi. (A) 

Fosforillenmiş tau ve total proteine ait temsili immünoblot görüntüleri. 

(B) Western blot sonucunun niceliksel olarak analizi. Fosforillenmiş tau 

düzeyleri, her bir örnek için total proteine göre normalize edildi. 

Sonuçlar kontrole göre yüzdesel olarak ifade edildi (Mann-Whitney U 

testi; p> 0.05). 
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5. TARTIŞMA 

AH’nin nöropatolojik özellikleri, hipokampus ve korteks bölgesinde oluşan 

nörotik plaklar ve NFY’lerdir (1). Ayrıca hastalıkta, şiddetli sinir kaybıyla birlikte, 

sinaptik süreçlerin bozulduğu kolinerjik fonksiyon bozukluğu da gözlenmektedir. Bu 

durum, hafıza ve dikkat gibi fonksiyonlarda rol oynayan nörotransmitter ACh 

düzeyindeki azalma ile bağlantılıdır (205). Günümüzde kullanımda olan AH 

ilaçlarının çoğunu, kolinerjik nöronların aktivitesini arttıran ChE inhibitörleri, 

oluşturmaktadır. Yapılan çalışmalar, bu ilaçlar tarafından sağlanan bilişsel istikrarın, 

sadece kolinerjik aktivasyondaki artıştan dolayı değil, aynı zamanda ilaçların amiloid 

metabolizması üzerindeki inhibitör etkilerinden de kaynaklandığını göstermiştir (6). 

Böylece, hastalığın oluşumunu tamamen önlemek veya ilerleyişini durdurmak 

amacıyla, çok hedefli yeni ilaç tasarımlarına yönelik araştırmalar hız kazanmıştır.  

 Bu tez çalışmasında, Anabilim dalımızda daha önce gerçekleştirilen çalışmalar 

ile AChE’nin ve BChE’nin güçlü inhibitörleri olduğu gösterilen (8) iki fenotiyazin-

türevi bileşiğin (TBO ve TH), AH patolojisi üzerindeki olası inhibe edici etkileri; Aβ 

peptitler, APP, β-sekretaz, γ-sekretaz ve tau hiperfosforilasyonu açısından in vitro ve 

in vivo koşullarda değerlendirildi.  

5.1. Amiloid Patolojisi Gösteren Hücresel Modelde Fenotiyazin Yapılı 

Bileşiklerin Nöropatolojik Belirteçler Üzerindeki Etkileri  

Çalışmanın ilk aşamasında insan doğal tip APP751 ve insan doğal tip 

presenilin1’i stabil olarak eksprese eden Çin hamster over (PS70) hücreleri 

kullanılarak, fenotiyazin yapılı bileşiklerin Aβ peptitler üzerine olan etkileri araştırıldı. 

Çalışmada PS70 hücrelerinin tercih edilmesinin nedeni, bu hücrelerin amiloid 

patolojisinin iyi bir hücresel modeli olmasından kaynaklanmaktadır.  

Öncelikle akım sitometrisi sonuçlarına göre; hücre canlılığının etkilenmediği 

fenotiyazinlerin dozları ve muamele süreleri belirlendi. PS70 hücreleri, 0-15 µM TBO 

veya TH ile sırasıyla; 6 saat veya 24 saat muamele edildi, ortama salıverilen Aβ40, 

Aβ42 ve sAPPα düzeyleri, sandviç ELISA yöntemi ile belirlendi. Sonuçlara göre, her 

iki fenotiyazin yapılı bileşiğin kontrole göre; hücre dışına salıverilen Aβ40 ve Aβ42 

düzeylerinde doza bağımlı bir azalmaya neden olduğu gözlendi. Literatürde 

kolinesteraz inhibitörü olan takrin (206), simserin ve analoglarının (207), rivastigmin 
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(159, 208) ve MethB’nin (175) Aβ peptit salıverilmesi üzerinde inhibe edici etkiler 

gösterdiği rapor edilmiştir. TBO’nun ve TH’nin hücre dışına salıverilen ve plak 

oluşumunda rol oynayan Aβ peptit düzeylerini doza bağımlı olarak azaltması, her iki 

bileşiğin AH’nin potansiyel tedavisi için kullanılabileceğine dair ilk ipucunu 

vermektedir. 

Aβ peptit seviyelerindeki azalma, non-amiloidojenik APP işlenmesindeki 

aktivasyon artışına bağlı olabileceği için (118) anti-amiloidojenik yolağın ürünü olan 

sAPPα düzeyleri, aynı örneklerde incelendi. Sonuçlara göre, hücrelerin TBO veya TH 

ile muamele edilmesi, sekrete sAPPα düzeylerini doza bağımlı olarak azalttı. Benzer 

şekilde, bazı ChE inhibitörleri de sAPPα  düzeyinde azalmaya neden olurken (209-

211), rivastigmin tam tersi etki göstererek in vitro koşullarda salıverilen sAPPα 

düzeyini arttırmıştır (159, 208). sAPPα, Aβ tarafından tetiklenen nörodejenerasyonu 

önlerken, aynı zamanda antiapoptotik ve nöroprotektif etkiye de sahiptir (57). 

APP/APLP2 çift knockout NexCre farelerle yapılan bir çalışmada, önbeyin 

nöronlarında bozulan sinaptik fonksiyonların, sAPPα’nın uygulanmasıyla ortadan 

kalktığı gösterilmiştir (212). TBO ve TH ile muamele sonrasında azalan sAPPα, 

hücreleri, hücresel zarara daha hassas hale getirmiş olabilir. Ancak, amiloidojenik Aβ 

peptit seviyelerindeki azalmanın, sAPPα’nın sebep olabileceği böyle bir etkiyi 

kompanse edip etmediği ise araştırılması gereken bir durumdur.  

TBO’nun ve TH’nin APP işlenmesi üzerine etkileri, ER/golgi ağı boyunca APP 

trafiğindeki değişimin yanında, APP proteolizinin veya Aβ degradasyonunun 

indüklenmesiyle açıklanabilir. ChE inhibitörü takrin ve lizozomal proteoliz inhibitörü 

olan löpeptin ile yapılan bir çalışmada, lizozomal proteolizi tek başına %80 oranında 

azalttığı bilinen löpeptinin etkisinin, takrin varlığında tersine çevrilmediği 

gözlenmiştir. Bu durum, takrin varlığında azalan APP’nin proteolitik yıkımının, 

lizozom dışında başka bir kompartmanda (ör. ER) gerçekleştiğini düşündürmektedir 

(206). Amiloid patolojisi üzerinde MethB’nin etki mekanizmasının incelendiği bir 

çalışmada ise, MethB’nin proteozom aktivitesini arttırarak Aβ peptitleri azalttığı ve 

erken dönem bilişsel bozulmayı düzelttiği görülmüştür (174). Alternatif olarak TBO 

ve TH, ER’de olgunlaşmamış APP havuzu oluşturup APP’nin hücre yüzey trafiğini de 

kısıtlamış olabilir. Dolayısıyla fenotiyazinlerin, lizozomal proteolizi aktive edip 
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etmediğini göstermek ve ayrıca Aβ peptitleri yıkan enzimlerin yanında proteozom 

bileşenlerinin aktivitelerini de incelemek yararlı olacaktır.   

Bununla birlikte, TBO ve TH ile muamele sonucunda hücre içi total APP 

düzeylerinin kontrole göre azalması, hücre dışına salıverilen proteolitik ürünlerin 

azalmasının en olası sebebi olarak gözükmektedir. Bu durum, fenotiyazinlerin APP 

sentezine bağlı bir mekanizmayı etkilediğini düşündürmektedir. Yapılan çalışmalar ile 

ChE inhibitörü ganstigminin, APP metabolizmasını muskarinik reseptörler üzerinden 

değiştirdiği bulunmuştur (213). Ganstigmin uygulaması sonrasında artan ACh seviyesi 

ile uyarılan muskarinik reseptörlerin, sinyal yolağında rol oynayan protein kinaz C’nin 

aktivasyonunu sağlayıp APP işlenmesini düzenlediği ileri sürülmüştür. Bu durum APP 

işlenmesinin, kolinerjik modulasyonunda görev aldığı bilinen protein kinaz C ε 

izoformu ile ilişkilendirilmektedir (214). Başka bir ChE inhibitörü olan fenserin (215) 

ve bazı analoglarının (216), in vitro koşullarda APP üretimini, post-transkripsiyonel 

düzeyde azalttığı bulunmuştur. Fenserinin Aβ peptitler üzerindeki inhibitör etkisi, 

reseptör sinyal yolakları veya fenserinin anti-ChE aktivitesinden ziyade, APP mRNA 

üzerinde bulunan 5’-untranslated bölgesindeki translasyonel enhancer’ın aktivasyonu 

yolu ile gerçekleşmektedir (215). İleriki çalışmalarda, TBO veya TH ile muamele 

sonucunda etkilenen APP sentez yolundaki olası transkripsiyonel ve translasyonel 

yolakların aydınlığa kavuşturulması, her iki fenotiyazinin etki mekanizmalarını 

anlamak açısından yol gösterici olacaktır.  

Aβ düzeylerindeki azalma, APP’yi amiloidojenik olarak işleyen enzimlerin (β- 

ve/veya γ-sekretaz) düzeyindeki azalma ile de açıklanabilir. Western blot sonuçlarına 

göre; TBO muamelesi BACE1 ekspresyonunu azaltırken, TH herhangi bir anlamlı 

değişikliğe neden olmamıştır. Sonuç olarak, TBO amiloid metabolizması üzerindeki 

etkisini, BACE1’in yanında APP’yi de azaltarak göstermektedir. Diğer yandan, TH ile 

muamele sonrasında azalan Aβ düzeyleri, sadece APP ekspresyonundaki düşüşün bir 

sonucu şeklinde ortaya çıkabilir. 

5.2. Transgenik Fare Modelinde Fenotiyazin Yapılı Bileşiklerin AH 

Nöropatolojik Belirteçler Üzerindeki Etkileri 

TBO ve TH ile gerçekleştirilen in vitro çalışmaları, AH’nin nöropatolojik 

özelliklerini gösteren 3xTg-AD transgenik fare modelinin kullanıldığı in vivo 
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çalışmalar takip etti. Yaşa ve bölgeye bağlı olarak biriken Aβ peptitler, NFY oluşumu 

ve sinaptik fonksiyon bozukluğu, 3xTg-AD fareleri, potansiyel AH terapötiklerini 

araştırmak için iyi bir model yapmaktadır (194).  

In vivo çalışmalardaki TBO ve TH’nin uygulama dozu, daha önce bu bileşikler 

kullanılarak çeşitli canlılar üzerinde gerçekleştirilmiş toksisite çalışmalarına göre 

belirlendi (Bkz. 3.2.2.). Her iki fenotiyazin yapılı bileşiğin redoks özelliği göstermeleri 

nedeni ile hücre içine geçişlerinin, redükte formlarına dönüşerek olduğu ileri 

sürülmektedir. Bir başka deyişle, bileşikler hücre yüzeyi ile temasa geçtiklerinde 

renksiz, yüksüz ve lipofilik olan redükte löko formlarına dönüşür ve hücre içine nüfuz 

ederler (179). Bu şekilde hücre içine girebilen TBO için önerilen sistem; bileşiğin 

plazma membranının dış yüzeyinde bir redüktaz ile temasa geçip löko forma 

dönüştüğü ve hücre içinde tekrar okside olup boya formunu aldığıdır (217, 218). 

Literatürde TH ile ilgili herhangi bir bilgi bulunmamasına rağmen, TBO’nun löko 

formuna dönüşüp kan beyin bariyerini geçtiği bilinmektedir (219).  

Çalışmanın bu aşamasında 4 mg/kg TBO, TH veya kontrol grubu olarak PBS 

(+%5 EtOH), genç ve yaşlı transgenik farelere 30 gün boyunca her gün intraperitoneal 

olarak enjekte edildi. 

5.2.1. Hafif AH Patolojisi Gösteren 3xTg-AD Farelerde Fenotiyazin Yapılı 

Bileşiklerin Nöropatolojik Belirteçler Üzerindeki Etkileri  

In vivo çalışmaların ilk aşamasında, fenotiyazin yapılı bileşiklerin amiloid 

patolojisi üzerindeki etkileri, hafif düzeyde AH patolojisi gösteren 8,5 aylık 3xTg-AD 

farelerde incelendi. Korteks dokusu fraksiyonları ile hipokampal çözünür 

fraksiyonlardaki Aβ peptit düzeyleri, çalışmada kullanılan ELISA kitleri ile 

ölçülemeyecek kadar çok düşük olduğu için analiz edilemedi.  

8,5 aylık 3xTg-AD farelerin hipokampus dokusunda, amiloid plakları 

oluşturan çözünmeyen Aβ formlarının düzeyleri incelendiğinde; TBO’nun toksik form 

olan Aβ42 düzeyini, Aβ40’dan daha fazla azalttığı bulundu. 3xTg-AD farelerin TH ile 

muamelesi sonrasında Aβ42 düzeyinde kontrole göre, anlamlı olmayan bir artış 

gözlenirken, Aβ40 düzeyinde anlamlı bir değişiklik bulunmadı. Beklenmedik şekilde, 

hücre modelinde TH’nin APP işlenmesi üzerindeki gözlenen inhibe edici etkisi, in vivo 

koşullarda gözlenmedi. Bu durum, daha karmaşık bir biyolojik sistemde, fenotiyazin 
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yapılı bileşiklerin etkisini gösterebilmesi için bir aydan daha uzun muamele süresine 

veya 4 mg/kg’dan daha yüksek uygulama miktarına gereksiniminden 

kaynaklanabileceği şeklinde yorumlandı. Sonuç olarak, TBO’nun seçilen doz ve 

uygulama süresi açısından amiloid patolojisi üzerinde TH’den daha etkili bir inhibitör 

olduğu bulundu. 

5.2.2. Şiddetli AH Patolojisi Gösteren 3xTg-AD Farelerde TBO’nun 

Nöropatolojik Belirteçler Üzerindeki Etkisi  

3xTg-AD transgenik farelerde Aβ birikmesi, 6 aylık erken dönemden itibaren 

görülebilmesine rağmen, tau patolojisi, 12-15 ay gibi daha geç dönemde 

gözlenmektedir (194). Bu nedenle, 8,5 aylık farelerde TBO’nun, hem Aβ hem de tau 

patolojisi üzerindeki inhibitör etkisi, şiddetli AH patolojisi gösteren 14 aylık 

transgenik farelerde araştırıldı. 

Sonuçlara göre, TBO’nun artan yaşla birlikte, hipokampus dokusundaki 

amiloid patolojisi üzerindeki etkisinin farklılaştığı görüldü. 14 aylık farelerde 

hipokampal çözünmeyen Aβ42’deki azalma, genç farelerde hipokampal çözünmeyen 

Aβ42’deki azalmanın, hemen hemen yarısı kadardı. Aβ42’nin tersine, 14 aylık 

farelerde çözünmeyen Aβ40 düzeyindeki azalmanın ise genç farelere göre iki kat daha 

fazla olduğu görüldü. Bu sonuçlar ışığında, yaşlı ve genç farelerde, AH patogenezi için 

belirteç olarak kullanılan Aβ42’nin Aβ40’a oranı (91) karşılaştırıldığında; TBO’nun 

8,5 aylık farelerde amiloid patolojisini daha iyi inhibe ettiği sonucuna varıldı. Bir 

başka deyişle; oligomerizasyon, fibrilasyon ve amiloid plak oluşumunun temelini 

oluşturan Aβ42 düzeyindeki şiddetli azalma, TBO’nun hafif AH patolojisini tedavi 

etmede daha etkin bir ilaç adayı olabileceğini önermektedir. Daha önce yapılan bir 

çalışmada, 3xTg-AD farelerin NMDA reseptör antagonisti memantin ile muamelesi 

sonrasında Aβ peptitlerin düzeyleri incelendiğinde; yaşa bağlı olarak farklı sonuçlar 

elde edildiği rapor edilmiştir (28). Bu çalışmada, genç farelere göre yaşlı farelerde, 

memantinin etkisi ile FA-çözünür fraksiyondaki Aβ peptit düzeylerinin daha şiddetli 

olarak azaldığı, ancak çözünür Aβ peptitlerin ise tersine arttığı bulunmuştur (220).  

Korteks dokusundaki Aβ peptitlerin düzeyleri incelendiğinde; TBO’nun 

çözünür Aβ42’yi kontrole göre anlamlı olarak azalttığı, ancak çözünür Aβ40’da ve 

çözünmeyen Aβ peptitlerde anlamlı bir değişime neden olmadığı gözlendi. Bu durum, 
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TBO’nun, hipokampal çözünmeyen Aβ peptitleri içeren plak oluşumunda daha etkin 

bir inhibitör olduğunu göstermektedir. 

 Çalışmada, 14 aylık 3xTg-AD farelerde APP, BACE1 ve PS1 ekspresyonları, 

bu proteinlere spesifik antikorlar kullanılarak incelendi. TBO uygulanan farelerde, 

PS1 düzeyinde %20 kadar bir azalma görülmesine rağmen APP, BACE1 ve PS1 

ekspresyonlarının hiçbirinde kontrole göre anlamlı bir değişim gözlenmedi. Hücresel 

PS1 seviyelerinin AChE ekspresyonu ile bağlantılı olduğu (221) ve hem membrana 

bağlı hem de çözünür formdaki AChE’nin PS1 ve γ-sekretaz aktivitesini düzenlediği 

(222) bilinmektedir. Bu nedenle, istatiksel açıdan anlamlı olmamasına rağmen, PS1 

düzeyinde gözlenen azalma, AChE ile arasındaki ilişkiye bağlı olabilir. Ancak yapılan 

çalışmalar, AChE inhibitörlerinin PS1 üzerindeki etkisinin kalıcı olmadığını ve PS1 

üzerindeki etki kaybının, AChE’nin up-regülasyonu ile bağlantılı olduğunu 

göstermiştir (221).  

Amiloidojenik yolağın substratı olan APP ile proteolitik enzimleri olan BACE1 

ve PS1 düzeylerinde bir değişimin olmaması, TBO’nun Aβ peptitlerini, ChE enzimleri 

üzerinden etkilediği olasılığını ortaya çıkarmaktadır. AChE, Alzheimerlı beyinde 

NFY’lerin (147) ve amiloid plakların (148, 223) yapısında yer alan bir enzimdir. 

Amiloid plak yapısına katılan AChE’nin, değişmiş enzim özellikleri içerdiği (150) ve 

AChE-Aβ kompleksleri oluşturup peptitlerin amiloid fibrillere agregasyonunu 

indüklediği bilinmektedir (149). AChE’ye benzer şekilde, BChE de hem NFY’lerin 

(147) hem de amiloid plakların yapısında bulunmaktadır (148). BChE’nin plak 

yapısına daha geç dönemlerde eklendiği gözlenmiştir (152). Son zamanlarda yapılan 

bir çalışmada, ailesel AH’nin 5 genini içeren bir fare modelinde (5XFAD), BChE geni 

susturulmuştur. Bu farelerde BChE eksikliğinin, fibriler Aβ beyin plak kümeleşmesini, 

kontrol 5XFAD farelere göre; %70 daha fazla azalttığı görülmüştür. Bu durum, BChE 

aktivitesindeki olası bir azalmanın,  AH’de tedavi edici rolü olabileceğini 

önermektedir (224). Sonuçta, AChE’nin ve BChE’nin güçlü inhibitörleri olduğu 

bilinen TBO’nun varlığı, ChE ve Aβ peptitleri içeren stabil komplekslerin oluşmasını 

azaltmış ve devamında da amiloid plak oluşumunu hafifletmiş olabilir. Ayrıca, AChE 

inhibitörleri ile yapılan inhibisyon çalışmalarında insan rekombinant AChE’si 

tarafından indüklenen fibril oluşumunun,  non-kompetitif veya karışık tip AChE 

inhibitörleri varlığında daha düşük seviyede olduğu gözlenmiştir (225). Bu durum, 
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insan eritrosit AChE’nin lineer karışık tip inhibitörü olan TBO’nun (8), farklı 

inhibisyon tipine sahip ChE inhibitörlerine göre; AH tedavisinde daha etkin 

olabileceğini önermektedir. TBO’nun ve TH’nin amiloid patolojisi üzerinde 

gösterdikleri farklı etkiler de bu nedenden kaynaklanıyor olabilir. 

 İn vivo koşullarda, APP ve BACE1 için elde edilmiş sonuçlar PS70 

hücrelerinde gözlenen azalma ile çelişmektedir. Bu tür bir farklılık, in vivo modelin 

daha karmaşık olmasına veya in vivo çalışmada kullanılan doz ve uygulama süresi gibi 

koşullara bağlı olabilir. Bir dipeptidil peptidaz-4 inhibitörü olan linagliptin, değişen 

derişimlerde 3xTg-AD farelere uygulandığında; amiloid patolojisi üzerindeki inhibe 

edici etkisinin, uygulanan doz arttıkça arttığı bulunmuştur (226). Benzer şekilde TBO 

da 3xTg-AD farelerde APP işlenmesini doza bağımlı olarak etkiliyor olabilir. Yani, 

TBO uygulama dozunun arttırılması, amiloid patolojisi üzerinde daha etkin sonuçlar 

verebilir. Ancak, uygulanacak dozun herhangi bir yan etkiye sebep olmaması önem 

taşımaktadır. Nonsteroidal seçici androjen reseptör modülatörü ve seçici androjen 

reseptör β agonisti ile 3xTg-AD farelerde, yapılan başka bir araştırmada ise, artan 

uygulama süresi ile birlikte Aβ peptit düzeylerinde görülen azalmanın ters orantılı 

olduğu bulunmuştur (227). TBO veya TH ile uygulama süresinin arttırılması da AH 

patogenezi üzerinde daha etkili sonuçlar verebilir.  

 Bu tez çalışmasında, TBO’nun tau patolojisi üzerindeki rolü, total tau ve 

Thr181 ve Ser202/Thr205 birimlerinden fosforillenmiş tau için çözünür ve 

çözünmeyen hipokampal homojenatlarda incelendi. Bulgular TBO’nun, Thr181 

biriminden fosforillenmiş çözünür tau seviyesini azalttığını, ancak bu azalmanın 

anlamlı olmadığını gösterdi. Çözünür total tau ve Ser202/Thr205 birimlerinden 

fosforilllenmiş çözünür ve çözünmeyen tau düzeylerinde de anlamlı bir değişim 

gözlenmedi. Tau patolojisi açısından elde edilen sonuçlar, in vitro tau agregasyonunu 

inhibe ettiği bilinen TBO (192) için çelişkili gözükebilir; ancak, in vitro tau 

agregasyonunu inhibe ettiği bilinen başka bir fenotiyazin türevi olan MethB (192) ile 

aynı fareler üzerinde yapılan bir çalışmada da benzer sonuçlar elde edilmiştir. MethB 

Thr181 birimindeki tau fosforilasyonunu değiştirmemiştir (174). Bunun yanında, 

MethB’nin pro-agregan insan tau proteinini eksprese eden farelere (Tau(ΔK)) 

uygulanması sonucunda; Thr231 birimindeki fosforilasyon düzeyinin azaldığı 

görülmüştür (228). Bu durum TBO’nun, tau patolojisi üzerindeki etkisinin kullanılan 
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deney modeline, uygulama şartlarına veya tau fosforilasyon bölgelerine göre 

değişebileceğini düşündürmektedir. Aslında, Şekil 5.1.’de gösterildiği üzere; AChE 

ile fosfo-tau arasında bir ilişki bulunmaktadır. AChE’nin bir varyantı olan T-AChE, 

tau hiperfosforilasyonunda rol oynayan GSK-3β’yı indükleyerek tau 

hiperfosforilasyonunu etkilemektedir (229). Bunun yanında AChE, APP işlenmesini 

ve Aβ üretimini de değiştirebilmektedir. AChE’nin aşırı ekspresyonu sonucunda PS1 

düzeyleri artarken, siRNA ile AChE’nin susturulması üzerine ise PS1 düzeylerinde 

azalma olmaktadır (221). Bu durum AChE’nin, amiloidojenik APP işlenmesini arttıran 

dejeneratif bir döngüde rol alabileceği ihtimalini ortaya çıkarmaktadır. Daha zararlı ve 

büyük bir döngü içinde birbiri ile bağlantılı sistemlerde yer alan dejeneratif döngülerin, 

AH gelişimini hızlandırdırdığı söylenebilir (229). AH’de Aβ peptitler, amiloidojenik 

APP işlenmesini tetikleyen bir geri besleme ilmeğini teşvik ediyor olabilir (230). Son 

yapılan in vitro çalışmalar, Aβ42’nin, toksik bir ilmek oluşturarak PS1 seviyelerinde 

artışa neden olduğunu göstermiştir (231). Ayrıca, SH-SY5Y hücrelerinde Aβ42 ile 

tetiklenen PS1 artışının, siRNA AChE ile ön muamale sonucunda önlenebildiği 

gözlenmiştir (221). Sonuç olarak, hem Aβ42’nin hem de fosfo-tau’nun, AChE artışını 

tetiklediği ve bu durumun da PS1 ve dolayısıyla Aβ üretimini etkilediği 

düşünülmektedir (229). Ancak bu çalışmada, bir AChE inhibitörü olan TBO’nun, 

seçilen tedavi (doz/süre) rejiminde fosfo-tau üzerinde etkili olmadığı gözlenmiştir.  

 

Şekil 5.1. AChE ile Aβ ve fosfo-tau (p-Tau) arasındaki çoklu ilişki. AChE’nin hem 

Aβ hem de p-Tau ile etkileştiği ileri sürülmektedir. P-Tau, AChE 

aktivitesinde artışa sebep olabilirken (1), N-terminali uzatılmış T-AChE 

varyantı ise GSK-3β’yı aktive etmektedir (3). Aβ peptitler de AChE 

düzeylerini arttırabilir. Sıra ile AChE, APP işlenmesini ve Aβ peptitleri, 

PS1 üzerinden etkileyebilir (4). Sonuç olarak, artan AChE hem 

amiloidojenik hem de tau hiperfosforilasyon yolaklarını etkileyebilir (229).  
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Bu tez çalışmasında, daha önceki çalışmalarımızla hem AChE’nin hem de 

BChE’nin güçlü inhibitörleri olduğu gösterilen fenotiyazin yapısındaki TBO’nun ve 

TH’nin, amiloid ve tau patolojileri üzerine olan etkileri, in vitro ve in vivo koşullarda 

incelendi. Her iki bileşik, PS70 hücrelerinde sitotoksik etkiye neden olmadan, amiloid 

patoloji elemanları Aβ40 ve Aβ42 ile non-amiloidojenik yolağın ürünü olan sAPPα 

salıverilmesini azalttı. TBO’nun Aβ peptitler üzerine olan etkisi, azalan substrat 

düzeyi (APP) ve APP’yi hidroliz eden BACE1 ekspresyonundaki azalmaya 

bağlanırken, TH ise sadece APP ekspresyonunu azalttı. In vivo koşullarda ise TH, Aβ 

düzeyleri üzerinde inhibe edici bir etkiye neden olmazken; TBO, hücre kültürü 

çalışmalarına benzer şekilde Aβ peptit düzeylerini azalttı. Bu azalma, hafif AH 

patolojisi gösteren farelerde, yaşlı farelere göre toksik form üzerinde daha şiddetliydi. 

Ancak, hücrelerde APP ve BACE1 seviyelerinde gözlenen düşüş, transgenik farelerde 

görülmedi. Bunun yanında, TBO yaşlı 3xTg-AD farelerin hipokampus dokusunda ne 

total tau ne de fosforile tau formlarında, seçilen uygulama koşulları altında anlamlı bir 

değişime neden oldu.  

In vitro ve in vivo sonuçlar birlikte göz önüne alındığında; TH’den ziyade 

nöroprotektif özelliğe sahip olan TBO’nun (193), hem kolinerjik sistem üzerinden etki 

etmesi (8) hem de APP işlenmesindeki rolünden dolayı, AH’nin hafif evresinde daha 

iyi sonuçlar verebilecek potansiyel bir ilaç adayı olabileceği sonucuna varıldı. 

TBO’nun nasıl bir mekanizma ile- APP trafiğini değiştirerek mi yoksa hücre içi 

proteolizi artırarak mı- APP işlenmesini etkilediğini araştırmak yararlı olacaktır. 
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