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OZET

Alzheimer hastaligi (AH) cok yonli norodejeneratif bir bozukluk olup, cogunlukla
norofibriler yumak ve senil plaklarin eslik ettigi beyin hasari ile karakterizedir. Yapilan
calismalar hipergliseminin oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon, inflamasyon ve
eksitotoksisitenin  AH'nin  baslamasi ve ilerlemesine aracilik ettigini gostermistir.
GUnUmuzdeki  tedavi rejimleri, AHda gbrev alan c¢oklu  mekanizmalari
baskilayamamaktadir. Endokannabinoid sistem, ndéronal plastisiste, néroinflamasyon,
noérodejenerasyon, sirkadyan ritim ve redoks homeostazi gibi birgok fizyolojik surecte
gorev almaktadir ve AH patogenezine karsi etkili olabilecedi bildirilmigtir. Bu nedenle, bu
tez galismasinda endokannabinoid arasidoniletanolamid (AEA) ve 2-aragidonilgliserol (2-
AG), sentetik kannabinoid CP 55940 ve WIN 55,212-2 ve yag asidi amid hidrolaz (FAAH)
enzim inhibitort URB 597 bilegiklerinin, primer hipokampal néronlarinda hiperglisemi ve
oligomerik amiloid beta peptid (AB1-42) ile olusturulan nérotoksik modeldeki néroprotektif
Ozellikleri arastinimistir. Bu amacla, hicreler artan konsantrasyonlarda (1 nM- 1 pM)
kannabinomimetiklerle 6 saat boyunca muamele edildikten sonra 150 mM GLU (24 saat)
ve takiben 500 nM AB1-42 (24 saat) ile inklbe edilmistir. Hicre canlilidi, hiicre i¢i reaktif
oksijen tlrevleri (ROS), AR dizeyleri, mitokondri membran potansiyeli (A¥Ym), antioksidan
enzim aktiviteleri (SOD, CAT, GPx, GRXx), oksidatif-nitrozatif stres son urtnleri (AGE, HNE
ve 3-NT), inflamatuvar belirtegler (iNOS, IL-18 ve TNF-a) ve antioksidan (p-Nrf2),
nérogenez (p-CREB) ve metabolik (p-GSK3B) proteinlerin dizeyleri Olglimustar.
Kannabinomimetikler AR seviyelerini, oksidatif-nitrozatif stres son Urdnlerini ve inflamuvar
belirteglerin dizeylerini azaltirken, hicre canhligini, AWYm ve antioksidan enzim
aktivitelerini artirmakta, ayrica p-GSK3pB, p-Nrf2 ve p-CREB protein dizeylerinde artig
meydana getirmektedirler. Bulgularimiz, kannabinoid tlrevlerinin antioksidan, anti-
inflamatuvar ve noroprotektif etkilerinden dolay! hipergliseminin eglik ettigi AH'da
potansiyel terapdtik ajanlar olabilecegini gostermistir.

Bilim Kodu : 1018.2

Anahtar Kelimeler : Alzheimer hastaligi, Hiperglisemi, Amiloid beta peptid,
Endokannabinoid, Noroprotektif etki
Sayfa Adedi : 142

Danisman . Prof. Dr. Cimen KARASU
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ABSTRACT

Alzheimer’s disease (AD) is a multifactorial neurodegenerative disorder linked to various
mechanisms converging to damage the brain. Senile plaques and neurofibrillary tangles
are commonly found in the brains of AD patients. Several studies suggest that
hyperglycemia renders oxidative stress, mitochondrial toxicity, inflammation and
excitotoxicity, playing all important roles in the onset and progression of AD. Current
treatment regimens are unable to counteract the multiple mechanisms involved in AD. The
endocannabinoid system (ECS) has been shown to orchestrate several physiological
responses such as neuronal plasticity, neuroprotection, anti-inflammatory events,
circadian rhythm, redox homeostasis. The multi-targeted effectiveness of the ECS
emerges as a potential approach to treat AD. Therefore, herein we investigated the
neuroprotective properties of the endocannabinoids arachidonylethanolamide (AEA) and
2-arachidonoylglycerol (2-AG), the synthetic cannabinoids CP 55-940 and WIN 55,212-2,
and the fatty acid amide hydrolase (FAAH) inhibitor URB597, on a combined
hyperglycemia HG+oligomeric amyloid § peptide (Ap1-42) neurotoxic model in primary
hippocampal neurons. For the experiments, cells were treated with the cannabinoid
agents at growing concentrations (1 nM to 1 uM) for 6 h, and then co-treated with 150 mM
GLU (24 h), followed by incubation with 500 nM AB1-42 (24 h). Cell viability/survival,
intracellular levels of reactive oxygen species (ROS), AB mitochondria membrane
potential (AYm), antioxidant enzyme (SOD, CAT, GPx and GRXx) activities, biological
products of oxidative-nitrosative stress (AGE and HNE adducts and 3-NT), and endpoints
of inflammatory responses (iNOS, IL-18 and TNF-a) and antioxidant (p-Nrf2),
neurogenetic (p-CREB) and metabolic (p-GSK3p) protein levels were all quantified.
Cannabinomimetics were able to reduce oxidative-nitrosative endpoints and inflammatory
markers in a differential manner and promote cell viability, AWYm, antioxidant enzyme
capacity. Morever, p-Nrf2, p-CREB and p-GSK3B protein levels were increased by
cannabinomimetics. According to our findings, cannabinoidomimetics can be considered
as potential therapeutic agents against AD concominant with hyperglycemia due to their
antioxidant, anti-inflammatory and neuroprotective effects.

Science Code : 1018.2

Key Words : Alzheimer’s disease; Hyperglycemia; Amyloid beta peptide,
Endocannabinoid, Neuroprotection
Page Number : 142

Advisor . Prof. Dr. Cimen KARASU
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1. GIRIS

Dunya nufusunun yaglanmasiyla giderek artan siklikta tani konulan ve toplumsal
saglk sorunu haline gelen Alzheimer hastaligi (AH), ilerleyici hafiza kaybini
takiben, kisilik ve davranis bozuklugu gibi noéropsikiyatrik bozukluklarin eglik ettigi
norodejeneratif bir hastaliktir [1]. AH dunya genelinde yaklasik 24 milyon insanin
dogrudan etkilendigi bir hastalik olmasi nedeniyle 6nemli bir saglik problemi olarak
sayllmaktadir [2]. AH'nin patogenezi kesin olarak aydinlatilamamis olsa da,
ekstraselller amiloid beta (AB) peptidlerinin birikmesi, tau hiperfosforilasyonuna
bagli olarak norofibriler yumaklarin intraselller yerlesimi, yaygin néronal hicre
kaybi, noroinflamasyon ve oksidatif stres ile karakterize bir hastalik olarak

karsimiza ¢ikmaktadir [3, 4].

AH'nin tedavisinde Amerikan Besin ve llag idaresi (FDA) tarafindan onaylanmis
dort ilag bulunmaktadir. Bu ilaglarin UGgu kolinesteraz inhibitorleri (donezepil,
rivastigmin ve galantamin) ve digeri de yarismasiz NMDAR inhibitdéri olan
memantin’dir. Klinikte kullanilan bu ajanlar hastaligin progresyonunu baskilayarak,
semptomatik etki gosterirken kognitif fonksiyonlarda radikal bir degigiklik meydana

getirememektedir [5].

Son yillarda yapilan ¢alismalar, kronik hiperglisemi, hiperlipidemi, insulin rezistansi
ve oksidatif stres gibi patofizyolojik komplikasyonlarla karakterize Diabetes mellitus
(DM) olgularinda, hipokampal noronlarda ve kognitif fonksiyonlarda azalma
meydana geldigi goOsteriimis [6, 7] ve DMnin, AH'nin olusumu veya
progresyonunda bir risk faktori oldugu sonucuna varilmigtir [8]. Ayrica DM ve
AH’nin patogenezlerinde oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon, inflamasyon,
hiicre igi yiiksek Ca?* seviyeleri gibi birgok ortak yolagin bulunmasi iki hastaligin
birbiriyle dogrudan iligkili oldugunu gostermektedir [9]. DM-AH olgularinda,
hiperglisemiye bagl olarak hlicresel redoks homeostazin bozulmasi, toksik reaktif
oksijen metabolitlerinin, ileri glikolipooksidasyon urlnlerinin (AGEs/ALEs) ve
bunlarin proteinler ile yaptiklari komplekslerin (AGEs/ALEs-protein eklentileri)
uretiminin artmasina neden olmaktadir [10, 11]. Bunun sonucunda A3 agregatlarin
olusmasi ve birikmesi, tau proteinin hiperfosforilasyonu gergeklesmektedir [12-14].
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Ayrica, hiperglisemik ortam beyinde noéroinflamatuvar yanitin olusmasina ve

mitokondriyal disfonksiyona aracilik etmektedir [15, 16].

AH ve DM arasindaki iligkinin kismen aydinlatiimis olmasi ve hastaligin kompleks
hlcresel patogenezi, in vitro veya in vivo modellerin yetersiz kalmasi, tasarlanan
ilacin beyin dokusuna hedeflendiriiememesi, uygun ilag tasiyici sistemlerin
secgilememesi, kan-beyin bariyer engeli, kullanilan ilacin molekuler duzeyde
selektif olmamasi veya sadece semptomlari gidermeye yonelik olmasi gibi bir¢cok
sorun nedeniyle gerek AH gerekse DM-AH olgularinda radikal tedaviye
ulasilamamigtir. Bu nedenle, semptomatik tedavi yerine, patogenezde gorev alan
yolaklari birden fazla mekanizma ile inhibe edebilen, sinaptik disfonksiyon,
noroinflamasyon, oksidatif/nitrozatif stres ve néronal kaybi baskilayarak rejeneratif

mekanizmalari uyarabilecek etkiye sahip ajanlara ihtiya¢c duyulmaktadir.

Son yillarda vyapilan c¢alismalarla, endokannabinoid sistem (EKS) ve
duzenleyicilerinin  nérodejeneratif hastaliklarda protektif etkilerinin  oldugu
bilinmektedir. Endokannabinoid sistem ve modulatorlerinin, periferik ve merkezi
sinir sisteminde (MSS) bircok patolojik ve fizyolojik fonksiyonlarda goérev
almaktadir [17]. MSS’de noronal plastisiste, néroinflamasyon, nérodejenerasyon,
sirkadyan ritim ve redoks homeostazindaki rollerinin aydinlatiimasi ile kannabinoid
sistem duzenleyicilerinin  AH'da potansiyel terapodtik etkilerinin  olabilecegi

gOrusunu ortaya cikarmistir [18, 19].

GUnumuzde, norodejeneratif hastaliklarin patogenezinden sorumlu
mekanizmalarinin arastiriimasina yonelik ¢alismalarda genellikle benzer yolaklar
uzerine odaklaniimig, buna karsin birgok mekanizma ile iligkili olan redoks strese
bagli dejeneratif yolaklarin arastiriimasi ve bu yolaklarin hedeflenerek patolojinin
onlenmesine yonelik arastirmalar Uzerinde yeterince durulmamistir. Ayrica, birbiri
ile iligkili olan DM ve AH gibi patolojilerde iki patogenezi de es zamanh taklit
edecek in vitro modellerin kisith olmasi ile yeni modellerin olusturulmasi gerekliligi

ortaya ¢ikmaktadir.

Bu Dbilgiler dogrultusunda g¢alismamizda DM ve AH arasindaki iligkiyi

degerlendirmek Uzere primer hipokampal no6ron hiacre  kdltarlerinde



oksidatif/nitrozatif stres, néroinflamasyon ve mitokondriyal disfonksiyonun eslik
ettigi glukolipotoksisite ve AB aracili in vitro DM-AH olusturulmasi ve

karakterizasyonu amaclanmistir.

Oluguturulan DM-AH modelinde, 1) endokannabinoid grubu bilesikler olan
anandamid (AEA) ve 2-arasidonilgliserol (2-AG), sentetik kannabinoid reseptor
agonistleri WIN 55,212-2 ve CP 55,940, ve endokannabinoid sistem modulatoru
olan URB-597 bilesigininin potansiyel noroprotektif etki ve etki mekanizmalarinin
arastirimasi, 2) endokannabinoid sistem-redoks modullasyon-néroinflamasyon
ekseninde DM-AH'ni modifiye edecek terapétik bir yaklasim saglanmasi, 3)
inflamatuvar norodejenerasyonda kannabinoid sistemin rolinun aydinlatiimasi

amaclanmistir.

Bu tez calismasi, kannabinoid reseptdlerinin stimilasyonu ile olusan potansiyel
noroprotektif etki, redoks strese verilen yanitin, oksidatif/nitrozatif sireclerin ve
redoks modulator proteinlerin detaylari ile arastirilacak olmasi, ayrica farkh
gruptan kannabinoid bilesiklerinin olusturacagdi etkinin reseptér badimli olup
olmadidinin ve bu etkiye antioksidan mekanizmalarin aracilik edip etmediginin
belirlenmesi, kannabinoid tlrevi bilesiklerin diger nérodejeneratif patogenezlerdeki

davranislarina 1sik tutacak ve bilgi Uretecektir






2. GENEL BILGILER

2.1. Alzheimer Hastaligi

Alzheimer Hastaligi (AH) geri donlssuz progresif bir nérolojik bozukluk olup hafiza
kaybi, sebep-sonug iligkilendirmesinde gecikme, biligsel ve davranigsal anomaliler
ile karakterize edilmektedir [20, 21]. Fiziksel ve mental saghgi ciddi sekilde
etkileyen AH icin yaslanma en 6nemli risk faktord olarak gosteriimekte ve 65 yas
ustu bireylerdeki insidansi her 5 yillik periyotlarda iki katina kadar ¢ikabilmektedir
[22].

AH’nin patolojik dzellikleri ilk defa Alois Alzheimer tarafindan 1906 yilinda “37th
Southwestern German Psychiatrists” toplantisinda sunulmustur. Alois Alzheimer’in
bu calismasindan dolay! calisma arkadasi Emil Kraepelin tarafindan bu hastaliga
Alzheimer adi 1910 yilinda verilmistir [23]. 1963 yilina kadar gecen sure sonunda
Robert Terry ve Michael Kidd adli arastirmacilar, Alzheimer hastalarindan alinan
beyin biyopsilerinde elektron mikroskopi yontemi kullanarak yaptiklari analizler
sonucunda norofibriler yumaklarin (NFY) varligini gdstermeleriyle [24], bu
hastaligin patogenezinde goérev alan mekanizmalarin ve bu hastalia karsi

ilaclarin gelistiriimesi icin gerekli calismalar hiz kazanmigstir [25].

Yash populasyonda yaygin olarak goérulen AH, demans olgularinin, %50-80 gibi
yuksek bir oranini olugturmaktadir [26]. Bu nedenle ginimuizde Dunya Saglk
Orgitti (DSO) tarafindan insan saghigini etkileyen éncelikli sorunlar arasinda yer
almaktadir. Dinya genelinde 50 milyona yakin insanin etkilendigi ve 30 vyil
icerisinde bu sayinin 3 katina ¢ikacagi ongorulmekle birlikte 65 yas ustu bireylerde
% 10 ve 85 yas Ustu bireylerde ise bu oranin % 30 Uzerinde oldugu bildirilmigtir
[27].

AH, klinik agidan incelendiginde, sporadik ve ailesel AH olarak ikiye ayriimaktadir
[28]. Sporadik olgular AH teshisi konulan bireylerin buylk bir kismini (%90-95)
olusturmaktadir [29, 30]. Sporadik AH, 65 yas Ustu bireylerde geg¢-baslangich AH
(GBAH); 65 yas oOncesi bireylerde ise erken-baglangicli AH (EBAH) olarak
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tanimlanmaktadir [31]. Ancak iki olgunun klinik seyrinin ve son evre patolojik
bulgularinin benzer olmasi yas disinda ayirici bir faktérin olmadigini
gOstermektedir [32]. Son yillarda yapilan c¢alismalar, sporadik AH'na bagh
morbiditenin %71 oraninda arttigini ve bu artisin inme (%23), kardiyovaskuler
hastaliklar (%14) veya prostat kanseri (%11) gibi diger patolojilerle
kiyaslandiginda dramatik boyutlarda oldugunu gostermistir [33]. AH'nin %1-2’lik
kismini olusturan ailesel AH ise kalitsal olarak aktarilan otozomal dominant AH
(ODAH) olarak adlandiriip erken yaslarda ortaya c¢ikarak, diger norolojik
anomaliler ile birlikte beyinde daha genis bir ylzey alanda tutulum gostermektedir
[34].

Semptomatik AH, sinsi bir gsekilde ilerleyerek geri donlUsimsuz sonuglar
dogurabilmektedir. Tipik AH olgularinda, erken evrede hafiza ve o6grenme
fonksiyonlarinda azalma gozlenirken, orta-ileri seviye olgularda dikkat daginikhdg,
gunlik yasamsal islevsellikte azalma, konusma guglugu, gorsel-uzamsal
becerilerde azalma, praksi (pratik yapma-uygulama guclugu), gnozis (sezgisel
yeteneklerde azalma) ve bunlarin sonucunda davranigsal ve sosyal boyuttan
uzaklasma gozlenmektedir [35]. Atipik AH olgularinda ise hafiza fonksiyonlari
disinda posterior kortikal atrofiye bagh olarak gorsel-uzamsal islevsellikte azalma,
praksi ve gnozis yaygin olarak gorulmektedir [36]. Tipik veya atipik olgulara ek
olarak afazinin de gozlendigi logopenik varyantlarda, hastalarin dil ve konusma
becerilerinde azalma, uygun Kkelimelerin secilmesinde guglik, konusurken

tekrarlama ve takilmalar gézlenmektedir [37, 38].

Antemortem AH ndropatolojik tanisinda, serebrospinal sividan veya pozitron
emisyon tomografisi (PET) ile serebral amiloid beta (AB) ve Tau agregatlarinin
goruntilenmesi yontemi kullaniimaktadir [39-42]. Gunumuzde ise merkezi sinir
sistemi (MSS)nde dagiimis AR plaklarinin plazmadaki tlrevlerinin biyobelirteg
olarak Olgllmesi esasina dayanan ydntemler Uzerine galismalar yer almaktadir
[43-45]. Bu calismalar, erken evre AB olusumu ve buna bagh olarak kortikal
ndronlardaki metabolik aktivitenin azaldigi, hiperfosforile tau birikimi, hipokampal
néronlarin 6lumld ve semptomatik kognitif fonsiyon kaybinin aktif oldugu ve bu
tablonun 10-20 yil devam ettigi bireylerde gercgeklestiriimektedir [34, 40, 46-53].
Elde edilen bulgular, serobrospinal sivi ve noérofilament hafif zincirin (NfL) tim
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norodejeneratif demans olgularinin teshis ve takibinde biyobelirte¢ olarak
kullanilabilegini kanitlamaktadir [54, 55]. Bu bulgularin, ODAH ve GBAH bireylerde
serebrospinal sivi ve plasma NfL duzeylerindeki degisimlerinin, kortikal kalinhgi
gosteren yapisal MRI bulgulart ve kognitif performans verileriyle korele

oldugununun gosterilmesiyle teshiste dnemli bir adim atilmigtir [56, 57].

2.2. Alzheimer Hastaliginin Olusum Hipotezleri

2.2.1. Kolinerjik disfonksiyon hipotezi

Kolinerjik hipotez ilk kez Peter Davis ve A.J.F. Maloney tarafindan 1976 yilinda
yapilan bir calisma ile agiklanmistir [58, 59]. Bu c¢alismada, insan beyninin 20
bdlgesinde asetilkolin, y-aminobutirik asit, dopamin, noradrenalin ve 5-
hidrokistriptamin gibi ndrotransmitterlerin sentezinde gorev alan enzimlerin
aktiviteleri, AH ve saglkli bireylerde kiyaslamali olarak incelenmigtir [60, 61]. Elde
edilen bulgular dogrultusunda, AH'na sahip bireylerin beyin dokusunun amigdala,
hipokampUs ve kortekslerinde kolin asetil transferaz enzim aktivitesinin anlamli
Olcude azaldigi ve sinaptik aralikta asetilkolin duzeylerinin dusuk oldugu
belirlenmistir [62, 63]. Kolin asetil transferaz, enzimi asetilkolin sentezinde gérev
alan bir enzim olup katalitik aktivitesi igin kolin, asetil-KoA ve adenozin trifosfat
(ATP) subtratlarina ihtiyag duymaktadir. AH'na sahip bireylerde bu enzim
aktivitesinin diustk olmasi ile kolinerjik fonksiyon kaybi hipotezi ortaya ¢ikmistir
[58, 64]. Benzer bulgularin, Parkinson Hastaligi (PH), depresyon gibi diger
norolojik ve psikiyatrik bozukluklarda da bildirilmesiyle kolinerjik disfonksiyon

hipotezi nérodejeneratif hastaliklarda kabul goren bir hipotez haline gelmistir [65].

2.2.2. Amiloid-f hipotezi

Amyloid hipotezi, 1991 yilinda John Hardy ve David Allsop tarafindan yapilan bir
calisma ile agiklanmigtir. 21. kromozomda bulunan amiloid preklrsor protein
(APP) geninin patojenik mutasyonu sonucunda A birikimi olur ve bu stre¢ AHnin
ilk asamalarinda gerceklesmektedir. Ayrica AH’nin patolojik yolaklarinin AR
birikimi, tau fosforilasyonuna bagh NFY olusumu ve néron kaybi ile

aciklanabilecegini dusunmuglerdir [66].



AB plaklari ilk kez 1984 yilinda izole edilmis ve AHnin teshisi ve patogenezinin
aydinlatiimasina isik tutmustur. Temel olarak AB, APP’nin ¢oklu proteolitik kesimi
sonucunda 39-43 amino asitlik kalintilarinin Grand oldugu bilinmektedir. APP’nin
kesim islemi 2 yolak ile gergeklesmektedir. Bu yolaklardan ilki, APP’nin once a-
sekretaz ve ardindan y -sekretaz enzimi ile pargalanmasi sonucu ¢oézinebilir AR
olusumu iken; ikinci yolak olarak dnce B-sekretaz (BACE1) ve ardindan y-sekretaz
(Presenilin, PSEN) enzimi ile kesim sonucu ¢dzinmeyen AR plaklarinin olusumu
ile karakterizedir [67]. Normal kosullar altinda APP, cogunlukla a-yolagi ile
hidrolize edilmekte ve az bir kismi ise B-yolagi Uzerinden hidrolize edilerek
bagisiklik sistemi ile elimine edilmektedir. Ancak APP’de kesim bdlgesinde
meydana gelen mutasyon sonucunda BACE1 enzimi ile meydana gelen kesim
islemi baskin hale gegerek ¢ozinemeyen AR plaklarinin birikim gergeklesmektedir
(Resim 2.1).

Normal APP Kesimi Patolojik APP Kesimi ile AB Plaklarimin Birikimi
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Resim 2.1. Amiloid prekirsér proteinin (APP) a veya B-sekretaz enzimiyle
kesilmesi [68]

AB Uretimi 6ncelikle endozomlarda gergeklesmekte, sinaptik aktiviteye bagli olarak

néronlardan salgilanmaktadir [69, 70]. Salgilanan bu peptidler cogunlukla B-sheet

konformasyonunda olduklarindan oligomerik, protofibril veya fibriler formlarda

agregatlasma egilimi gostermektedir. AB42 fibrilleri ¢ogunlukla 7-8 nm c¢apinda

protofilamentlerin birbirine paralel olarak yerleserek katlanmalari sonucu olusup



9

norotik plaklarin merkezinde capraz olarak yerlesmektedir [71]. Ote yandan
oligomerik AB42’ler, monomerlerden sonra olusan ara formlar olup ndritlerin
etrafinda bulutsu bir norotik plak goruntusu olusturmaktadir [72]. AB42'in herhangi
bir formdan agregatlasma surecine girmesinde mikroglial hucreler ilk basamakta
go6rev almakta ve slreci hizlandirarak néroinflamasyona aracilik etmektedir. [73].
Bu sekilde ylksek miktarda olusan AR plaklari dendritik ve aksonal atrofiye aracilik
ederek, olgun noron hicrelerinde norotoksik etki gostermektedir. Plaklarin birikim
duzeylerine bagli olarak kognitif fonksiyonlarda azalma meydana gelmektedir.
Hipokampal néron hucrelerinde uzun sureli potensiyalizasyonun (LTP) ve
beraberinde sinaptik plastisisitenin azalmasi ile kognitif bozukluklara ek olarak

noronal hucre kaybinin da gerceklestigi gozlenmigtir.

Amiloid yolak hipotezi en kabul goren hipotezlerden biri olmasina ragmen,
glinimuzde daha da genis bir tanimi igine alacak sekilde dizenlenmigstir. AH’InIn
genetik formu olan ODAH, Down sendromu (Trizomi 21), APP lokus duplikasyunu
gibi risk faktorleriinin de APB42/40 orani, toplam A duzeylerini ve fibriler
agregasyon surecini hizlandirdigini gostermistir [74]. Benzer sekilde, gec¢ evrede
olusan AH olgularinda apolipoprotein E (APOE) mutasyonlari da AB42 olusumunu
hizlandirarak, AP42 klerensini yavaslatmaktadir [75, 76]. Genetik acgidan
incelendiginde, AB duzeylerindeki degisimin AH’na katkisi aciklanabilmektedir.
Fakat serebral AB’'nin bodlgesel birikimi sonucunda ndronal metabolik aktivitede
meydana gelen azalma arasinda bir korelasyon olusmamasi [77] veya biriken
plaklarin bulundugu bdlgede fonksiyon kaybina ek olarak beyinin diger
bdlgelerinde de fonksiyon kaybina aracilik etmesi gibi nedenler [78, 79], AB
hipotezini hedef alan terapdtik yaklasimlarin klinik faz c¢alismalarinda yetersiz
kalmasina aracilik etmigtir. Bu bilgiler dogrultusunda, AB hipotezinin, patogenezin
baslangicinda bir etken olabileceg@i disundlmuastir. AR’ nin aracilik ettigi hicre igi
sinyalizasyon yolaklarina ek olarak oOzellikle tau fosforilasyon duzeyi ve
noroinflamasyonu uyaracak etkenlerin de bu patogenezi acgiklamada gerekli
oldugu gercegi ortaya cikmaktadir [80]. Bu nedenle, AR hipotezini AH’ nin hicresel
fazi, tau patolojisini ise AHnin biyokimyasal fazi olarak tanimlanmistir [81].
Hucresel homeostatik dengenin bozulmasina bagl ndrovaskiler ve ndronal

aktivite kaybi, astrosit ve mikroglial aktivasyona bagli nérinflamasyon ve hicresel
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stres artmaktadir. Bu patogenezden de AR ve tau proteopatisinin birlikte sorumlu

oldugu disunulmektedir [80].

2.2.3. Tau hipotezi

Hucre ici tau iceren NFY’ler AH’ nin énemli bir patolojik gostergesidir. NFY, helikal
flamentlerin agregasyonu ile olusmaktadir. Patolojik NFY, hiperfosforile edilmis tau
proteinlerinden olugsmaktadir. Tau proteinleri mikrotubul-baglayici proteinler
ailesinden olup akson ve dendritlerde iletimin ana iskeletini olusturmaktadir. Tau
hiperfosforilasyonu sonucunda olusan fibriler veya yanlis katlanmis NFY’ler
oncelikle beyinin bir bolgesinde birikip ardindan beyinin buyuk bir bolimune

yayllmaktadir (Resim 2.2).

Mikrotibillerin destabilizasyonu

Gozunur Tau
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Resim 2.2. Tau proteinlerinin hiperfosforilasyonu ile mikrotubtllerin depolimerize
olarak nérofibriler yumaklarin olusumu [82]

Tau hipotezi temel olarak, hiperfosforilasyona bagli olarak Tau proteinin
mikrotubulleri depolimerize ederek néron i¢i ve ndronlar arasi sinyal iletimini
bozmasi ile agiklanmaktadir. Fakat son vyillarda yapilan c¢alismalarda amiloid
hipotezi ile birlikte iligkilendiriimektedir. Bir risk faktori olan APOE4 mutasyonu
varliginda tau proteinin fosforilasyonu artmakta ve AB agregatlarinin eliminasyonu
azalmaktadir. Tau proteininin fosforilasyonunun regulasyonunda goérev alan diger

bir protein olan glikojen sentaz kinaz 3 (GSK3B) aktivitesinin artmasiyla bir
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yandan tau proteini hiperfosforile olurken, diger yandan APP aracili patolojik AB
olusumu katalizlenmektedir. Ayrica tau proteini AB aracili sinaptik toksisite ve
noronal ag olusumunu baskilamaktadir. Ote yandan tau proteini, APP proteininin
hlcre zarina tasinmasini artirarak ferroportin-1 aracili demir iyonlarinin hicreden

atilimini hizlandirmaktadir.

AH patogenezinde artmis olan tau fosforilasyonu ile tau proteini sitozolik yerlesim
gOstererek agregasyon ve ardindan yumak olusumu egilimi gostermektedir. Agiri
fosforillenmis olan tau proteini aksonal kompartmandan, somatodendirik
kompartmana dogru hareket ederek glutamat reseptor taginimi ve sinaptik
etkilesimi inhibe etmektedir [83]. Huicre icerisinde tau fosforilasyonundan sorumiu
olan kinazlarin baginda GSK 38 , siklin bagimh kinaz-5 (Cdk5), cAMP-bagimli
protein kinaz (PKA) ve kalsiyum kalmodulin bagimh protein kinaz 1l (CaMKIl)
gelmektedir [84].

2.2.4. Kalsiyum homeostazi ve eksitotoksisite hipotezi

AH’da, Ca?* asirimi ile olusan eksitoksisite sonucunda sinaptik fonksiyon kaybi
gorulmektedir. Eksitotoksisitenin olusmasina aracilik eden N-Metil-D- Aspartat
reseptorlerinin  (NMDAR), glutamata karsi duyarlihgr AH'da artmaktadir [85].
Glutamat beyindeki primer eksitator aminoasit olup, iyonotropik ve metabotropik
reseptorler lizerinden etki géstermektedir. iyonotropik glutamat reseptérleri (iGIUR)
noronal agin olugmasi sirasinda hizli iletimden sorumlu reseptorlerdir. Bu
reseptorler,  a-amino-3-hidroksil-5-metil-4-izoksazolpropiyonik  asit  (AMPA)
reseptorleri (AMPAR), kainat reseptorleri ve NMDAR olmak Uzere 3 gruba
ayrilmaktadir [86]. Glutamerjik sinyalin fazla miktarda olmasi ile AH'da goérulen
eksitotoksisiteye bagli norodejenerasyon olusmaktadir. Olusan bu
eksitotoksisitenin, Ca?* iyonlarina olan gegirgeniliginin diger reseptorlere oranla
fazla olan NMDAR’nden kaynaklandidi bilinmektedir [87]. NMDAR fizyolojik
kosullarda sinaptik iletim ve plastisiteyi saglayarak o6grenme ve hafiza
fonksiyonlarinin olusmasina aracilik etmektedir. Fakat, patolojik kosullarda, fazla
miktarda Ca?* iyonlarinin hiicre igine gegisine aracilik ederek, kademeli sinaptik

fonksiyon kaybina ve hlcre 6lumine neden olmaktadir [88, 89].
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Post sinaptik yogunluk proteini 95 (PSD-95 proteini), AMPAR ve NMDAR’nin post
sinaptik mebrana tasinimi, sinaptik yerlesimi ve stabilizasyonunda gorev
almaktadir [90, 91]. LTP’nin saglanmasinda sinaptik kuvvet artiginin énemli rolu
olmasina ragmen, PSD-95 proteininin asiri ekspresyonuna bagh olarak olusan
akim, ndronlarda doygunluk meydana getirerek NMDA aracili LTP’nin
sonlanmasina sebep olur. Bu doygunluk néronlarda AMPAR aracili LTD’nin
olusumuna aracilik etmektedir [91]. Ote yandan AH’nda, NMDAR ve AMPAR’nin
yuzey ekspresyonunun anlamli 6l¢gide azaldigdi gozlenmistir. Eksitotoksisitenin
aracilik ettigi noéron ici Ca?* artigi ile birlikte NMDAR'nin yiizey ekspresyonu
azaltilarak homeostaz saglanmaya calisiimakta, ancak yetersiz kalmaktadir [92].
Bunun sonucunda da Ca?* aracili sinyal yolaklarinin asiri uyariimasi ile
nérodejeneratif mekanizma baskin hale gecmektedir. Ozellikle AHnin ilk
evrelerinde gorulen iskemik beyin hasarinin olusumundan sorumlu artmig néronal
nitrik oksit sentaz (nNOS) aktivitesi, bu yolaklarin basinda gelmektedir.
NMDA/PSD-95 kompleksine PDZ bodlgeleri araciligi ile baglanan nNOS enzimi,
Ca?* eksitotoksisitesi ile birlikte asiri miktarda NO radikali olusumuna aracilik
ederek noronal hicrelerde nitrozatif hasara neden olmaktadir [93]. nNOS
enziminin artmis olan aktivitesine bagl olarak meydana gelen NO radikali, nitrit,
peroksinitrit ve slperoksit radikalleri gibi diger reaktif oksijen tlrevlerinin
olusumunu hizlandirarak mitokondriyal membran gecirgenligini artirnr  ve
mitokondriyal sUperoksit dismutaz (SOD) enzimini de bloke ederek mitokondriyal
dlzeyde oksidatif stresi arttirmaktadir [94]. Ayrica olusan NO radikali endoplazmik
retikulum (ER)’ da yer alan protein-disulfit izomeraz (PDI) enzimini nitrolize ederek,
hlcresel protein katlanmalarini engellemektedir [95]. Diger yandan, oksidatif stres
noronal DNA, lipid ve Ozellikle protein dizeyinde hasara neden olarak, AH'nin
temel histopatolojik belirteci olan AB peptidlerin yanlis katlanmasina ve agregatlar
halinde birikmesine yol agmaktadir [96, 97].

Ayrica AH’nin patogenezinde etkin rol alan AR plaklari, Ca?* / Kalmodulin bagimli
kinaz 1l (CaMKIIl) aktivitesini degistirerek AMPAR ve NMDAR’nin ylzey
ekspresyonunu ve iyon akigini azaltmaktadir [98]. NMDAR ve AMPAR’nde
meydana gelen bu azalma, post sinaptik yogunlugun da azalmasina aracilik
etmektedir [99]. Hucre ici NFY’lerin olusumuna aracilik eden tau proteini, Fyn

protein kinazi fosforile ederek NMDAR’nin NR2 alt Gnitelerinin PSD-95 proteini ile
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etkilesimini kolaylastirir. Bunun sonucunda NMDAR aracil sinyalizasyon yolaklari
(nNOS) kesintisiz ve kontrolstiiz sekilde devam ederek hlcreyi eksitotoksisiteye
bagli apoptoza, yani noronal hicre kaybina goturir. NMDA/PSD-95 etkilesimi de
hlcresel sinyalizasyonu uyararak AP toksisitesini arttirmaktadir. Bu da AH'nin
temelini olusturur [100]. Ancak AH’nda postsinaptik néronlarda biriken AR plaklari,
gerek kapladiklari ylzey alani, gerekse etkiledikleri sinyal yolaklari ile PSD-95
proteinin B tabakali sekonder yapisini bozarak hem néronal sinyalizasyon hem de
morfolojiyi olumsuz yonde etkilemektedir [101]. PSD-95 proteinindeki bu azalma
Ozellikle NMDAR’nin membran stabilizasyonunu da azaltmaktadir. Bu durum AH
gibi NMDAR'nin aracilik ettiji Ca®* eksitotoksisitenin azalmasina aracilik etse de,
noronal hucrelerde 6grenme ve hafiza olusumundan sorumlu molekuler yolaklari
da olumsuz etkilemektedir [102, 103]. Bu yolaklarin basinda CREB ve C/EBP
(CCAAT enhancer binding protein) transkripsiyon faktorleri aracili regule edilen

yolaklar gelmektedir [104].

AHda CREB proteininin fosforilasyon duzeylerinde degisiklikler meydana
gelmektedir. Artmis B sekretaz (BACE1) aktivitesi ile birlikte cAMP dlzeylerinde
belirgin olgiide azalma gdzlenirken [105], mitojen aktive protein kinaz (MAPK),
CaMK Il ve IV duzeylerindeki azalma sonucunda, fosforile CREB dizeyinde de
dusus meydana gelir [102]. Bu da hastalarin 6grenme ve hafiza fonksiyonlarindaki
degisiklikleri aciklar niteliktedir. AMPAR'’inden hiicre igine Ca?* akisi, CaMK |l
enzimi tarafindan kontrol edilmektedir. AH'nda, azalmis CaMK Il enzim dizeyine
bagli olarak AMPAR’nin fosforilasyonu gerceklesememektedir. Bunun sonucunda

da LTP’nin korunmasi engellenmektedir [106].

2.2.5. Norovaskiiler disfonksiyon hipotezi

Bu hipotez temel olarak, beyin mikrogevresinin homeostazi ve metabolizmasi,
substrat dagitimi ve atiklarin kan yoluyla drenajindaki degigikliklerin
degerlendiriimesi esasina dayanmaktadir. Bu asamada noéronlar, astrositler ve
vaskuler hucreler, beyin yapisinin ve fonksiyonunun butlunligini destekleyen
hassas bir fonksiyonel birim olusturmaktadir [107-109]. Serebrovaskiler
fonksiyondaki degisikliklerin, hem serebrovaskuler patolojilerin hem de AH dahil

olmak Uuzere diger norodejeneratif hastaliklarin patogenizinde rol aldigi
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gosterilmistir [110]. 1994 vyilinda, beyin mikrovaskularitesinin, AH'da hasar
gordugu gosterilmistir [111]. AB, serebral arterlerin daralmasini uyarmaktadir. AH
fare modellerinde, AR birikiminden dnce neokortikal mikrosirkilasyonun bozuldugu
bildirilmigtir.  Alzheimer hastalarindaki beyin goéruntileme c¢alismalarinda,
norovaskiler  disfonksiyonun, ndérodejenerasyonun baslamasindan  6nce
gerceklestigi gosterilmistir [112, 113]. Anormal anjiyogenez ve serebrovaskiler
sistemin yaslanmasi, AP'nin kan-beyin bariyeri (KBB) boyunca tamamen
uzaklastirlamamasina nérovaskuleritenin olusamamasina ve damar
dejenerasyonuna aracilik etmektedir [114]. Sonug¢ olarak ndrovaskuler fonksiyon
kaybi, beyin hipoperfliizyonuna, beyin hipoksisine ve ndérovaskiler inflamasyona
aracilik etmektedir. Buna ek olarak, KBB butiinliginin bozulmasi sonucu, néronal

disfonksiyon ve ndron kaybi ile AH patogenezi ilerleyici hale gegmektedir.

2.2.6. Noroinflamasyon hipotezi

MSS’ nde inflamatuvar yanitin olusmasinda glial hicreler sorumlu olup, mikroglia
ve astrositlerin AH'nin patogenezinde de gdrev aldigi bilinmektedir [115-117].
Mikroglia hucreleri beyin dokusunda 6zellesmis makrofajlar olup beyinde bulunan
hdcrelerin %10-15’lik kismini olusturmaktadir. Bu oranin AH olan bireylerde arttigi
ve NFY’larin bulundugu bdlgelerde 2-5 kat daha fazla kimelendigi gozlenmigtir
[118].

AB ve sitokin ile indiklenmis mikroglial ve astroglial aktivasyonun AH’na sinerjistik
etki gostererek patogenezi daha da kotlye goturmektedir. Tium-genom sekans
analizleri (GWAS) sonucunda, AH’nin patogenezinde, mikroglia hucrelerinde
kodlanan TREM2, CR1, SHIP1, BIN1, CD33, PICALM, CLU ve MS4A genlerinin
rol aldigr gosterilmistir [119, 120]. Bu genlerden Ozellikle TREM2'nin R47H
varyantinin, AH riskini artirmaktadir [121]. TREM2 proteini, mikroglialar Uzerinde
ifadelenen bir protein olup fagositoz, inflamatuvar sinyalin olusmasinda ve
mikroglial sagkalimin dizenlenmesinde goérev almaktadir. AHda ise, AP
oligomerlerine baglanarak fagositoz yoluyla hicreden uzaklastriimasina aracilik
etmektedir [121, 122]. Baslangigta bir koruma mekanizmasi seklinde gergeklesen
bu hipotez, AB plaklarinin fagositozu ile aktive olan NLRP3 inflamazom
kompleksinin kaspaz-1'i aktive etmesiyle inflamatuvar yanitin baglamasini
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uyarmaktadir [123]. Aktif kaspaz-1, IL-1B'nin 6ncllinden proinflamatuvar etki
gOsteren aktif formuna dénismesine aracilik etmektedir [124]. Diger yandan, aktif
inflamazom kompleksi apoptoz-iligkili speck-benzeri CARD bdélmesi igeren protein
(ASC) ailesini uyarir. Uyarilan ASC’ler, ekstraseluler yerlesmis AR plaklarina
capraz baglanarak oligomerizasyonu ve buna baglli agregasyon surecini
baslatmaktadir [125].

Aktive edilmis mikroglial hucreler tau-aracili patolojiye de dogrudan katki
saglamaktadir. Fare modellerinde yapilan ¢alismarda TREM2 geni delesyonu
yapildiginda tau aracili norodejenerasyonun ve astrogliozisin inhibe edildigi
gosterilmigtir [126, 127].

Bir diger mekanizma olarak ise, AH olan bireylerde AB’nin, mikroglial hlcrelerde
bulunan CD36-TLR4-TLR6 reseptér kompleksi ve NLRP3 inflamazom
kompleksine baglanarak pro-inflamatuvar sitokinlerin (TNF-a, I1L-13, TGF-B, IL-12,
IL-18) salgilanmasini ve hicrelerin apoptoza yonlenerek néronal dejenerasyona

aracilik ettigini gostermistir [128].

inflamatuvar hipotez ile iliskili olarak bagirsak-beyin ekseni hipotezi ortaya
atilmigtir.  Bu hipotezde, bagirsakta bulunan flora bakterilerinden Uretilen
metabolitlerin, bagisiklik sistemini aktive etmesine bagl olarak mikroglial
aktivasyonu uyarmasi esasina dayanmaktadir [129]. Fare modellerinde ve AH'na
sahip bireylerde yapilan galismalarda bireysel farkliliklara bagh flora degiskenlikleri
ve bagirsak-beyin arasindaki direk iligkinin aydinlatilamamis olmasi bu hipotezi
kisitlayan etkenler arasinda sayillmaktadir [130-132]. Fakat, APP/PS1DE9
transgenik fare modelinde, yliksek doz antibiyotik kokteyli verilmis gruplarda Ap42
¢bzunur formlarinin arttigi, plak olusumun azaldidi ve ayrica aktive astro-

mikrogliozisin baskilandigi gosterilmistir [133].
2.2.7. Mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif stres hipotezi
2004 yilinda, Swerdlow ve Khan ilk olarak mitokondriyal disfonksiyon hipotezini

ortaya koymus ve mitokondriyal fonksiyonun APP ifadesini ve islenmesini ve Ap

plaklarinin birikiminde etkili olabilecegini belirtmislerdir. Oksidatif stres, AH
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patogenezini basta makromolekil peroksidasyonu, AB metal iyon redoks
potansiyeli ve mitokondriyal disfonksiyon olmak Uzere 3 ana mekanizma Uzerinden
etkilemektedir [134-136]

Oksidatif stres, redoks duzenleyicilerinin ve molekuller arasindaki etkilesimin
azalmasina neden olan, pro-oksidan ve antioksidan dengenin bozulmasi olarak
tanimlanmakta ve ¢ogunlukla superoksit de dahil olmak Uzere artan reaktif oksijen
turevleri (ROS) ve/veya reaktif nitrojen turevlerinden (RNS) kaynaklanmaktadir.
Radikal anyonlar (Oz), hidrojen peroksit (H202), hidroksil radikalleri (HO-), nitrik
oksit (NO) ve peroksinitritter (ONOOQO) olarak siniflandiriimaktadir [137]. Saglikl
hiucrelerde ROS, mitokondri, ER, peroksizomlar, NADPH oksidazlar ve monoamin

oksidazlar dahil olmak Uzere birgcok kaynaktan uretilebilmektedir [138, 139].

Fizyolojik kosullarda mitokondriyal elektron transport zinciri (ETZ)'nde yer alan
Kompleks 1 ve Kompleks 3 tarafindan ROS iretimi meydana gelmektedir. Uretilen
ROS, sitokrom c¢ oksidaz aktivitesinin kontrolinde bir antioksidan koruma
mekanizmasi ile denetlenmektedir [140]. Ancak, AH’na sahip bireylerde
hipokampal sitokrom c¢ oksidaz duzeylerinde ciddi bir azalmanin varligi
gOsterilmistir [141]. Bu azalmaya ek olarak insulin Gretimi ve etkiledigi yolaklarda
da degisiklikler meydana gelerek néronal mitokondri hasarinin  olustugu
gOzlenmigtir [142]. Oligomerik AR peptidlerinin mitokondri i¢ zarinda birikmesi ile
ETZ ana bilegenleri olan enzimler baskilanmakta ve bunun sonucunda antioksidan
savunma mekanizmasi bloke edilmektedir [136, 143]. Bu mekanizmanin bloke
edilmesi ile mitokondri membraninda bulunan mitokondri-iliskili ER membrane
proteini (MAM) duzeylerinde artis meydana gelmektedir. MAM proteini, AR
plaklarinin mitokondriye girisini hizlandirmak tzere mitokondri dis zar translokaz
proteini (TOM) ile etkileserek AR peptidlerinin mitokondriye translokasyonunu
saglamaktadir [144]. Bunun sonucunda mitokondriyal fonksiyon kaybina bagli
membran potansiyelinde duslis ve apoptotik yanit baslamaktadir [136, 143]. Bu
yolaklara ek olarak tau proteininin hiperfosforilasyonu ve miktrotubdillerin
dagiimasiyla mitokondrilerin kinesin ve dynein motor proteinleri araciligiyla
gerceklesen tasinimi da sekteye ugramaktadir [145]. Fonksiyonel ve fonksiyon

kabina ugramis mitkondrilerin, anterograd ve retrograd taginiminin bozulmasi ile
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disfonksiyonel mitokondriler, néronlarda birikerek intrandronal oksidatif hasarin

kimulatif sekilde artmasina neden olmaktadir [145, 146].

Lipid peroksidasyonu sonucunda noéronal poliansature noéronal lipidler okside
olarak, biyokimyasal aktif son Urlnler olan 4-hidroksi-2,3-nonenal (4-HNE),
malondialdehit ve F2-izoprostanlar olusmaktadir [147, 148]. Olusan bu reaktif son
drdnler, tau hiperfosforilasyonu ve hiicre igi Ca?* sinyalizasyonunu regiile ederek
apoptotik yolaklarin uyariimasina aracilik etmektedir [149, 150]. Ayrica hucre igi
ROS duzeylerindeki artis, mitokondriyal DNA Uzerinde hidroksilasyon,
karbonilasyon ve nitratasyon gibi eklentilerinin olugsmasina ve bunun sonucunda
epigenetik paternin degiserek mutajenik  Ozelliklerin kazanilmasina neden
olmaktadir [150-152]. Nukleotidlerde oksidatif stresin maruziyet sire ve giddetine
gbre 8- Hidroksideoksiguanin (8-OhdG) eklentileri meydana gelmektedir. Bu
mutajenik eklentiler AH’na sahip bireylerde temporal, parietal ve frontal loblarda

AB ve p-tau birikimine araclilik ettigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir [151, 153].

Lipid peroksidasyonuna benzer bir mekanizma ile o6zellikle proteinlere okside
sakkaritlerin eklendigi glikasyon mekanizmasi, AH patogenezinde yaygin olarak
gorulmektedir [82, 134]. ETZ’de meydana gelen fonksiyon kaybi ile biyoenerjetik
mekanizma bozularak asiri miktarda olusan ROS, glukoz Urdnlerini okside
etmektedir. Okside olan glukoz Urlnleri reaktif 6zellikte olduklarindan proteinlere
baglanarak fonksiyon kaybi basta olmak Uzere ER stresi ve buna bagl olarak
katlanmamis protein cevabinin olusmasina aracilik etmektedir. Glikasyon islemi
sonucu olugan ileri glikasyon son urunleri (AGE) hucre icinde norotoksin gibi
davranarak noéroinflamasyonu uyarmaktadir. AGE eklentileri, kendilerine 6zgu
reseptorler olan reseptor-AGE (RAGE)’lere baglanarak nitrik oksit (NO), IL-13 ve
Tnf-a salgillanmasi ve bunu takiben noronal dokuda hasar meydana gelmesine
aracilik etmektedir. AH patogenezinin kritik elemanlari olan AB ve tau proteinleri
de artmis ROS durumunda glikasyona ugrayarak AGE-eklentileri olusturmaktadir
[135]. Bu eklentiler, énce mikrotibdllerin yeniden dizenlenimini (re-modelling)
bozarak huicre iskeletinin butinliginin kaybolmasina ve olusan AB-AGE
eklentileri ile de geri donlsslz agregatlarin hicreyi 6lime goétirmesine aracilik
etmektedir [154].
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AH’da, oksidatif stres ve etkiledigi tim yolaklar Resim 2.3’te sunulmustur.

Kognitif
Disfoksiyon
¥
Dendritik Hasar ~ Artrmg
sinaptik Kayip _ AB Monomerleri
LTP'nin Baskilanmas: ] o f .

Resim 2.3.

AH patofizyolojisinde oksidatif stres, mitokondrial disfonksiyon,
makromolekll oksidasyonu, hicre ici ROS olusumu, metal iyon
dengesinin bozularak AB plaklarinin olusumu, Tau
hiperfosforilasyonu ve AB sentezine aracilik etmektedir. NMDAR ve
fyn kinaz aktivasyonu ile dendrik ve sinaptik ve buna bagli LTP’nin
baskilanmasi ile kognitif disfonksiyon gorilmektedir. (ROS: reaktif
oksijen turevleri; AB: amiloid beta; AGE:ileri glikasyon son UrUnleri,
RAGE: reseptor AGE, NMDAR: N-metil-D-aspartat reseptorl, LTP:

Uzun sureli potensiyelizasyon)

2.2.8 Glukoz hipometabolizmasi hipotezi

Glukoz metabolizma bozuklugu, AH'nin erken déneminde gorulen patolojik bir

durum olup, kognitif ve islevsel fonksiyonlarda azalma meydana getirmektedir. In

vivo ve in vitro modellerde yapilan ¢alismalarda hipometabolizmaya bagh olarak

néronal hucrelerde atrofinin meydana geldigi gozlenmigstir [155-157]. Meydana

gelen artofi, AH’nin ilk evrelerinde bdlgesel olarak gergeklesip, 2- deoksi-2-florin-
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18-floro-D-Glukoz ile isaretlenmis positron emisyon tomografisi (**FDG-PET) ile
teshis edilebilmektedir [158]. insan beyni, total vicut agirhiginin yaklasik %2’sini
olusturmasina ragmen vucut total oksijen ihtiyacinin %20’sine kadar ihtiyag
duymaktadir. Beyin hucrelerinin enerji ihtiyaci mitokondriyal trikarboksilik asit
dongusu (TCA) ve oksidatif fosforilasyona baglh ATP UGretiminden karsilanmaktadir
[159-161]. Ancak AH’da glukoz metabolizmasinda azalma meydana gelmekte ve
bu azalma AH'nin patogenezini daha da ileri evreye goturmektedir [162-164]. Yash
olgularda glukoz metabolizmasinin %17-24 oranlarinda azaldigi ve bunun
sonucunda glukoz kullanimi ve ATP uretiminde aksakliklar meydana gelmektedir
[165]. Bozulmus glukoz metabolizmasi, mitokondriyal disfonksiyona aracilik
ederek oksidatif stres aracili néron hucrelerinin kaybina aracilik etmektedir [166,
167].

2.2.9. Metal iyon hipotezi

Metal iyonlari, saglikli bireylerin MSS’'nde enzimatik reaksiyonlarin ko-faktoru,
mitokondriyal ve noéronal fonksiyonlarin dizenlenmesi gibi bircok fonksiyonda
gorev almaktadir [168]. Fizyolojik kosullar atinda bakir (Cu?*), ginko (Zn?*) ve
demir (Fe) gibi iyonlar beyin dokusunda c¢cok az miktarda ve kontrol edilebilir
diizeylerde bulunmaktadir. Ote yandan AH’da, bu biyometallerin homeostazinda
dengesizlik oldugu ve AR plaklarin agregasyon sureclerine katkida bulundugu
gbzlenmistir. AH'da serum Cu?* dizeylerinin arttigi, Zn?* diizeylerinin kanda
artarken; serobrospinal sivida azaldigi gosterilmistir. Diger dnemli biyometal olan
ve basta mitokondri ETZ’de roli olan Fe iyonlarinin yasa-bagdli AH olgularinda

arttig1 gézlenmistir.

AH’da, artmis olan ROS duzeylerine bagl olarak okside olmus AR peptidlerinin N-
terminalinde, Zn?*/Cu?”in baglanmasina olanak saglayan cepler olusturmaktadir
[169]. Bu ceplere baglanan Zn?*/Cu?* AR peptidlerinin agregasyon sirecini
hizlandirarak daha stabil agregatlarin olusmasina aracilik etmektedir [170]. Olusan
bu stabil agregatlarin, sinaptik araliktan klerensi saglanamadigindan inflamatuvar

yanitin baslamasi kaginilmaz hale gelmektedir [171].
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2.2.10. Lenfatik sistem hipotezi

Lenfatik sistem ve kan damarlari vidcuttaki sivi dengesinin  korunmasi ve
saglanmasinda ana diizenleyiciler olarak tanimlanmaktadir [172-174]. insan beyin
dokusunu saran U¢ katmanli meninksler yaygin bir sekilde lenfatik damarlara
sahiptir. Beyin tarafindan Uretilen proteinler, metabolitler ve diger atiklar
insterstisiyel sivi araciligiyla serobrospinal siviya ulagir [175]. Klasik yaklagsimda
gerceklesen transvaskuler uzaklastirma igsleminde metabolik artiklar ve diger
molekuller beyinden drene edilmek Uzere kapiller duvardan tasinarak kan beyin
bariyerini gecmektedir [175, 176]. Ote yandan, bu yaklasima ek olarak
perivaskuler uzaklastirma kavrami 6ne surtulmuastir. Bu yaklagimda para-arterital
bosluklar veya paraven6z araliklardan serobrospinal sivinin giris veya gikigina
bagli olarak atiklarin uzaklastirildigi gdsterilmistir [176-179]. Bu yaklasimin Kilit
yapllarinin ise astrositlerde ifadelenen ve serobspinal-interstisiyel sivi
degdimisimine olanak saglayan akuaporin-4 kanallarinin oldugu belirlenmigtir [178,
179].

Yaslanma surecinde atiklarin trans/peri-vaskiler uzaklastiriimasi sirasindaki
aksakliklar, AR agregatlarinin beyinde birikmesine neden oldugu gdézlenmistir.
Ayrica, akuaporin-4 kanallarinin eksikligi AB plaklarinin birikimini artirmakta ve
lenfatik agin hasarlanmasina bagh olarak meninkslerde AR plaklari birikmektedir
[180, 181].

2.3. Alzheimer Hastaligina Semptomatik Tedavi Yaklagimi

AHnin semptomatik tedavisinde Amerikan Besin ve ilag idaresi (FDA) tarafindan
onaylanmis dort ilag bulunmaktadir. Bu ilaglarin UG¢l kolinesteraz inhibitorleri
(donezepil, rivastigmin ve galantamin) ve digeri de yarismasiz NMDAR inhibitorG
olan Memantin’dir [182]. Gunumuzde kognitif fonksiyon kaybinin geri
dondurulmesi ve nérodejenerasyonun baskilanarak  AHnin  tedavisinde
kullanilacak 20 adetin Uzerinde bilesik, klinik faz 3 galigmalarina kadar gelmis
fakat geri donlgsiz néronal kaybin ve hastaligin kontrolsiz ilerleyisinde gerileme

saglayamadiklari igin sonlandiriimistir [183].
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AH patogenezinde Menyertin bazal ¢ekirdegi ve diger septal ¢ekirdeklerde yer
alan kolinerjik noéronlarin kaybina bagll kolinerjik disfonksiyon yaygin olarak
gorulmektedir. Bu kayip sonucunda erken evrede dikkat ve hafiza kaybi gorulerek
AH ilerlemektedir. Kolinesteraz inhibitorleri (Donezepil, rivastigmin, galantamin)
hafif-orta siddetli AH tedavisinde sinaptik boslukta asetilkolin seviyelerini artirarak
kolinerjik iletimin artmasina aracilik etmektedir. Ozellikle hafif-orta siddetli
olgularda etkili olan kolinesteraz inhibitorleri uzun sureli kullanima bagh kolinerjik
yan etkilerinin artmasi ve uzun sureli AH olgularinda hastalik belirtilerinde gerileme
meydana getirmemesi ve ayrica erken dénem hafif siddetli olgularda kognitif
fonksiyonlari daha da geriletmesi gibi sebepler nedeniyle kisith kullanima
sahiptirler [184].

Memantin, yarismasiz NMDAR duzenleyicisi olup glutamat-aracili eksitotoksisiteyi
azaltarak nérodejenerasyonu baskilamaktadir. Ozellikle orta-agir siddetli olgularda
kognitif fonksiyonlari artirmasi, yasamsal faaliyetlerdeki iyilesmeyi hizlandirmasi
ve noropsikiyatrik semptomlara katki saglamasi nedeniyle Memantin siddetli

olgularda sikga tercih edilmektedir.

2.4. Alzheimer Hastahgini Modifiye Edici Tedavi Yaklagimi

Hastalik modifiye edici ajanlar temel olarak hastaligin yavaslatiimasi, durdurulmasi
veya geriletiimesi Uzerine kurgulanmisg ajanlar olup ilaglarin %60’ In
olusturmaktadir. Bu baglamda anti-inflamatuar (NSAIi, steroidler), antioksidan
(selenyum, E vitamini), anti-iskemik (statin, aspirin), kolinerjik (lesitin), besinler
(Omega-3, B vitaminleri, folik asit), monoklonal antikorlar (bapineuzumab,
solanezumab) denenmis fakat klinik faz ¢alismalarindan gegememistir. Modifiye
edici ajanlar ile yapilan g¢alismalarin basari orani %0.4’den ileriye gidememistir
[185]. Basari oraninin dusuk olmasi; 1) AH'nin ge¢ evresinde olan bireylerin
secilmesi, 2) yanlis ve/veya segici olmayan terapoétik hedeflerin segilmesi, 3) yanlis
doz velveya dozlarin uygulanmasi, 4) igleme/dislama kriterlerinin yayginhk
goOstererek bireyler arasi farkliliklarin (genetik, etnik, tibbi 6ykd, komorbit
patolojiler) fazla olmasi, 5) calisma tasarimindaki hatalar gibi nedenler ile
aciklanmaktadir [186, 187].
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2019 yilhinda klinik faz Il gcalismalarinda yer alan ajanlarin ¢ok az bir kisminin AR
ve tau agregatlarini hedef aldigi Huang ve ark. (2020) tarafindan yapilan

derlemede gosterilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Klinik Faz 3 calismalarinda AB ve tau’yu hedef alan ajanlar

Ajan Etki Mekanizmasi Hedef / Amag Durumu

Albumin 1

Plazma degisimi AB klerensi Tamamlandi

immunglobulin

Mast hucre
ALZT-OPla + ALZT- N ) L Yuratlukte, kabul
stabilizatorl, anti- Noroinflamasyon

OP1b ) baslamamig
inflamatuvar

Anti-tau, Anti-AB

ve antiinflamatuvar

ANAVEX2-73 Anti-tau, Anti-AB Kabul edilmig

Monoklonal oligomerik
AB antikoru

Crenezumab AB klerensi Tamamlandi

Yaratlukte, kabul

E2609 Elenbecestat BACE inhibitori AB Uretiminin azaltilmasi

baslamamis
Monoklonal AB . o
Gantenerumab ) AB klerensi Kabul edilmis
antikoru
Gantenerumab ve Monoklonal AB AB klerensi, AB uretiminin Yurutlikte, kabul
Solanezumab antikoru azaltiimasi baslamamis
Monoklonal AB AB klerensi, AB uretiminin Yurutlikte, kabul
Solanezumab )
antikoru azaltilmasi baslamamig
GV-971
. . AB agregat olugsumunun
sodium AR agregat inhibitori Tamamlandi

) engellenmesi
oligomannurarate

Huang ve ark. (2020) tarafindan yapilan meta-analiz ile birlikte, AH'nin
patogenezinde goérev alan tek bir yolagr (AB, tau) hedef almanin klinik
caligsmalarda basarisiz olma olasiligini yukseltecegini gostermistir. Bu nedenle
AH'da, birden fazla yolagi hedefleyen, hastaligin patogenizine katki saglayan
komorbit faktorleri elimine eden ve hastaligin klinik seyrini degdistirecek ajanlarin
gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir. GUnimuzde arastirmacilar, dogrudan AB peptidleri
hedef almayan veya klinikte farkh hastaliklarin tedavisinde kullanilan ajanlar
yeniden konumlandirarak, AH'da klinik faz galigmalarina baglamislardir (Cizelge

4.2).



23

Cizelge 4.2. AH’da klinik Faz 3 g¢alismalarinda yer alan ve AB disi hedeflere 6zgu

ajanlar
Ajan Mekanizma Hedef / Amag Durumu
AC-1204 Ketozisin uyariimasi Metabollk',o\l:tcl)snltlf fonk. Tamamlandi
Levetiracetam SV2A diuzenleyici Noroprotektif Uygulama
basladi
Aripiprazol D2 ve 5-HT1A agonisti Kognitif fonk. artis Sonlandirildi
Sigma-1 reseptdr agonist, . Uygulama
AVP-786 NMDAR antagonist Ajitasyonun baskilanmasi basladi
Sigma-1 reseptdr agonist,
AXS-05 NMPAR antggonyst, . Ajitasyonun baskilanmasi Uygulama
Dopamin-norepinefrin geri bagsladi
alim inh.
Azeliragon Antl-lnflamatuvgr, RAGE Noéroinflamasyonun Sonlandinlds
antagonist baskilanmasi
5-HT1A ve D2 agonist,
Brexpiprazol Ajitasyonun baskilanmasi Tamamlandi
5-HT2A antagonist
Hindistan Cevizi ADP-ribolizasyon 1 protein Anti-AB, antiinflamatuar,
o . S . . Sonlandirildi
Yagi inh. antioksidan, néroprotektif
. : Noroinflamasyonun Uygulama
COR388 Bakteriyel proteaz inh.
baskilanmasi bagladi
Esitalopram Seratonin geri alim inh. Ajitasyonun baskilanmasi Uygulama
basladi
Gabapentin i Noéroprotektif, kognitif Uygulama
Enakarbil Glutamat reseptorler fonk. artis baslad
Ginkgo biloba Anti-oksidan, anti-AB Antioksidan, Anti-AB Uygulama
bagladi
Guanfasin a-2 ve 5HT2B agonisti Kognitif fonk. artis Uygulama

bagladi
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Cizelge 4.2.(devam) AHda klinik Faz 3 calismalarinda yer alan ve AR disi
hedeflere 6zgu ajanlar
Ajan Mekanizma Hedef / Amag Durumu
Idalopirdin 5-HT6 antagonisti Kognitif fonk. artig Tamamlandi
Intepirdin 5-HT6 antagonisti Kognitif fonk. artis Sonlandirildi
Insulin Metabolik yolak Glukoz kullanimi, Kognitif Tamamlandi
fonk. artis
Lumateperon 5-HT2A antagonisti Kognitif fonk. artis Sonlandirildi
Losartan, ATIl reseptor blokorl, Ca?* Antiinflamatuvar, metabolik Uvaulama baslad
amlodipin kanal blokorii control, kognitif fonk. artis ¥ ®
Ydrilikte,
s e C Noroinflamasyonun
Masitinib Selektif Tirozin kinaz inhibitort baskilanmasi uygulama
baslamadi
. . . . s Apatinin (Davranis)
Metilfenidat Dopamin geri alim inhibitorQ baskilanmas! Uygulama basladi
. . . Ajitasyonun(Davranig)
Mirtazapin Alfa-1 antagonsit baskilanmasi Uygulama bagladi
Suvoreksan Oreksin reseptor antagonisti Uykunun diizenlenmesi Tamamlandi
EVP-6124 Selektif cx7.n|kot|n|k-re.septor Kollnerjllk. sistem aracil Sonlandirildi
parsiyel agonisti kognitif fonk. artig
Nabilon CB1, CB2 agonisti Ajitasyonun baskilanmasi Tamamlandi
Nilvadipin Ca?* kanal blokorl Antl_AB.'. antnnflamatuar, Tamamlandi
noroprotektif
NMDAR antagonisti
Kognitif fonk. artis,
Nuedexta Sigma-1 reseptdr agonisti, néroprotektif )
SSRI
Néroinflamasyonun
Pioglitazon PPAR-y agonisti baskilanmasi, néroprotektif, Sonlandirlildi
kognitif fonk. artig
Troriluzol Glutamat diizenlenmsi Noroprotektif Uygulama bagladi
T ilizatord, A .
TRx0237 (LMTX) au Stab.l |z.at.orul,. gregat Anti-Tau Tamamlandi
inhibitora
. i . M lik dii lenim,
Kolekalsiferol Vitamin D reseptor agonisti etabolik duzenlenim Tamamlandi

kognitif fonk. artig

Zolpidem,
Zoplikon

GABA-A reseptorleri

Uykunun Duzenlenmesi

Uygulama basladi
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2.5. Alzheimer hastaligi (AH) ve Diabetes Mellitus (DM) iliskisi

Diabetes mellitus (DM) sistemik metabolik bir hastalik olup kronik hiperglisemi,
hiperlipidemi, kronik inflamasyon, oksidatif stres ve insulin direnci (Tip 2) veya
yoksunlugu (Tip 1) ile karakterize edilmektedir [188, 189]. insulin eksikligi/veya
yoksunlugunun eslik ettigi Tip 1 Diyabet (T1DM) otoimmun bir hastalik olup,
pankreatik B hucrelerinin harabiyeti sonucu olugmaktadir [190, 191]. Tip 2
diyabette (T2DM) ise insulinin hdcrelere alinimi (insulin  direnci) veya
salgilanmasinda sorun yasanmaktadir [192]. Her iki patolojik durum sonucunda
kandaki glukoz seviyelerinin yukselmesine bagli olarak makro ve mikrovaskuler
komplikasyonlar meydana gelmektedir [193]. Diyabetik komplikasyonlardan biri
olan kognitif fonksiyon kaybi hastalarin yasam kalitesini anlamh ol¢ide
azaltmaktadir [194-196]. Kognitif fonksiyonlarda meydana gelen azalma, oksidatif
stres [197], ileri glikasyon sonurdnlerinin olusumu [198] ve mitokondriyal
disfonksiyon ile iligkilendiriimektedir [199]. Ayrica, beyinde bozulmus insulin sinyal
yolaklari, glukoz homeostazindaki dengesizlik [200] ve mikrovaskuler degisiklikler
[201] diyabet aracili kognitif fonksiyonun ilerleyici bir sekilde kaybina aracilik
etmektedir. Bu bilgiler dogrultusunda arastirmacilar, T2DM komplikasyonlari ile AH
patogenezindeki yolaklarin biyokimyasal, molekuler ve histopatolojik yonden
benzerlikler gdsterdigini ortaya koymuslardir [202-206]. Insulin reseptér sinyal
yolaklari AB Uretiminde gorev alarak AH olusumunda dogrudan etkili olabilecegi
bildirilmistir [207]. Bu nedenle AH, Tip 3 DM (T3DM) ve/veya beyine 6zgul diyabet
olarak adlandiriimistir [208].

T2DM'un, AHnin erken evresinden baglayarak etkiledigi ve hastaligin
patogenezinin ilerlemesine aracilik ettigi yolaklar tam olarak aydinlatilamamistir.
GUnUmuzde, 1) insulin direncine bagh olarak glukoz metabolizmasinda gérev alan
Akt proteininin fosforilasyonu baskilanarak, GSK3p-aracili tau fosforilasyonunun
artirllmasi [204]; 2) hiperinsulinemi durumunda insulini pargalayan enzim (IDE) igin
insulin ve AB’nin yarismasi sonucu Ap’nin birikimi [209, 210]; 3) ER stresine bagh
olarak yanhs katlanmig proteinlerin birikimi [211]; 4) Oksidatif stres ve inflamasyon
[154, 212, 213]; 5) Lipid metabolizmasinin bozulmasi sonucunda olusan

peroksidasyon Urdnleri olan 4-HNE duzeylerinin artmasi [212, 213]; 6) Glukoz
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metabolizmasinin oksidatif son Grdnleri olan AGE dlzeylerinin artmasi, AH ve

T2DM komplikasyonlarinin temel ortak yolaklari olarak tanimlanmistir [214].

Molekuler olarak DM ve AH arasindaki iligki Resim 2.4’te 6zetlenmistir. DM,
obezite kronik inflamasyon ile karakterize patolojiler olup tim doku ve organlari
etkilemektedir. inflamatuvar sitokinler reseptérlerine baglanarak (1) niiklear faktor
kappa B (NF-xB/IkBa) yolagini uyararak proinflamatuvar yanitin baslamasina
aracilik etmektedir (2). Besin dengesizligine bagli olarak inflamatuvar yolaklarin
yani sira DNA hasari olusur ve redoks modulasyonun ortadan kalkmasi ile
glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon (GSH) ve okside GSH (GSSG) duzeyleri
azalarak oksidatif stres uyariimaktadir (3). Benzer sekilde pankreatik g-hicreleri
besin dengesizligine bagl olarak glikoliz sekteye ugrayarak gliseraldehit-3fosfat
dehidrogenaz (GAPDH) aktivitesi azalip indirgenmis piruvatin oksidasyonu baslar,
ATP uretiminde azalma meydana gelir (4). Metabolik disfonksiyona bagh olarak
superoksit ve takiben hidrojen peroksit olusumu uyarilir, nitrik oksit varliginda ise
peroksinitritler olusarak nitrozatif stres gerceklesir. Elektron transport zincirinde
(ETZ) fonksiyon kaybina bagli olarak ATP sentezi azalmaya devam eder (5). Bu
surecler endoplazmik retikulum (ER) stresi ile birleserek insulin salgilanmasi
baskilanir (6). Yuksek oranda dolasan glukoz, lipid ve kronik inflamasyon amiloid
beta (AB) agregatlarinin olusumunu uyarir ve insulin direncine bagh olarak néronal
hlcrelere glukoz transportu azalir (7), glikojen sentaz 3 beta (GSK 3pB) aktivitesi
artirthr (8). Artan GSK 3B ile birlikte tau hiperfosforilasyonu uyarilir (9). Diger
yandan ROS/RNS ve AR aracihdiyla TCA dongusunde gorev alan alfa enolaz
(ENO1), malat dehidrogenaz (MDH), ATP sentaz ve GAPDH enzimleri
baskilanarak ATP sentezi azaltilir ve fosforile tau aracili apoptoz uyariimaktadir
(10) [215] .
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2.6. Endokannabinoid Sistem

Cannabis sativa, eski caglarda ve geleneksel Cin tibbinda iyilestirici olarak
adlandirilmig ve astim, malaria, gut, nevralji, konvizyonlarin hafifletimesinde
kullanilmigtir  [216, 217]. 20. ylzyildan itibaren ise igerisindeki bilesenler
aydinlatilarak kannabinoidler olarak adlandinimistir. Cannabis sativa bilesiminde,
500’den farzla farkh fitokimyasal bilesik igceren ve bu bilesenlerin 85'ten fazlasini
kannabinoidlerin olusturdugu bir bitkidir [218]. Bitkisel kannabinoidler igerisinde
psikoaktif A°-tetrahidrokannabinol (THC) ve non-psikotik kannabidiol (CBD) en
yaygin bulunan tlirevler olup, hicrelerde kendilerine 06zgll reseptdlere
baglandiginin gdsterilmesiyle, endojen kannabinoidlerin (endokannabinoid) varligi
da aydinlatilmistir [219-221]. 2005 yilinda, multiple sklerozda goérulen agrn ve
spastisitenin  gideriimesinde THC ve CBD igeren Nabiximol preparatinin

onaylanmasi ile kannabinoid profilli ilag arastirmalari hiz kazanmistir [222].
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Endokannabinoidler, endokannabinoid sistem adi verilen bir sistem dahilinde
sentezlenerek, metabolize olan ve kendine 6zgul reseptdrlere baglanarak etki
gOstermektedir [223]. Klasik norotransmitterlerden farkli olarak
endokannabinoidler, gelen uyarana bagl olarak postsinaptik olarak sentezlenip
hizli bir sekilde salgilanarak presinaptik olarak etkilerini olusturmaktadir. Sinaptik
aralikta gerceklesen bu olaya retrograd salgilanma adi veriimektedir [224].
Retrograd salgilanma sonucunda endokannabinoidler, presinaptik yerlesim
gOsteren kannabinoid reseptorlerine (CBR) baglanarak eksitator veya inhibitor
sinapslardaki hizli ve/veya uzun sureli noérotransmitter salgilanmasini
baskilamaktadirlar. Diger nérotransmitterlerden farkli olarak endokannabinoidler,
bir uyaran varliginda membran prekursorlerinden hareketle sentezlenip vezikiller

iceresinde depolanmadan direk etki gostermektedir [225].

Endokannabinoid sistem, hiucre oliumua-sagkalimi, immun yanitin olusmasi, néronal
hdcrelerin  olgunlasmasi, nodronal iletim, metabolik ve Ureme gibi birgok
fonksiyonun duzenlenmesinde goérev almaktadir [225]. Endokannabinoid sistem
elemanlari, vicutta ve 6zellikle MSS’de yaygin dagilim goésteren fosfolipid-tirevi

noronal duzenleyicilerdir.

Endokannabinoid ailesinin, etanolamin ve arasadinoik asidin bir tlrevi olan
anandamid (arasidoniletanolamin, AEA) ve AEA’nin gliserol esteri olan 2-
arasidonigliserol (2-AG) olmak Uzere iki ana bileseni bulunmaktadir. AEA ve 2-AG
presinaptik membranda yer alan fosfolipidlerin enzimatik kesimi sonucunda
olusmaktadir. AEA, N-acil-fosfatidil-etanolaminin (NAPE), fosfolipaz D (PLD) ile
hidolize edilmesi ile; 2-AG ise fosfatidilinositol 4,5-bifosfatin(PIP2), fosfolipaz C
(PLC) veya PLD ile hidrolize edilerek diagilgliserol (DAG) olugsumu sirasinda
meydana gelmektedir. Olugsan DAG, DAG lipaz aracihgr ile 2-AG’ye
donusturalmektedir (Resim 2.5) [226].
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Resim 2.5. Endokannabinoidlerin sentez ve hidroliz semasi [227]

Endokannabinoidler, endotelyal hiicreler, adipositler, glial hiicreler ve makrofajlar
gibi bircok hicre tarafindan Uretilebilmektedir. 2-AG, ¢ogunlukla beyin dokusunda
lokalize olmakta ve CBi1i ve CB2 reseptorlerinin tam agonisti olarak etki
gostermektedir. AEA ise CBai reseptorunun parsiyel agonisti gibi davranmaktadir.
Bu reseptodrler disinda kannabinomimetikler, peroksizom proliferatér aktive edilmis
alfa reseptorleri (PPAR-a), transient reseptdor potansiyeli vanniloid-1 (TRPV1)
kanallarini ve GPR55, GPR119 gibi yetim (orphan) endokannabinoid reseptor
ailesinin yeni Uyelereni de aktive etmektedir [228]. CB1 reseptorleri G-proteini
kenetli reseptdr ailesinden (GPCR) olup basta serebellum, korteks, hipokampus,
ve bazal ganglia olmak Uzere beyinde yaygin olarak ifadelenmektedir [225]. Kalp,
vaz deferans, mesane ve incebadirsak gibi periferal organlarda da CB1
reseptorlerinin ifadelendigi gosterilmistir. Ote yandan, yaygin olarak periferal
yerlesim gdsteren kannabinoid reseptorlerine ise CB2 reseptorleri adi verilmistir
[229-231]. CB2 reseptorleri periferal sistemde yaygin olarak dagilim gostermesi ve
Ozellikle bagisikhk sistemindeki rolleri ile 6nem kazanmistir. Yapilan ¢alismalar ile
birlikte, CB2 reseptdrlerinin MSS’de de 6zellikle inflamasyon aracili yolaklarda da
gorev aldigi belirlenmistir [229, 230]. MSS’de mikroglialar ve astrositler Gzerinde
ifadelenen CB2 reseptorlerinin, yalnizca inflamasyona bagh uyariimis hucrelerde
duzeylerinin arttigi1 belirlenmigtir [225, 229-232].
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CBR’ler, hiucre sagkalimi, proliferasyon, epigenetik dizenlenim, migrasyon,
farkhlasma ve olgunlasma gibi bircok suregte gérev almaktadir. CBR’ler bu
etkilerini Gio protein kenetli reseptoler olmasi ile hicre iginde, a) adenilat siklaz ve
siklik MAP kinaz inhibisyon (PKA); b) hicre disi sinyal ile regile edilen kinaz
(ERK1) ve ERK2 aktivasyonu; c) p-38 MAPK ve Jun-N-terminal kinaz aktivasyonu;
d) fosfatidil inositol 3-kinaz-Akt-mTOR (PI3K/Akt/ mTOR) aktivasyonu yaparak
hicre homeostazinda gorev almaktadir [233]. Ayrica cogunlukla CB1R araciligiyla
uyarilabilir hiicrelerde membran potansiyelinin dizenlenmesinde Ca 2* ve K*

kanallarinin gegirgenligini dogrudan kontrol etmektedir [234, 235].

Post sinaptik hiicrede, Ca?* girisine bagli olarak AEA ve 2-AG sentezi gergeklesir.
Sentezlenen endokannabinoidler presinaptik néronda CB1R’leri aktive eder. Aktive
olmus CB1R, GABAerjik noéronlarda depolarizasyon kaynakli baskilanmis
inhibisyonu (DSI) engelleyerek kisa sureli depresyona (STD) aracilik etmektedir
[236, 237]. Ote yandan glutamerjik néronlarda depolarizasyon kaynakli
baskilanmis eksitasyonu (DSE) engelleyerek kisa/uzun sureli depresyonu (LTD)
uyarmaktadir. Ayrica AEA, postsinaptik TRPV1 reseptorleri uzerinden eksitator
ndronlarda LTD olusumununa aracilik etmektedir [238] (Resim 2.6).
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Resim 2.6. Endokannabinoid sistemin sinaptik iletimdeki roll [238]
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2.7. Alzheimer Hastahgi (AH) ve Endokannabinoid Sistem (EKS) iligkisi

AH’da asirn miktarda olusan AR peptidler, oncelikle ¢6zinlr oligomerlere ve
ardindan ¢dzunemeyen ekstraselller senil plaklara donusmektedir. Cozunur AR
oligomerleri, fibriller AR peptidlere benzer sekilde nérotoksik etkilerden sorumludur
[239-242]. AB plaklari nérotoksik etkilerini meydana getirirken néroinflamatuvar
suregleri de uyarmaktadir [243, 244]. Beyinde noroinflasyondan sorumlu olan glial
hdcrelerin uyariimasiyla inflamatuvar mediyatorler ve norotoksik serbest radikaller
salgilanmaktadir [245, 246]. Aktive olan mikroglial hlcreler AR agreatlarinin
etrafini sararak bir yandan fagositoz ile agregatlarin uzaklastiriimasini saglarken,
diger yandan inflamatuvar surece katkida bulunur [247]. Fagosite edilemeyen AR
peptidler, Src ve Syk tirozin kinazlar uyarmaktadir [248]. Uyarilan bu kinazlar,
MAPK ve niklear faktér kB (NFkB) yolaklarini aktive ederek inflamatuvar yanit ve
ROS olusum slreglerini baslatmaktadir [245]. Benzer sekilde AR peptidler,
dogrudan MAPK yolagi ve ekstraseluler sinyal ile dizenlenen kinaz (ERK)
yolaklarini da uyarabilmektedir [249]. Bu sekilde bir¢ok yolagin aktive olmasi
sonucunda AP aracili inflamatuvar sureclerin belirteci olan IL-18 ve Tnf-a
salgilanarak AH’da gorllen kronik inflamasyon gerceklesir [250]. Glial hicrelerden
salgilanan IL-1B, astrosit ve ndronlarda MAPK ve NFkB yolaklarini aktive ederek
noroinflamasyonun siddetini ve tau fosforilasyonunu artirmaktadir [245, 250].
Ayrica AB oligomerleri, uyarilabilir nitrik oksit sentaz (iINOS) enziminin Uretimini
artirarak astrositlerden nitrik oksit (NO) ve Tnf-a salgilanmasini uyarmaktadir
[251]. Diger yandan, hucresel bagisiklik sisteminin aktivasyonu ve patojenlerin
taninmasinda gorev alan toll-benzeri reseptor 4 (TLR-4) aktivasyonu da benzer
yolaklari kullanarak sinaptik plastisitenin baskilanmasina aracilik etmektedir [252,
253]. Hucresel stres yolaklarinin baginda gelen p38-MAPK yolagi, NMDA ve
metabotropik (mGLU) glutamat reseptorlerinin asiri galismasina bagl olarak LTP
inhibe edilmesinde gorev almaktadir [254, 255]. MAPK yolaginin diger bir uyarani
ise ileri glikasyon son uaruni reseptorleri olan RAGE yolagidir. RAGE
reseptorlerine  AB plaklari baglanmasi ile MAPK vyolagi uyarilarak tau
fosforilasyonunda artis ve LTP’de azalma meydana gelmektedir [245].

AH’da gorulen, inflamasyon ve stres kosulllari altinda glial hiicrelerden (mikroglia,

astrosit) endokannabiboidlerin sentezi uyarilir ve endokannabinoidler CB1R/CB2
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ve PPAR reseporleri Uzerinden iINOS, COX-2 ve proinflamatuvar sitokinlerin
salgilanmasini baskilamaktadir [256]. Ayrica AEA, Notch-1 sinyalizasyonunu
uyararak nérogenez, ndrit olusumu ve néronal agin olusumuna aracilik etmektedir.
Mitokodrial CB1 reseptorlerinin uyariimasi ile mitokodrial apoptotik belirteclerin
salgilanmasi inhibe edilerek, ROS olusumuna bagli hiicre igine Ca?* girisi
engellenmis olur. Bu sekilde endokannabinoidler, antioksidan, antiinflamatuvar ve
antiapoptotik etkileri ile AH progresyonunu baskilayabilmektedir [19].
CB
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Resim 2.7. Endokannabinoid sistem ve AH iliskinin molekuler mekanizmasi [19]
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Endokannabinoid sistemde CB2R aktivasyonu ile AH'da mikroglial aktivasyona
bagli olarak artan proinflamatuvar sitokinlerin seviyeleri baskilanmakatadir. CB1R
Uzerinden ise AR’nin MSS’den uzaklastirilmasi, tau hiperfosforilasyonu ve
mitokondriyal disfonksiyon baskilanarak protektif etki gozlenmektedir [19] (Resim
2.8)
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Resim 2.8. Endokannabinoidlerin AH patogenezindeki protektif rolti[19]

AH ile kannabinoid sistem arasindaki iligski tam olarak aydinlatilamamis olsa da
son yillarda yapilan calismalar AHnin tedavisinde alternatif yaklasimlar

getiriimesine olanak saglamistir.

In vitro kosullara kannabidiol, glutamat norotoksisitesine kargi, kannabinoid
reseptorlerinden bagimsiz olarak noroprotektif ve antioksidan etkiler
olusturmaktadir [257, 258]. PC12 ndéronal hicrelerde kannabidiol, AP
uygulanmasindan sonra sagkalim oranini artirarak, ROS dretimini ve lipid
peoxidasyonu digirmektedir. Ote yandan kannabidiol, amiloid-B'nin indikledigi
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tau hiperfosforilasyonunu ve ifadelenmesini, ayrica inflamatuvar belirtegleri inhibe
ederek AB aracili néroinflamatuvar yaniti azaltir [259]. AH gibi nérodejeneratif
hastaliklari kontrol etmek igin yapilan arastirmalarda kannabidiol’dn noroprotektif

potansiyeli pozitif sonuglar [260, 261].

Kannabidiol’lin antioksidan etkisinin mekanizmasini aydinlatmaya yonelik yeni
calismalarda, kannabidiol’'in oksidatif stresi kontrol edebilmek ve homeostazi
saglamak icin endojen antioksidan savunmay! arttirdigini  gosterilmistir.
Kannabidiol, bir transkripsiyon faktori olan nikleer NF-E2 iligkili faktor-2 (Nrf2)’'nin
tetikledigi sinyal yolaklarini indikleyerek SOD sentezini artirmakta ve p38 ve NFkB
dizeyini azaltarak noéroprotektif etki gostermektedir [17, 262, 263].

Noroprotektif etkileri en ¢ok calisilan kannabinomimetik olan AEA, mitokondriyal
oksidatif fonksiyonlarin dizenlenmesinde aktif rol almaktadir [17]. 2-AG ise CB1R
reseptorlerini aktive ederek STAT3 araciligi ile serebral iskemiye karsi koruyucu
Ozellik gostermektedir [264]. Antioksidan 6zellikleri olan CBD ve benzerlerinin AR
aracili nérodejenerasyona karsi korumadiklar gosterilmistir [265]. CB1R/CB2R
tam agonisti olan WIN 55,212-2, sitriatal doku ve beyin sinaptozomlarinda oksidatif
mitokondrial disfonksiyonu azaltirken, elektron transport zincir kompleksini de
inhibe etmektedir [266]. Benzer sekilde CB1R/CB2R tam agonisti olan CP 55-940,
eksitotoksisite kargisinda kisa sureli mitokondrial disfonksiyonu geri gcevirmekte ve
oksidatif belirtecleri duzeltmekter [17], FAAH inhibitdéri olan URB597, retinal

ganglion hucrerelerini korumaktadir [267].

Mevcut bu literatlr bulgularina ragmen, kannabinomimetiklerin redoks stres aracil
inflamatuvar ndrodejenerasyona karsi etki ve etki mekanizmalarn heniz
bilinmemektedir. Son vyillardaki gelismelere ragmen, genis bir kimyasal grubun
Uyesi olan endojen ve sentetik kannabinomimetiklerin etki ve etki
mekanizmalarininin arastiriimasina yonelik ¢alismalarda genellikle benzer yolaklar
Uzerine odaklaniimig, buna karsin birgok mekanizma ile iligkili olan redoks strese
bagli dejeneratif yolaklarin arastiriimasi ve bu yolaklarin hedeflenerek patolojinin

onlenmesine yonelik arastirmalar yetersiz kalmistir.
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Bu doktora tez projesi kapsaminda, farkli kannabinoid grubundan bilesikler ile
oksidatif/nitrozatif stresin aracilik ettigi inflamatuvar nérodejenerasyon modelinde,
kannabinomimetiklerin reseptor bagimli- ve bagimsiz noroprotektif etki
mekanizmalarinin arastiriimasi, redoks yolaklar ve sinyal proteinleri ile etkilesimin
kannabinoid-aracili néroproteksiyondaki roltnin test edilmesi amaclanmigstir. Buna
ek olarak, DM ve AH arasindaki iliskiyi degerlendirmek Uzere primer hipokampal
noron hucre kuilturlerinde  oksidatif/nitrozatif stres, noéroinflamasyon ve
mitokondriyal disfonksiyonun eslik ettigi glukolipotoksisite ve AR aracili in vitro DM-

AH olusturulmasi ve karakterizasyonu ile model ¢aligmasi gerceklestirilmigtir.

Oluguturulan DM-AH modelinde, 1) endokannabinoid grubu bilesikler olan
anandamid (AEA) ve 2-arasidonilgliserol (2-AG), sentetik kannabinoid reseptor
agonistleri WIN 55,212-2 ve CP 55,940, ve endokannabinoid sistem modulatora
olan URB-597 bilesigininin potansiyel ndroprotektif etki ve etki mekanizmalarinin
arastirlmasi, 2) endokannabinoid sistem-redoks modulasyon-néroinflamasyon
ekseninde DM-AH'ni modifiye edecek terapdtik bir yaklagsim saglanmasi, 3)
inflamatuvar nérodejenerasyonda kannabinoid sistemin rolindn aydinlatiimasi

amaclanmistir.
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Kullanilan Makine ve Teghizatlar

Deneysel asamalarda, sinif Il biyolojik glvenlik kabini (Nuve, Tuarkiye), CO2
inkibator (Sanyo, Japonya), Modulus™ Microplate Multimode Reader (Turner
BioSytems, ABD), mikroplaka okuyucu (PowerWave XS, Biotek, ABD), RTCA
iCELLigence System (ACEA Biosciences,ABD), sivi azot tanki (Cyrogenics,
ingiltere), -86°C ve -20°C derin dondurucu (Sanyo, Japonya), sogutmali
mikrosantriflj (Micro 200R, Hettich, Almanya), sogutmali santriflij (Rotina 420R,
Hettich, Almanya),ortam sterilizatort (Virobuster Steribase 300 plus, Almanya)
Inverted Microscope Leica DM6000/ Leica DFC420 kamera (ABD), mikroplaka
yikayici (ELX50, Biotek, ABD), BioShaker (Biosan MultiBio 3D, Letonya), combi-
spin vortex (Biosan, Letonya), kuru blok isitici (Biosan, Letonya), Western blot-
Trans Blot sistemi (Biorad, ABD), gu¢ kaynagi (Biorad, ABD), GBOX Chemi XRQ
Chemiluminescence and Fluorecence Imaging System (Syngene, Ingiltere)

cihazlari kullanilmistir.

3.2. Kullanilan Kit, Kimyasal ve Sarf Malzemeler

Deneysel agsamalarda Beta Amyloid Peptide 1-42 (AB1-42, mouse, rat) (Anaspec,
Belgika); Hibernate A, Neurobasal A, B-27™ Supplement (50X), Glutamax (100x),
At Serumu (HS, Yeni Zelanda mensei) ve Fotal Sigir Serumu (FBS) (Gibco,
Thermo Fisher Scientific, ABD); Papain ve deoksiribonukleaz 1 (DNAz 1)
(Worthington Biochemical Corporation, ABD); N21-MAX Media Supplement (50X)
(R&D Systems Inc., Kanada). Penisilin/streptomisin (100x), gentamisin stlfat (10
mg/ml) ve amfoterisin B (100X) (Biowest, Fransa); Poly-D-lizin hidrobromit (mol wt
70,000-150,000), sitozin [-D-arabinofuranozid, D-mannitol (298%), dimetil
sulfoksit (DMSO) ve 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)2,5-diphenyl-tetrazolium bromide
(MTT) (Sigma Aldrich, ABD); Anandamide (AEA), 2-arachidonylglycerol (2-AG),
WIN 55,212-2 mesylate, URB597, CP 55,940 (Tocris, ingiltere); Rat Advanced
Glycation End Products (AGE) ELISA kit, Rat 4-Hydroxynonenal (HNE) ELISA Kkit,
Rat Super Oxidase Dimutase (SOD) ELISA kit, Rat Catalase (CAT) ELISA kit, Rat
Glutathione Peroxidase (GPx) ELISA kit ve Rat Glutathione Reductase (GRXx)
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ELISA kit Bioassay Technology Laboratory (Cin) firmasindan ital edilmistir. Rat
inducible nitric oxide synthase (INOS) ELISA KIT ve Rat 3-nitrotyrosine (3-NT)
ELISA Kit Cusabio Technology LLC (ABD) firmasindan; Rat IL-1 beta ELISA Kit ve
Rat TNF alpha ELISA Kit ise Boster Bio (ABD) firmasindan ithal edilmistir. D-(+)-
Glukoz, MP Biomedicals (isveg); 2’,7’-Diklorodihidrofluorescein diasetat (DCFH-
DA) Cayman Chemicals (ABD) firmasindan ithal edilmistir. RIPA Tamponu (10X)
Cell Signaling Technology Inc. (ABD); Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo
Fisher Scientific (ABD) firmasindan ithal edilmigtir. Kullanilan diger tum plastik sarf
malzemeleri belirtiimedidi taktirde Corning (ABD) firmasi veya alt firmasi olan

Axygen Inc. (ABD) firmasindan ithal edilmisgtir.

3.3. Yontemler

3.3.1. Hipokampus dokusu izolasyonu ve primer hipokampal néron kiltiri

Calismamizda 18-19 gunluk gebe Wistar albino cinsi digi siganlar, Gazi
Universitesi Deney Hayvanlari Yerel Etik Kurulu onayi alinarak ve Laboratuvar
Hayvanlari Bakim ve Kullanimi Temel ilkeleri esas alinarak kullanilimistir (Etik
Kurul Onay No: G.U. 16.081). Sicanlar, Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlari
Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar Merkezi'nde (GUDAM), fetlislerin alinacagi
gune kadar serbest yem, serbest su ile beslenerek ve siganlarin sirkadyen ritmine
(12 saat aydinlik: 12 saat karanlik) uygun olacak sekilde barindiriimislardir.
Hipokampal hicreler, embriyonik yasi 18-19 olan (E18-E19) Wistar albino sigan
fetUslerinden izole edilmistir. Kisaca, gebe Wistar albino siganlara intramuskuler
ketamin (45 mg/kg) ve ksilazin (5 mg/kg) enjeksiyonu ile anestezi altinda batin
bdlgesine acgilan insizyon ile ovaryektomi yapilarak E18-E19 fetal siganlar
alinmigtir. Elde edilen E18-E19 siganlar servikal dislokasyon ile feda edilerek

kafataslari agiimis ve beyin dokusu agiga ¢ikariimistir (Resim 3.1).



Resim 3.1. Hipokampus dokusunun elde edilmesi amaciyla, gebe sigcana agilan
insizyon ile ovaryektomi yapilmasi ve alinan E18-E19 sicanlarin hafif
anestezi altinda servikal dislokasyon sonucu beynin dokusunun

izolasyonu

E18-E19 fetal sicanlarin beyin hemisferleri sagital insizyon ile iki yana ayrilarak
hipokampus dokulari gorunur hale getirilmig, islem sirasinda 1X fosfat salin
tamponu (PBS) ile yikama yapilarak hipokampuslerin kandan temizlenmesi
saglanmistir. Hipokampusler C seklinde opak goérinumleri sayesinde c¢evre
dokulardan ayrilarak ekstrakte edilmistir. izole edilen hipokampus dokulari,
Hibernate A ve B27 ile desteklenmis PBS igeren falkonlara aktarilarak, alismanin
devam edece@i yer olan laminar kabin igine getirilmistir [268]. Falkondaki
hipokampus dokularina pastor pipeti yardimiyla hafifge pipetaj yapilarak daha
kiguk parcalara ayrilmasi saglanmistir. Materyal PBS ile 500 rpm’de 10’ar dk
suresince 3 kere yilkanmigstir. Kontaminasyon riskini dnlemek i¢in yikama amaciyla
kullanilan PBS’e de %0,5 P/S, %0,5 gentamisin ve %0,05 amfoterisin B
eklenmigtir. Yikama isleminin ardindan PBS ortamdan uzaklastiriimis ve daha
sonra falkonlara yaklasik 6-8 ml papain (2 mg/mL, Hibernate A) enzim sollsyonu
eklenmistir. Papain enzim solUsyonu eklendikten sonra, 15 ml’lik falkonlar etlv
icinde dik duracak sekilde, 30 °C’de 30 dakika (dk) suresince inkibe edilmistir. Bu
strenin sonunda 40-60 pyl DNAz 1 (2 Unite/uL) ortama eklenerek, 30 °C’de 12 dk
daha bekletilmistir [269]. Sure sonunda falkon tupler etivden alinmis ve pastor

pipeti yardimiyla nazikge pipetaj yapilarak enzimatik pargalanma hizlandiriimistir.
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Elde edilen suUspansiyon, Hibernate A ile islatiimig hicre sizgeci (40 pm)
kullanilarak filtre edilmis ve 50 ml’lik falkonlara aktariimistir [270]. Ardindan, 1800
rom’de 10 dk daha santriflj uygulanip, pelletin gorulmesi Uzerine suUpernatan
aspire edilerek uzaklastirilmis ve %15 HI-HS, %5 HI-FBS, %2 B27, 0.5 mM
Glutamax, %1 N21-Max, %0.5 Penisilin/streptomisin, %0.05 Gentamisin ve %0.5
Amfoterisin B destegi iceren Neurobasal A besiyeri (Cogalma besiyeri)
kullanilarak hucreler suspande edilmigtir. Bir gun 6nceden 10 ug Poli-D-Lizin
(PDL) ile kaplanmig olan petri kultir kaplarina gogalma besiyeri eklenip, suspande
edilmis olan hiicreler 37 °C'de %5 CO: igeren ortamda inkiibe edilmistir [271].
inkiilbasyondan 6-8 saat sonra hiicreler mikroskop altinda incelenerek
yapismalarin oldugu gorulmis, bunun Uzerine ¢ogalma besiyerinin %50-60’i
uzaklastirilarak, %3 HI-HS, %2 B27, 0.5 mM Glutamax, %1 N21-Max, %0.5 P/S,
%0.05 Gentamisin ve %0.5 Amfoterisin B destedi iceren Neurobasal A besiyeri
(Farklilasma besiyeri) eklenmistir [272]. Bu asamada hucrelerin tamaminin ylzeye
yapismadigi, yuzen hdcrelerin oldugu goértulmesi durumunda, ortamdan alinan
materyal falkonlara aktarilarak, santrifij uygulanmis ve elde edilen pellet,
farklilasma besiyeri ile tekrar suspande edilerek petrilere aktariimistir. Bu
asamadan sonraki ilk besiyeri degisimi, primer hipokampal hucreler ekildikten 2
gun sonra gercgeklestirilmigtir. Noron disi glial hacrelerin buyimesini inhibe etmek
amaciyla, kudltirin 2. gund 1-5 pmol/L AraC kdltur ortamina eklenerek,
arabinofuranozil sitozin C (AraC) nin 48 saat kultur ortaminda kalmasi
saglanmistir. 48 saat sonunda besiyeri yari oraninda degistirilmistir [273]. Bu
asamadan itibaren, mikroskopta hlcre farklilagsmasi incelenerek stabil kiltlr elde

edildikten (ortalama 7-15 guin) sonra molekuler ¢calismalara baglanmigtir [274].

3.3.2. Deneysel gluko-lipotoksisite ve Alzheimer hastaligi (AH) modelinin

olusturulmasi

Hiperglisemi modelinin olusturulmasi sirasinda primer hipokampal hucreler %70-
80 doygunluga ulastiktan sonra, D-Glukoz’un (2.5 M; 1X PBS) farkh
konsantrasyonlari (25, 50, 75, 100 ve 150 mM) farklilasma besiyerine ilave
edilerek 24 veya 48 saat sureyle inklibe edilmistir [275, 276]. Farklilasma besiyeri
(5 mM; D-Glukoz) normo-glisemik (NG) ortam, 25 mM D-Glukoz igeren besiyeri
dusuk-glisemik (LG) ortam olarak adlandirilirken; 150 mM D-Glukoz igeren
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besiyeri hiper-glisemik (HG) ortam olarak tanimlanmistir. YUksek glukoz
konsantrasyonuna bagli hiperosmolar etkinin deneylerimize olan interferansindan
kaginmak icin 25 mmol/L mannitol, LG ortamina eklenmigtir. Primer hipokampal
hlcrelerde lipotoksik konsantrasyonun belirlenmesi icin BSA ve palmitik asit
(PAM) degisen oranlarda (PAM/BSA; 0.25:1, 0.5:1, 1:1, 2:1, BSA ile son
konsantrasyon 0.150 mM olacak sekilde %1 FBS icerisinde ¢bzulerek) tek basina
24 ve 48 saat sureyle uygulanmigtir [277]. Optimal glukotoksisite (HG) ve
lipotoksisite (PAM) kosullari igin gerekli sire ve konsantrasyonun belirlenmesi
RTCA iCELLigence sistemi kullanilarak gergeklestirilmistir. Hicrelerde gluko-
lipotoksisite olusturmak icin besiyerine eklenmesi gereken GLU+PAM/BSA
konsantrasyonu belirlenen sure ve konsantrasyon kullanilarak gergeklestirilmistir
[277-281]. AH veya Hiperglisemik Alzheimer hastaligi (HG-AH) modeli iginhlcreler
artan konsantrasyonlarda ABi-42 (10 nM-4 pM) veya HG ortamda 24 saat ve ayni
kosullarda ortama APi42 ilave edilerek 24 saat daha inkibe edilerek
olusturulmustur. Endo- ve sentetik- kannabinoidler (%10 DMSO ile hazirlanmis 5
mM stok c¢oOzelti) 24 saat slreyle farkli konsantrasyonlarda (1 nM- 25 uM)
besiyerinde seyreltilerek primer hucrelere uygulanarak olasi sitotoksik etkileri
incelenmigtir.  Kannabinomimetiklerin, HG+AB142 modelindeki  potansiyel
terapdétik/rejeneratif etkilerini degerlendirmek igin ise hiicreler kannabinomimetikler
ile 6 saat ile kosullandirildiktan sonra ortama HG, 24 saat sureyle ilave edilip

ardindan bu ortama AB1-42, 24 saat sureyle eklenerek analizler gergeklestirilmistir.

3.3.3. Hiuicre canhihgi analizi

Konvansiyonel (4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliumbromid (MTT) yontemi,
MTT boyasinin mitokondriyal rediktazlar tarafindan pargalanarak mor renkli
formazan kristallerini olusturmasi esasina dayandigindan mitokondriyal metabolik
aktivite hakkinda da bilgi vermektedir. Kisaca, PDL ile kaplanmis 96’hk kalttr
kabina 3 x 104 hiicre/kuyu olacak sekilde ekilen hiicrelere kannabinomimetikler ve
norotoksik ajanlar (GLU, PAM, ABi42) belirtlen konsantrasyonlarda inkibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda, kiltir ortami uzaklastirilarak taze
besiyerinde hazirlanmig 10 yL MTT c¢ozeltisi (5 mg/ml; 1X PBS) ilave edilerek 4
saat 37 °C’de bekletiimis ve slUre sonunda formazan kristallerinin olusup

olusmadigi inverted-mikroskop yardimiyla kontrol edilmis (yaklagik 4-6 saatte
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kristal olusumu gdézlenmistir) ve ardindan besiyeri uzaklastirilarak olusan formazan
kristalleri 100 yL DMSO’da ¢ozundurulerek 570 nm’de mikroplaka okuyucuda
absorbans degerleri Olgulmustir (Bio-Tek ELX800, BioTek Instruments Inc.,
Winooski, VT). Okunan degerler kontrol gruplarinin yuzde ifadesi olarak
karsilastiriimistir. Sham kontrol gruplarina ajanlarin ¢ézuldigt DMSO veya PBS
cOzeltilerinin diglk konsantrasyonlari (~%0.025) verilmistir [282, 283].

Ikinci yéntem olarak nétral kirmizi ahim yéntemi (NR) kullaniimistir. Nétral kirmizi
boyama ydntemi kantitatif olarak canli hiicrelerin sayllmasina olanak saglayan bir
yontem olup 6zellikle primer hicreler gibi metabolizmasi yavas ve MTT, WST gibi
mitokondriyal aktivitenin hakim oldugu, uzun slrede yanit veren hucrelerde
kullanilan bir prosedurdur [284]. Vital (canli) boya sinifinda olan nétral red canli
hicreler tarafindan alinarak lizozomal matrikse baglanmaktadir. Bu sekilde
membran batunlugu, lizozomal aktivite gibi konularda da bilgi edinilmesine olanak
vermektedir. Kisaca, PDL ile kaplanmis 96’lik kiltlir kabina 3 x 104 hlcre/kuyu
olacak sekilde ekilen hicreler toksik veya kannabinomimetikler ile belirlenen sure
ve konsantrasyonda inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda hiicrelere, her bir
kuyucuga 40 ug/mL gelecek sekilde nétral kirmizi (4 mg/1 mL) stok ¢ozeltisinden
ilave edilerek 3-4 saat 37°C’de inkibe edilmistir. Ardindan hlcreler soguk PBS ile
3 defa yikandiktan sonra, hucreler icerisindeki nétral kirmizi boyasini agiga
cikarmak igin %50 etanol, %49 distile su ve % 1 glasiyal asetik asit iceren destain
¢cozeltisi ile muamele edilmistir. Elde edilen kirmizi-pembe renkli ¢ozeltinin
absoransi 540 nm’de mikroplaka okuyucuda dl¢iimustir (Bio-Tek ELX800, BioTek
Instruments Inc., Winooski, VT). Okunan degerler, sadece besiyeri ve ndétral
kirmizisi iceren gruplardan cikarilarak, kontrol gruplarinin ylzde ifadesi olarak
kargilastiriimigtir [284, 285].

3.3.4. Es zamanl hiicre analizoru ile hiicre impedansinin olgulmesi (RTCA
ICELLigence)

Proliferasyon, sitotoksisite ve hiicre adezyon profili gibi parametreler hakkinda bilgi
veren ve hucrelerin elektriksel alanina bagli olarak olusan direncin o&lgulmesi
esasina dayanan mikroelektronik biosensér iCELLigence es zamanli hicre analiz

sistemi ile GLU ve PAM toksisitesi degerlendiriimesi yapiimistir. Bu degerlendirme,
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tabaninda mikroelektrod sistemi bulunan 6zel 8 kuyucuklu kultir kaplarina (E-
Plate) ekilen hucrelerin adezyon, ¢cogalma profillerine gére birim alana disen
hiacre veya yayilim profiline gore olusan direncin Olglilmesi temelinde
gerceklestiriimistir [286]. Kisaca, primer hipokampal hucreler poli-D-lizin (10
pg/mL) ile kaplanmis E-plate kultlr kaplarina ekildikden sonra yaklasik 8 saat 37
°C ve %5 CO?'li ortamda inklbe edilerek yapismalari saglanmistir. Ardindan, E-
plate kultur kaplari RTCA iCelligence sistemine alinarak 37 °C ve %5 CO2’li
ortamda adaptasyon surecine gecilerek 15 dakikalik periyotlarda olgimler
alinmistir. Adaptasyon-alisma surecinden sonra hucreler glukoz (25-150 mM) ile
muamele edilerek yaklasik 92 saat veya PAM/BSA (0.075-0.150 mM) ile 24 saat
boyunca 15 dakika araliklarla dlgim yapilmistir. Yapilan dlgimler adezyon ve/veya
proliferasyon profilleri hakkinda bagil impedans degerleri olarak kaydedilmigstir
[287, 288]. Dusuk proliferatif 6zelligi olan farklilasmis ndéronlarin proliferasyon
profiinden ziyade adezyon veya ndronal badlanti profilleri hakkinda bilgi

edinilmektedir.

3.3.5. Glukotoksisite modeli olusturulmus primer hipokampal noéron

hucrelerine oligomerik AB1-42 plaklarinin uygulanmasi

Liyofilize haldeki amiloid beta viali 30 dakika oda sicakliginda bekletilerek
rekonstitue (esitleme) laminar kabin altinda 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol
(HFIP) ¢ozeltisi yardimiyla 1 mM olacak sekilde ¢ézindurilmustir. Ardindan seffaf
homojen bir ¢ozelti elde edilene kadar vorteks islemine tabi tutulmus ve 18-24 saat
(1 gece) vialin agzi acik olacak sekilde laminar kabin altinda, karanlik ortamda
HFIP ucurulmasi saglanmistir. Bu sekilde monomer hale gegerek biofilm
gOrintisu alan peptid -20 °C’de saklanmistir. Ardindan kullanilacagi zaman 5 mM
konsantrasyonda olacak sekilde DMSO ile ¢ozindurulerek aliquatlanmis ve bu
sekilde monomerik yapida peptid elde edilmigtir. Elde edilen bu monomerik
peptidler kullanilacaklari zaman -20 °C’den c¢ikarilarak ¢dztndurilmas ve 500 nM-
8 UM konsantrasyonlarda besiyerinde seyreltilerek 24 saat 4 °C’de bekletilerek

oligomerik agregatlar olusuturmasi saglanmistir.
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3.3.6. Primer hipokampal noron hiicrelerinde hiicre igi reaktif oksijen

turevleri (ROS) diizeylerinin belirlenmesi

In vitro kosullarda olusturulan diyabetik Alzheimer hastaligi modelinde (DM-AH)
kannabinomimetiklerin hicre ici ROS dlzeylerinde meydana gelen degisim 2',7'-
diklorofuoresin diasetat (DCFH-DA) fluoresan probu kullanilarak
degerlendiriimistir. Kisaca, PDL ile kaplanmis 96’lik kiltir kabina 3 x 104
hidcre/kuyu olacak sekilde ekilen hucrelere kannabinomimetikler ve noérotoksik
ajanlar ile belirtilen konsantrasyonlarda inkiibe edilmistir. inkubasyon siiresi
sonunda htcreler, 1X PBS ile yikanarak taze besiyerinde her bir kuyucuga 20 uM
DCFH-DA ilave edilerek 37°C’de 15-30 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonunda PBS ile iki defa yikama iglemini takiben DCF fluoresan igsimasi 488 nm
eksitasyon ve 530 nm emisyonda 15 dakikalik periyotlar icerisinde pozitif kontrol
(H2021 mM, 15 dakika) grubu 1sima verene kadar mikroplaka okuyucuda
dlcllmistir. Olglilen degerler pozitif kontrol grubuna gére yiizde degisim olarak

ifade edilmigtir. Deneyler 5-6 tekrarli olarak gercgeklestirilmistir [289-291].

3.3.7. Thioflavin T (ThT) boyama yontemi ile oligomerik amiloid-beta

agregatlarinin gosterilmesi

In vitro kosullarda olusturulan diyabetik Alzheimer hastalii modelinde (DM-AH)
patogenezinde goérilen AB agregatlarinin, cekirdek (nuklear) veya c¢ekirdek disi
(non-nuklear) yerlesiminin  kannabinomimetikler varliginda meydana getirdigi
degisim ThT yontemi ile degerlendirilmistir. Kisaca, primer hipokampal hicreler,
kuyucuk basina 1x10° hiicre olacak sekilde 6’lik kiiltlir kaplarina ekilip belirlenen
sire ve konsantrasyonlarda ajanlar ile muamele edilmistir. inkiibasyon siiresi
sonunda hucreler 1X PBS ile 3 defa yikanip, %4 paraformaldehit (PBS iginde)
¢Ozeltisi ile oda sicaklhiginda 15-20 dakika fiksasyon iglemine alinmistir. Fikse olan
hacreler 1X PBS ile 3 defa yikandiktan sonra 1X PBS igerisinde hazirlanmig 10
MM Hoechst 33342 (mavi-gekirdek boyasi) ile 5 dakika oda sicakliginda ve 1X
PBS ile yikama isleminden sonra 10 uM ThT ¢ozeltisi ile oda sicakhginda 15-20
dakika muamele edilerek boyama iglemi yapiimistir. 1X PBS ile 3 defa yilkama
islemi sonucunda fluoresan 1gima veren hucreler Leica DM6000/ Leica DFC420

kamera sistemi ile en az 4 farkl alandan goruntu alinmistir. Alinan goruntulerdeki
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iki boyanin 1sima yogunluklari Image J 1.50i (NIH, ABD) programi kullanilarak
piksel analizi yapilip istatistiksel degerlendirme yapilmistir [292-294].

3.3.8. Primer hipokampal noron hiicrelerinde mitokondri membran

potansiyeli 6lglimi (AWm)

In vitro kosullarda olusturulan DM-AH patogenezinde goérulen mitokondriyal
fonksiyon kaybinin degerlendiriimesi ve kannabinomimetiklerin bu potansiyelde
meydana getirdigi degisimi incelemek tzere JC-1 mitokondriyal probu kullanilarak
fluoresan boyama islemi yapilmistir. Kisaca, hiicreler, 5x10° hilicre/kuyu olacak
sekilde PDL (10 pg /mL) ile kaplanmis 24’lUk kultir kaplarina ekildikten sonra
kannabinomimetikler ve norotoksik ajanlar ile inkibasyon islemleri uygulanmistir.
Ardindan, 1X PBS c¢ozeltisi ile 2 defa yilkama iglemi yapildiktan sonra besiyerinde
seyreltilerek hazirlanmig 10 yM JC-1 (1 mM, DMSO) ile 20-30 dakika 37 °C’de
karanlkta inkiibe edilmigtir. inkiibasyon sonucunda hicreler 2 defa PBS ile
yikandiktan sonra floresan mikroskopta incelenmistir. Leica DM6000/ Leica
DFC420 kamera sistemiyle alinan goruntiler Leica LAS AF7000 software sistemi
ile 485 nm eksitasyon, 525/ 590 nm emisyonda incelenmistir. Mitokondri membran
potansiyelinin az oldugu apoptotik hiicrelerde monomerik formda kalan JC-1 yesil
floresan verirken, saglikh hucreler j-agregatlari olusturarak kirmizi floresan
vermektedir. Kirmizi/yesil (agregat/monomer) floresan boyanma oranina bakilarak
mitokondri membran potansiyelindeki degisim degerlendiriimistir. Kirmizi ve yesil
renklerin piksel yogunlugu Image J 1.50i programi kullanilarak olculerek
istatistiksel degerlendirme yapilmistir. Deneyler 4 tekrarl olarak ve her kuyudan

en az 6 goruntu alinarak gergeklestirilmistir [295, 296].

3.3.9. Enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA) ve Western Blot

(WB) analizleri igin hiicrelerden protein izolasyonu

In vitro tedavi protokolleri uygulandiktan sonra slpernatan uzaklastirilmistir.
Hucreler 1X PBS ile 3 defa yikandiktan sonra, hicreler total protein izolasyonu igin
RIPA tamponu (50 mM Tris pH 7.4, 150 mM NaCl, %0.1 SDS, %0.25 Na-
deoksikolat, %2 Triton-X 100, 1 mM PMSF, and 2 uM leupeptin) veya c¢ekirdek
parcalayici ¢ekirdek lizis tamponu (20 mM HEPES , pH 8.0, 1.5 mM MgCl2, 10 mM
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NaCl, 1 mM DDT, 0.2 mM EDTA, 0.25 M Gliserol, proteinaz inhibitér kokteyli) ile
buz Gzerinde muamele edilmistir. 15- 20 dakika +4 ©C’de inklbe edilen hicreler
petri kaplarindan kazinarak, 1.5 mLlik steril tiplere alinmistir. Hlcre pelleti problu
sonikator yardimiyla +4 ©C’de pargalandiktan sonra, +4 °C, 12,000 g’de 15 dakika
santrifij edilmistir. Santriflij islemi sonrasi protein lizatini igeren supernatan steril
1.5 mLlik taplere alinmistir [297]. Protein miktar tayini, bikinkoninik asitin (BCA)
proteinlerle etkileserek renk vermesi esasina dayanan ve bu rengin 562 nm’de
spektrofotometrik olarak olgudigi BCA protein miktar tayini kiti kullanilarak
uygulanmigtir.  Okunan absorbans degerleri, BSA standartlari kullanilarak

olusturulmus kalibrasyon egrisine goére ug/mL cinsinden hesaplanmistir.

3.3.10. intrinsik antioksidan enzim aktivitesi (SOD, CAT, GPx ve GRXx),
oksidatif-nitrozatif stres ileri son urunleri (AGE, HNE, 3-NT) ve
inflamatuvar belirteglerin (iNOS, IL-18 ve TNF-a) diizeylerinin ELISA

yontemi ile berlirlenmesi

Hucrelerden izole edilen protein ve supernatanlardan kit protokolleri esas alinarak
analizler gerceklestiriimistir. Kisaca, proteinler (SOD, CAT, GPx, GRx, AGE, HNE,
3-NT, iNOS) veya supernatanlardan (IL-18, TNF-a) 50-100 pyL 6rnekler alinarak,
kit icerisinde yer alan emdirilmis 96 kuyucuklu kaltir kaplarinda 2 saat 37 °C’de
inkibe edilmistir. inkiibasyon sonucunda, kuyucuklar 3 defa yikama cozeltisi ile
yikanip, biotin konjuge 6zgul antikorlar ile 1 saat 37 °C’de muamele edilmistir.
Tekrar yikama isleminden sonra baglanmamis birincil antikor uzaksatirilip, avidin-
konjuge-HRP sekonder antikoru ile 1 saat 37 °C’de inkUbe edilerek, yikama islemi
sonrasinda kromojen substrat ve ardindan durdurma c¢ozeltisi ile muamele
edilmistir. Renk verme/degisimi esasina dayanan bu yontemde, renk degisimi 450
nm ‘de mikroplaka okuyucu yardimiyla absorbans verileri olarak olguimugstur
(PowerWave XS2; BioTek Instruments Inc., ABD). Okunan absorbans degerleri,
kit icerisinde yer alan standartlar kullanilarak olusturulan absorbans-miktar
kalibrasyon egrisine gore hesaplanarak protein miktarlarina gore normalize
edilmigtir. Enzim aktivitesi testleri igin farkli zamanlarda (0, 15, 30 dakika) kinetik
Olcum yapilmistir. Elde edilen de@erler yuzde (%) degisim olarak sunulmustur.

TUum ELISA analizleri en az iki tekrarl calisiimistir.
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3.3.11. Western Blot analizi

Toplam protein konsantrasyonlari belirlenmis olan protein lizatlarindan, esit
miktarda (25-30 ug) olacak sekilde protein karigimi alinarak, 5X Laemmli yukleme
tamponu (%10 SDS, 20% Gliserol, %0.01 Bromofenol mavisi, 0.3125M Tris HCI
pH:6.8) 4:1 oraninda karistirilarak, 5 dakika suresince 95°C’de proteinlerin
denaturasyonu saglanmig ve yukleninceye kadar +4 °C’ de bekletilmistir. Sodyum
dodesil sulfat-poliakrilamid jel (SDS-PAGE) elektroforez sistemiyle (Biorad),
yukleme jeli (%4) ve blyuk molekul agirlikh proteinler i¢cin %8-10 lUk; kiguk ve
orta buyuklukteki antikorlar i¢in %10-12lik SDS-PAGE ayirma jeli kullanilarak dikey
elektroforez uygulanmigtir. Her bir kuyucuga denature edilmis protein érnekleri ve
bir kuyucuga boyali peroksidaz isaretli protein molekuler agirhk belirteci
yuklenerek elektroforez islemi 6nce 100 V’da 15 dakika ve ardindan ayirma jelinde

120 V’da 1.5-2 saat +4 °C’de buz Gzerinde yUratme islemi uygulanmistir.

Elektroforez iglemi tamamlandiktan sonra, metanol ile aktive edilmis 0.2 ym
poliviniliden florur (PVDF) membrana transferin gergeklestiriimesi icin poliakrilamid
jel ile membran ylzeyleri arasinda bosluk kalmayacak sekilde karsi karsiya
getirilerek, filtre kagitlariyla sarilmis bir sekilde transfer diizenegine yerlestirilmistir.
Islak transfer sistemi kullanilarak 300 mA sabit akiminda kuguk molekal agirlikh
proteinler icin 1-1.5 saat, buyuk molekdl agirlikli proteinler igin 2.5-3 saat 4 °C’de
buz Uzerinde transfer islemi uygulanmistir. Transfer etkinligini degderlendirmek
Uzere membranlar %1 asetik asit iceren %0.1 Ponceau S ¢dzeltisi ile muamele
edilmistir. Boyanin uzaklastirimasi igin %0,1 Tween-20 eklenmis tris-tamponlu tuz
gozeltisi (1X TBST) ile yikama vyapilmistir. Yikama iglemi sonrasi birincil
antikorlarin 6zgul olmayan baglanmasini engellemek icin membranlar, 1X TBST
icerisinde hazirlanmis %3 BSA c¢ozeltisi ile 1 saat oda sicakhginda bloklama
isleminine tabi tutulmustur. Bloklama islemi sonunda membranlar %3 BSA iceren
1X TBST igerisinde seyreltiimis anti-tavsan p-Nrf2 (1:300), anti-tavsan p-CREB
(1:2000), anti-tavsan p-GSK3B (1:1000), tavsan B-Aktin antikorlar ile 4 °C’de bir
gece inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda membranlar, 3 defa 5 dakika boyunca
1X TBST c¢ozeltisinde yikanmigtir. Yikama islemini takiben membranlar, %3 BSA
iceren 1X TBST igerisinde seyreltimis HRP konjuge anti-tavsan IGG (1:2000)
sekonder antikoru ile oda sicakhgdinda 2 saat boyunca inkube edilmigtir. kibasyon
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sonunda membranlar, 3 defa 5 dakika boyunca 1X TBST ¢dzeltisinde yikandiktan
sonra kemiluminesan isima veren kromojen substrat ile muamele edilmigtir. Elde
edilen kemiluminesans 1sima SYNGENE Marka GBOX Chemi XRQ goruntileme
sisteminde fotograflanarak bant goruntileri kaydedilmistir. Elde edilen bant
goruntilerinin dansitometrik piksel analizi Image J 1.50i (NIH, ABD) programi
kullanilarak gercgeklestiriimis ve sonuglar B-Aktin bantlarina gére normalize
edilerek verilmigtir. Western blot analizi her bir antikor i¢cin en az 3 tekrarl olarak
gerceklestiriimigtir [282, 295]

3.3.12. istatistiksel analiz

Elde edilen bulgular GraphPad Prism 7 programi kullanilarak istatistiksel olarak
degerlendirilimigtir. Normal dagilm gosteren parametrik veriler i¢in tek yonlu
varyans analizi (ANOVA), normal dagihma uymayan veriler icin Kruskal Wallis testi
uygulanmigtir. Veriler ortalama + standart hata olarak verilmistir. p<0,05, p<0,01,

p<0,001 istatistiksel olarak anlamli sayiimigtir.
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4. BULGULAR

4.1. Hipokampus Dokusu izolasyonu ve Primer Hipokampal Néron Kiiltiirii

Primer hipokampal hucreler hipokampus dokusundan izole edildikten sonra PDL
(10 pg/mL) kapl Kiiltir kaplarina ekilmistir. izolasyon sonucunda kiiltiir kaplarina
¢ogalma besiyeri (%15 HI-HS, %5 HI-FBS, %2 B27, 0.5 mM Glutamax, %1 N21-
Max, 9%0.5 Penisilin/streptomisin, %0.05 Gentamisin ve %0.5 Amfoterisin B
destegi iceren Neurobasal A besiyeri) icerisinde ekilen hicrelerin yuvarlak, ylizen
ve fazla sayida oldugu goézlenmistir (Sekil 4.1A). 6-8 saat sonra hicrelerin
besiyerinin farklilasma besiyeri (%15 HI-HS, %5 HI-FBS, %2 B27, 0.5 mM
Glutamax, %1 N21-Max, %0.5 Penisilin/streptomisin, %0.05 Gentamisin ve %0.5
Amfoterisin B destegi iceren Neurobasal A besiyeri) ile degistirilip, 37 °C, %5
CO?'li ortamda inkibe edilmistir. 2. gunde huicrelerin yuvarlak yapidan
uzaklasarak, petri ylzeyine yapistigl ve aksonal uzantilarin olugsmaya basladigi
belirlenmistir (Sekil 4.1B). 3 glinde ise, aksonal uzantilarin arttig1 ve hucreler arasi
sinapslarin artarak, ndéronal ag olusumu baslamistir (Sekil 4.1C). 3. glinde ortama
glial hucrelerin proliferasyonunu baskilayan AraC (5-10 uyM, 2 gln) ilave
edilmesiyle, 5. giinde néronal morfoloji yakalanmis, néronlar arasindaki sinaptik
baglantilar belirgin hale gelmistir (Sekil 4.1.1D). 7-9. gunlerde ise ndronal
farkllasma tamamlanmis (Sekil 4.1E) ve noéronal agin %80-90 doygunluga

ulasmasi 15. gunde tamamlanmistir (Sekil 4.1F)
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Resim 4.1. Primer hipokampal néron hicrelerin farklilasma sureci; O. saat (A), 2.
gun (B), 3 gun (C), 5. gun (D), 8. gun (E), 15. gun (F). (Olgek: 200
Hm)

4.2. Primer hipokampal noron hiicre kiiltiirlerinde endokannabinoidler ve

sentetik kannabinomimetiklerin sitotoksisite analizleri

Endokannabinoidlerin (AEA, 2-AG), sentetik kannabinomimetiklerin (WIN 55,212-
2, CP 55-940) ve FAAH enzim inhibisyonu ile endokannabinoid sistemin

dizenleyicisi URB-597 bilesiginin primer hipokampal hlcrelerin



51

canhligi/proliferasyonu Uzerine olan etkisi MTT ve NRU analizi ile
degerlendirilmigtir. AEA’'nin 24 saat slreyle primer hipokampal néron kulttrlerine
uygulanmasi sonucunda, 50 ve 100 nM konsantrasyonlarda hucre canliliginda
%12-17 araliginda istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlenirken (p<0,05), 10 ve
25 uM konsantrasyonlarda %12-16 araliginda degisen azalma meydana gelmistir
(p<0,05) (Sekil 4.2A). Benzer sekilde duslik konsantrasyonlarda 2-AG
uygulanmasi, hucre canhligi/toksisitesi Uzerinde anlamli bir degisiklik meydana
getirmemesine ragmen (p>0,05), 5 M d(zeri konsantrasyonlarda hucre
canlihginda %12-16 arasinda istatistiksel azalma gdzlenmistir(p<0,05) (Sekil
4.2B).
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Sekil 4.1.  Primer hipokampal néron huicrelerine artan konsantrasyonlarda (1
nM- 25 uyM) AEA (A) veya 2-AG (B) uygulanmasinin hucre canlilig
(MTT, NRU) Uzerine olan etkisi. NRU: Noétral kirmizisi aimi; AEA:
Anandamid; 2-AG: 2-arasidonigliserol. Kontrol: % 0.02 DMSO
¢Ozeltisi uygulanmis hucreler (n=6). *p<0,05, kontrol grubuna goére
(Tek-yonli ANOVA post hoc Tukey testi)

FAAH enzim inhibitéri olan URB-597’nin primer hipokampal hlcrelere 24 saat
sureyle uygulanmasi ile vyapilan NRU analizinde 500 nM ve Uzere
konsantrasyonlarda hicre canliiginda %15-23 arasinda bir azalma gdzlenirken

(p<0,05), MTT analizinde konsantrasyona bagimh olarak %19-40 arasinda bir
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degisiklik meydana getirmezken (p>0,05) (Sekil 4.2B), WIN 55,212-2 sadece 10
MM ve Uzeri konsantrasyonlarda hicre canliiginda istatistiksel olarak anlamli bir

azalma meydana getirmistir (p<0,05) (Sekil 4.2C)

azalma go6zlenmigtir. (500 nM
yandan CP 55-940 uygulanmasi
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6). *p<0,05,
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uygulanmasinin hdcre canhligi (MTT, NRU) Uzerine olanetkisi. NRU:
Notral kirmizisi alimi; AEA: Anandamid; 2-AG: 2-aragidonigliserol

Primer hipokampal ndéron hicrelerine artan konsantrasyonlarda (1
Kontrol: % 0.02 DMSO ¢odzeltisi uygulanmis hicreler.(n

kontrol grubuna gore (Tek-yonli ANOVA post hoc Tukey testi)

nM- 25 uM) URB-597 (A) veya CP55

Sekil 4.2.
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4.3. Primer Hipokampal Noron Hiicre Kiiltiurlerinde Glukotoksisite
Modelinin Olusturulmasi ve Kannabinomimetiklerin Bu Modeldeki
Etkileri

Primer hipokampal hticrelerde kronik hiperglisemiye bagh glukotokisiste modeli
olusturulmasi sirasinda hucrelere 24 ve 48 saat sureyle D-glukoz (GLU, 25-150
mM) uygulanmigtir. Buna gore, 25-100 mM konsantrasyon araliginda her iki
surede de hucre canlliginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma meydana
gelmemistir (p>0,05). Ote vyandan, 24. saatte sadece 150 mM glukoz
konsantrasyonda htcre canliiginda azalma (%11) goézlenirken, 48. saatte 125
mM (%13) ve 150 mM (%19) konsantrasyonlarda goézlenmistir (p<0,05) (Sekil
4.3).
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Sekil 4.3. Primer hipokampal néron hucrelerine 24 veya 48 saat sureyle artan
konsantrasyonlarda D-glukoz (25-150 mM) uygulanmasinin hicre
canlihgi/sagkalimi uzerine olan etkisi. Kontrol: % 0.1 PBS c¢ozeltisi
uygulanmis hucreler (n=6). *p<0,05, kontrol grubuna gore (Tek-yonlu
ANOVA post hoc Dunnett’s testi)

Glukotoksisitenin, primer hipokampal hlcrelerin adezyon, farkllasma ve
proliferasyon profilleri Gzerine olan etkileri es zamanli hlcre analiz sistemi (RTCA
iCelligence) ile degerlendirildi. Hicrelerin E-plate sistemine konulup adaptasyon
surecini tamamladiktan sonra (~16 saat), artan konsantrasyonlarda glukoz
uygulamasi ile hicre adezyonu/proliferasyon belirteci olan impedans degerleri
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kontrol ve 25 mM glukoz (LG) uygulanmis hlicrelerde 24, 48 ve 72 saat boyunca
artmaya devam ettigi gbézlenmistir. Ote yandan, artan GLU konsantrasyonuna
bagl olarak impedans degerlerindeki artigin kontrol grubuna kiyasla uygulanan

sure boyunca azalarak devam ettigi belirlenmigtir (Sekil 4.4).

3.5 +
3.0 +
2.5 4
2.0 -

1.5 +

1.0 -
/ —Kontrol 25 MM GLU —50 mMGLU
0.5

J 100 mM GLU 150 mM GLU

Impedans

0.0 «

0 12 24 36 48 60 72 84 96
Zaman (Saat)

Sekil 4.4. Artan glukoz konsantrasyonuna (25-150 mM) bagli olarak primer
hipokampal ndron hucrelerinin  adezyon/proliferasyon profillerinin
zamana gore degisimi (n=3). Kontrol: %0.1 PBS uygulanmis hucreler.
GLU: D-Glukoz

Glukoz aracili toksisite sonuglarimiza gére, 150 mM GLU’nun 48 saat slreyle

uygulanmasi hiperglisemik glukotoksisite modeli (HG) olarak kabul edilmistir

Endokannabinoidlerin (AEA, 2-AG), sentetik kannabinomimetiklerin (CP 55-940,
WIN 55,212-2) ve endokannabinoid sistem dizenleyicisi, FAAH enzim inhibitoru
URB-597, primer hipokampal noéron hucrelerine farkli konsantrasyonlarda
uygulandiktan sonra, 6. saatte ortama 150 mM glukoz (GLU) uygulanarak 48 saat
daha inkibe edilmis ve in vitro glukotoksisite tedavi protokolu olusturulmustur.

Ardindan MTT analizi ile sitotoksisite degerlendirilmistir.

Kannabinomimetikler, 54 saat (6+48 saat) sureyle tek basina uygulanmasi
sonucu toksisite analizi yapilmigtir. Buna goére, AEA veya WIN 55,212-2

bilesiklerinin tek basina (1 nM-1 uM) 54 saat slreyle uygulanmasiyla, hicre
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canlihginda istatistiksel olarak anlamli bir degdisiklik meydana gelmemigtir
(p>0,05). Ote yandan URB-597 (10-500 nM), 2-AG (50-500 nM), CP-55,940
(100-500 nM) uygulanmasi ile primer hipokampal néron hucrelerinin canhliginda
artis gézlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.5A)

Glukotoksisite modelinde, 150 mM GLU (HG) uygulanmasi ile hiucre canlihgi
yaklasik %20 oraninda azaltmistir (p<0,05, kontrol grubuna gore).
Endokannabinoidlerin (AEA ve 2-AG), 10 nM-1 pM glukoz toksisitesini geri
cevirdigi belirlenmistir (p<0,05, HG grubuna goére). Endokannabinoidlerden farkh
olalarak sentetik kannabinoid CP 55-940, 1-500 nM konsantrasyon araliginda
protektif etki gosterirken, WIN 55,212-2 uygulanan tim konsantrasyonlarda
protektif etki gostermistir (p<0,05). URB-597 uygulamasi (10-500 nM), glukoz
aracili hucre canlihginda meydana gelen azalmayi geri gevirmistir (p<0,05, HG
grubuna gore) (Sekil 4.5B).
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Sekil 4.5. Primer hipokampal noéron huicrelerine anandamid (AEA), 2-
aragidonilgliserol (2-AG), URB-597, CP 55-940, WIN 55,212-2 (1
nM- 1 uM) tek basina 54 saat (A) veya 6 saat inkube edildikten sonra
ortama 150 mM glukoz (HG) uygulanarak ilave 48 saat inkiibasyon
igslemleri sonucunda (B) hucre canliiginda meydana gelen degisim.
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(n=6).*p < 0.05, kontrol grubuna gore; +p < 0.05, GLU grubuna gore
(Tek-yonli ANOVA post hoc Holm Sidak testi)

4.4. Primer Hipokampal Noéron Hiicre Kiiltiirlerinde Lipotoksisite Modelinin

Olusturulmasi ve Kannabinomimetiklerin Bu Modeldeki Etkileri

Primer hipokampal hicrelerde lipotoksisite modeli olusturmak amaciyla palmitik
asit (PAM) ve tasiyicisi olarak BSA farkli oranlarda (PAM/BSA; 0.25:1, 0.5:1, 1:1,
2:1 BSA ile son konsantrasyon 0.150 mM olacak sekilde) 24 ve 48 saat sureyle
hlcrelere uygulanmis ve MTT deneyi ile canhlik analizi yapilmigtir. PAM/BSA’nin
primer hipokampal néron hicrelerinde 24 ve 48 saat konsantrasyonlarda
uygulanmasi ile hucre canliigi konsantrasyona bagimli olarak azalmistir. 24.
saatte, 0.0375 mM konsantrasyondan itibaren canlilik istatistiksel olarak anlamli
Olcide azalmis (p<0,05-p<0,001) ve ICso degeri 0.15 mM olarak belirlenmistir
(p<0,001). Ote yandan, 48. saatteki canlilik 0.075 mM konsantrasyondan itibaren
anlamli sekilde azalirken, [Cso degeri 0.3 mM olarak hesaplanmigtir (p<0,001).
Her iki zaman araliginda 0.3 mM ve uzeri konsantrasyonlarda hucre canliligi
dramatik bir sekilde azalmigtir (p<0,001) (Sekil 4.6).

W 24 saat @48 saat
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Kontrol 0.0375mM 0.075mM 0.125mM 0.15mM 0.3 mM 0.6 mM 1.2mM

Sekil 4.6. Primer hipokampal hicrelerde 24 ve 48 saat PAM/BSA
uygulanmasinin hucre canliligi Uzerine olan etkisi. PAM: palmitik asit,
BSA: sigir serum albumini. (n=6). *p < 0.05; **p < 0.01; ¥ < 0.001,
0.150 mM BSA verilmis kontrol (Tek-yonli ANOVA post hoc
Dunnett’s testi)

Lipotoksisitenin, primer hipokampal hucrelerin adezyon, farklilasma ve
proliferasyon profilleri Gzerine olan etkileri es zamanli hicre analiz sistemi (RTCA
iCelligence) ile degerlendirildi. PAM/BSA uygulamasi ile toksik etkinin baslangici
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hakkinda bilgiler elde edilmistir. Elde edilen bulgulara gore, E-Plate kuyucuklarina
ekilen hudcreler adaptasyon surecinden sonra kontrol grubuna tasiyici olarak
0.150 mM BSA uygulandiginda adezyonu/proliferasyon profilinde artis
gOzlenmigtir. Ancak, PAM/BSA’'nin artan konsantrasyonlarina bagh olarak
proliferasyon profilinin azaldigi ve primer hipokampal hlcrelerde PAM/BSA
uygulanmasini takiben hucrelerin verdigi yanitin yaklasik 4. saatten itibaren geri
donussuz hale gelerek zamana baglh olarak impedansta azalma oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7.  Artan PAM konsantrasyonuna (0.075-0.150 mM) bagli olarak primer
hipokampal néron hucrelerinin  adezyon/proliferasyon profillerinin
zamana gore degisimi (n=2). Kontrol: 0.150 mM BSA tasiyicisi
uygulanmis hicreler. PAM: Palmitik asit; BSA: Sigir serum albumini

PAM toksisitesi sonuglarina goére, 0.15 mM (PAM/BSA) 4 saat slreyle

uygulanmasi lipotoksisite modeli olarak kabul edilmigtir.

Endokannabinoidlerin (AEA, 2-AG), sentetik kannabinomimetiklerin (CP 55-940,
WIN 55,212-2) ve endokannabinoid sistem dizenleyicisi, FAAH enzim
inhibitéruntin (URB-597), primer hipokampal ndron hucrelerine 50 saat (6+44
saat) farkl konsantrasyonlarda uygulandiktan sonra, ortama 0.15 mM PAM/BSA
uygulanarak 4 saat daha inkube edilmig ve in vitro lipotoksisite tedavi protokoll

olusturulmustur. Ardindan MTT ile sitotoksisite analizi yapilmistir.
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Kannabinomimetiklerin 1 nM- 1 uM konsantrasyonlari ile 54 saat sureyle inklbe
edilen hipokampal néronlarin toksisitesi Sekil 4.5A’da gdsterilmistir. Lipotoksisite
modelinde, primer hipokampal noron hucrelerine PAM/BSA (0.15 mM, 4 saat)
uygulanmasi ile hiacre canlihgr % 32 oraninda azalmigtir (p<0,01, 0.15 mM BSA
uygulanmis kontrol grubuna goére). Meydana gelen bu azalma, endokannabinoid
AEA tarafindan geri dondurilemezken, 2-AG (1-100 nM) tarafindan %17-20
oranlarinda geri dondurulebilmistir (p<0,05, PAM/BSA grubuna gore). Benzer
sekilde sentetik kannabinomimetik olan WIN 55,212-2, PAM aracili hulcre
canlihgindaki azalmada istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik meydana
getirmezken, CP 55-940 dusuk konsantrasyonlarda (1 -100 nM) hicre canlih@ini
% 30-32 oraninda arttirmistir (p<0,01, PAM/BSA grubuna goére). 500 nM ve 1 yM
konsantrasyonlarda ise bu artis, %17-23 arasinda gerceklesmistir (p<0,05,
PAM/BSA grubuna goére). URB-597 bilesigi ise 10 nM-1 yM konsantrasyon
araliginda uygulandi§i zaman, PAM/BSA aracili toksisiteyi azaltarak hicre
canhligini %15-20 oraninda arttirmistir (p<0,05, PAM/BSA grubuna gore) (Sekil
4.8)

BAEA @2-AG OURB mCP55 @WINSS
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Sekil 4.8. Primer  hipokampal néron  hicreleri, anandamid  (AEA),
arasidonilgliserol (2-AG), URB-597, CP 55-940, WIN 55,212-2 (1 nM-
1 uM) ile 50 saat (6+44 saat) inkibe edildikten sonra ortama 0.15
mM palmitik asit (PAM/BSA) uygulanarak ilave 4 saat inkibasyon
islemleri sonucunda hticre canliliginda meydana gelen degisim (n=6).
**p < 0.01, 0.15 mM BSA uygulanmis kontrol grubuna goére; +p <
0.05, ++p < 0.01, 0.15 mM PAM/BSA (1:1) grubuna gore (Tek-yonlu
ANOVA post hoc Holm Sidak testi)
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4.5. Primer Hipokampal Noron Hiicre Kiiltiirlerinde Glukolipotoksisite
Modelinin Olusturulmasi ve Kannabinomimetiklerin Bu Modeldeki
Etkileri

Glukotoksisite ve lipotoksisite modeli bulgularina goére, c¢alismamizda
glukolipotoksisite modeli olarak, primer hipokampal hucreler dncelikle 44 saat 150
mM glukoz ile inkibe edildikten sonra, 44. saatte ortama 0.150 mM PAM/BSA
(1:1) uygulanip ilaveten 4 saat daha inkube edilmigtir. Bu sekilde, hlcrelerde
toplamda 48 saat glukoz ve son 4 saat ise Glukoz+PAM/BSA’ya maruz kalmistir.
PAM/BSA (0.150 mM) tek basina primer hipokampal ndron hicrelerine 4 saat
sureyle uygulanmasiya hucre canliliginda %30 bir azalma meydana gelmektedir
(p<0,01, kontrol grubuna goére). Benzer sekilde glukozun (150 mM) tek basina
uygulanmasi ile canliik %18 azalirken (p<0,05), son 4 saatte ortama glukoz
varliginda 0.150 mM PAM/BSA ilave edildiginde, canlihdin %25 oraninda azaldigi
gOzlenmistir (p<0,05; kontrol grubuna gore) (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9.  Primer hipokampal néron hucrelerine PAM/BSA (4 saat) veya GLU
(48 saat) veya Once GLU (44 saat) ve ardindan ortamda GLU varken
PAM/BSA (4 saat) uygulanmasinin hicre canlihdi Gzerine olan etkisi.
PAM: palmitik asit/BSA, 0.150 mM; BSA: sigir serum albumini, 0.150
mM; GLU; D-glukoz, 150 mM (n=6). *p < 0.05; **p < 0.01, ¢Ozucu
verilmis kontrol grubuna goére (Tek-yonlid ANOVA post hoc Dunnett’s
testi)

Elde edilen glukolipotokisiste bulgularina goére, endokannabinoidlerin (AEA, 2-
AG), sentetik kannabinomimetiklerin (CP 55-940, WIN 55,212-2) ve
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endokannabinoid sistem dizenleyicisi, FAAH enzim inhibitérinin (URB-597),
primer hipokampal ndéron hucrelerine farkli konsantrasyonlarda (1 nM-1 uM)
uygulandiktan sonra, 6. saatte ortama GLU uygulanarak 44 saat daha inkube
edilmis ve 44. saatte ortama 0.15 mM PAM/BSA uygulanarak ilaveten 4 saat
daha inkibasyon saglanmistir. Bu sekilde olusturulan in vitro glukolipotoksisite

tedavi protokolt sonucunda MTT analizi ile sitotoksisite degerlendirilmistir.

GLU+PAM uygulanmasi ile hicre canhligi kontrol grubuna goére %25-30
azalmaktadir (p<0,05). AEA'nin 1 nM-1 uM konsantrasyonlarda uygulanmasi ile,
GLU+PAM aracili-meydana gelen hlicre canhligindaki azalmada istatistiksel
olarak anlamh bir degisiklik meydana gelmezken, diger endokannabinoid olan 2-
AG sadece 10 nM ve 50 nM konsantrasyonlarda uygulandiginda hucre canhligini
sirasiyla %22 ve %13 oraninda arttirmistir (p<0,05). Sentetik kannabinoidlerden
WIN 55,212-2, 2-AG ile benzer profil gostererek sadece 10 nM (%12) ve 50 nM
(%17) konsantrasyonlarda, GLU+PAM toksisitesinde hicre canlliginda anlamli
bir artis meydana getirmistir (p<0,05). CP 55-940 bilesigi, konsantrasyondan
bagimsiz (10-500 nM) olarak, GLU+PAM grubuna goére hdcre canlihgini %13
oraninda arttirmistir (p<0,05). FAAH inhibitéri URB-597 bilesigi, 1 nM (%15) ve
10 nM (%12) konsantrasyonlarinda hicre canhliginda artis meydana getirmistir
(p<0,05) (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Primer hipokampal hidcreler anandamid (AEA), 2-Arasidonilgliserol
(2-AG), URB-597, CP 55,940, WIN 55,212-2 (1 nM- 1 uM) ile 6 saat
inkiibe edildikten sonra ortama 44 saat 150 mM glukoz (HG)
uygulanip ardindan 0.15 mM palmitik asit (PAM/BSA) ilave edilerek 4
saat inkUbasyon islemleri sonucunda hicre canliiginda meydana
gelen degisim (n=5-6). *p<0,05, kontrol grubuna gore; +p < 0.05,
GLU+PAM/BSA (1:1) grubuna gore (Tek-yonli ANOVA post hoc
Holm Sidak testi)
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4.6. Primer Hipokampal Noron Hicre Kiiltirlerinde Oligomerik Amiloid
Beta (ABi1-42) ile Alzheimer Hastaligi (AH) Modelinin Olusturulmasi ve
Kannabinomimetiklerin Bu Modeldeki Etkileri

AB1-42 peptidleri, 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP) yéntemi kullanilarak
oligomerik formda hazirlanan APi-42, plaklari, primer hipokampal ndron
hlcrelerine degisen konsantrasyonlarda (10 nM- 4 uM) konsantrasyonlarda 24
saat sureyle uygulanarak MTT analizi gergeklestiriimistir. Buna gore APi-42
uygulanmasi ile 100 nM ve uzeri konsantrasyonlarda hucre canlihgi
konsantrasyona bagimli olarak istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmistir
(100 nM; p<0,05, 500 nM ve 1-4 uM; p <0.01, kontrol grubuna gore) (Sekil
4.11A).

Elde edilen ABi42 toksisitesi bulgularina goére, kannabinomimetiklerin primer
hipokampal néron hucrelerine farkh konsantrasyonlarda (1 nM-1 uM) 30 saat
(6+24) sureyle uygulandiktan sonra ortama 500 nM oligomerik ABi-42 peptitleri
eklenerek 24 saat daha inkiibe edilmistir. Bu sekilde, in vitro Alzheimer hastalgi

(AH) tedavi protokoll olusturulmustur.

Olusturulan in vitro AH modelinde, ABi-42 peptitlerinin (500 nM) uygulanmasi ile
hdcre canhligi kontrol grubuna kiyasla % 25 oraninda istatistiksel olarak anlaml
bir sekilde azalmistir (p<0,01). Endokannabinoid tlirevlerinden AEA, 100 nM ve
Uzeri konsantrasyonlarda ABi-42 aracili toksisiteyi azaltarak hdcre canlihdini
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artirirken(p<0,05; AB1-42 grubuna gore), 2-
AG bilesigi sadece 50 ve 100 nM konsantrasyonlarda benzer etkiyi gostermistir
(p<0,05; AP1-42 grubuna goére). Sentetik kannabinomimetik olan CP 55-940
bilesigi, 10 nM ve uzeri konsantrasyonlarda, AEA bilesigine benzer bir trend
egilimi gosterek hicre canliigini konsantrasyon bagimli olarak artirmaktadir
(p<0,05; AB142 grubuna gore). Ote yandan, diger sentetik tiirevler olan WIN
55,212-2 sadece 1 pM; URB-597 ise 50 ve 100 nM konsantrasyonlarda hucre
canlihgini istatistiksel olarak artirmistir (p<0,05, ABi42 grubuna goére) (Sekil
4.11B).
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Sekil 4.11. Primer hipokampal hticreler artan konsantrasyonlarda (10 nM-4 uM)
oligomerik APi42 ile 24 saat (A) veya anandamid (AEA), 2-
Arasidonilgliserol (2-AG), URB-597, CP 55-940, WIN 55,212-2 (1 nM-
1 uM) ile 30 saat (6+24) inklbe edildikten sonra ortama 500 nM Api-
42 uygulanip, 24 saat daha inkube edilmesi sonucunda hucre
canlihginda meydana gelen degisim (n=6). *p < 0.05, **p < 0.01,
kontrol grubuna gore; +p < 0.05, ABi42 grubuna gore (Tek-yonli
ANOVA)

4.7. Glukotoksisite Modeli Olusturuimus Primer Hipokampal No6ron
Hucrelerine Oligomerik ABi42 Plaklarinin Uygulanmasi: in vitro
Diyabetik Alzheimer Hastaligi (DM-AH) Modeli

Glukotoksisite ve AB1-a2 ile Alzheimer hastaligi modelinin olugturulmasi ile primer
hipokampal néron hicreleri, 6nce glukoz (150 mM, 24 saat) ve ardindan ortamda
glukoz varhiginda Ai-42 plaklarinin farkli konsantrasyonlari (10 nM- 4 pM, 24
saat) ile muamele edilerek hiperglisemik ortamda in vitro diyabetik Alzheimer
hastaligi (DM-AH) modeli olusturulmustur. DM-AH modelinde, primer hipokampal
ndron hucrelerine glukoz (150 mM, 48 saat) uygulanmasi ile hicre canlihdi % 20

oraninda azalmigtir (p<0,05, kontrol grubuna gore). Hlcrelere, 6nce glukoz (150
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mM, 24 saat) ve ardindan APi-a2 plaklarinin 10 ve 50 nM konsantrasyonlarda
uygulanmasi ile hicre canhligi kontrol grubuna goére %17-20 arasinda bir azalma
gosterirken (p<0,05), 100 nM ve 500 nM konsantrasyonlarda canliliktaki azalma
%23-28 oraninda gergeklesmistir (p<0,01). Bu azalma orani 1 pM ve Uzeri
konsantrasyonlarda %40-48 arahdina kadar c¢ikmaktadir (p<0,001). Sadece
glukoz grubu ile kiyaslandiginda, glukoz varliginda AB1-42 plaklarinin 500 nM ve
Uzeri konsantrasyonlarda sirasiyla %13 (p<0,05), %23 (p<0,01) ve % 28 (p<0,01)

oraninda hucre canlihiginda azalma gozlenmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Primer hipokampal hicreler 150 mM glukoz (GLU) ile 24 saat inkibe
edildikten sonra, glukoz varliginda ABi-42 plaklarinin (10 nM- 8 uM) 24
saat uygulanmasi sonucunda hucre canlihinda meydana gelen
degisim (n=6). *p < 0.05, **p < 0.01, ’p < 0.001, kontrol grubuna gore;
+p < 0.05, ++p < 0.01, GLU grubuna gore (Tek yonlid ANOVA post
hoc Holm sidak test)

In vitro DM-AH modelinde, primer hipokampal néron hiicrelerinde morfolojik

olarak meydana gelen degisim inverted-mikroskop ile degerlendirilmistir.

Primer hipokampal néron hadcrelerine 25 mM glukozun 48 saat sureyle
uygulanmasi sonucunda hucre yogunlugu, aksonal uzanti ve sinaptik
baglantilarin normal ve yuksek oldugu gozlenirken (Resim 4.2A), 150 mM glukoz
uygulanmasi ile hicrelerin  osmotik hasara bagll olarak hicre morfolojisi
degiserek hlcre govdesinde sisme (swelling) ve aksonal baglantilarda azalma

gOzlenmistir (Resim 4.2B).
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No6ron hicrelerinin, 150 mM GLU (24 saat) ile inklbe edildikten sonra ortamda
GLU varliginda ABi-42 plaklarinin 500 nM konsantrasyonda 24 saat sureyle
uygulanmasi sonucunda, hucre morfolojisi glukoz maruziyetine benzer sekilde
oldugu gozlenmigtir. Ayrica yuvarlaklagsmis hucre (6lU hicre) oraninin arttigi

belirlenmistir (Resim 4.2C).

ABi-42 plaklarinin konsantrasyonu artmasiyla birlikte noronal hucreler yaygin
dagihm yerine, kimelesme egilmi gostererek karakteristik néron morfolojisinden
uzaklasip igsi hucre goérinimu almistir (Resim 4.2D). Ayrica, ortamda glukoz
varliginda ABi-42 plaklarinin ylksek konsantrasyonlarda uygulanmasi ile hicre
zarlarinda (kabarcik) bleb goérGnumudnudn olusarak, hucre debrisinde artis
meydana getirdigi, aksonal uzantilarin ylksek oranda kaybolarak hicreler arasi

néronal agin yok oldugu goézlenmistir (Resim 4.2E-F).
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Resim 4.2. Primer hipokampal hucreler 25 mM (A) veya150 mM (B) glukoz
(GLU) ile 48 saat veya 150 mM GLU ile 24 saat inklbe edildikten
sonra, GLU varhginda ABi-42 plaklarinin 500 nM (C), 1 uM (D), 2 uM
(E), 4 uM (F) 24 saat uygulanmasi sonucunda hicre morfolojilerinde
meydana gelen degisim (Olgek: 100 um)

DM-AH modeli, primer hipokampal ndéron hucreleri, 6nce glukoz (150 mM, 24
saat) ve ardindan ortamda glukoz varliginda AB1-42 (500 nM, 24 saat) ile

inkiibasyon edilmesiyle olusturulmustur.
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MTT analizi sonucuna gore, primer hipokampal hicrelere tek basina 150 mM
glukozun (48 saat) ve 500 nM AB1-42 plaklarinin (24 saat) veya HG+AR1-42
(24+24 saat) uygulanmasi ile hacre canhiliginin kontrol grubuna kiyasla sirasiyla,
%20 (p<0,05), %25 (p<0,01) ve %30 (p<0,01) oraninda azaldig1 gozlemistir (Sekil
4.13A).

Olusturulan DM-AH modelinde, HG veya AB1-42 plaklarinin tek basina kontrol
grubuna (%43) uygulanmasi ile hucre i¢ci ROS duzeylerinde sirasiyla %15
(p<0,05) ve %28 (p<0,01) oraninda artis gozlenirken, bu artis HG+AR1-42
uygulanmasi ile %37 (p<0,01) kadar gikmaktadir. Ote yandan, H202 (200 uM, 15
dakika) pozitif kontrol grubu (%100) ile kiyaslandiginda, HG+AB1-42 (%93)
grubunun hucre i¢ci ROS duzeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmadigi goézlenmistir (p>0,05) (Sekil 4.13B).
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Sekil 4.13. Primer hipokampal néron hicrelerine 150 mM glukozun (48 saat) ve
500 nM AB1-42 plaklarinin (24 saat) veya HG+ ABR1-42 (24+24 saat)
uygulanmasi ile hicre canhligi (A) ve hucre igi ROS diuzeylerinde (B)
meydana gelen degisim. GLU; D-glukoz, 150 mM (n=5). *p < 0.05,
**p < 0.01, ¢ozlcl verilmis kontrol grubuna gore; 2p < 0.05, Pp < 0.01,
°p < 0.001, H20:2 pozitif standart grubuna gore (Tek-yonli ANOVA
post hoc Dunnett’s testi)
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4.8. In vitro Diyabetik Alzheimer Hastahgi (DM-AH) Modelinde

Kannabinomimetiklerin Toksisite Analizleri

in vitro DM-AH modelinde, endokannabinoidler ve sentetik kannabinomimetiklerin
1 nM-1 yM konsantrasyonlarda 6 saat sureyle uygulandiktan sonra, once glukoz
(150 mM, 24 saat) ve ardindan ortamda glukoz varliginda AB1-42 (500 nM, 24

saat) ile inklbe edilerek in vitro DM-AH tedavi protokolu olusturulmustur.

Canlilikta meydana gelen degisim incelendiginde, GLU+AB1-42 uygulanmasi ile
hucre canliiginda meydana gelen azalma,endokannabinoid turevlerinden AEA
(100 ve 500 nM) ve 2-AG (10 nM-1 pM) tarafindan %13-16 oraninda geri
dondurdlebilrken (p<0,05), URB-597 (10-500 nM) uygulanmasiyla bu oran %25-
30 araligina kadar c¢ikmaktadir (p<0,01). Endokannabinoid 2-AG’ye benzer
seklide CP 55-940 ve WIN 55, 212-2 (10- 1 uM) bilesikleri, GLU+AB1-42 aracili
toksisite %16-20 oraninda geri dondurulebilmistir (p<0,05) (Sekil 4.14).

Hicre ici reaktif oksijen tlrevlerinin dizeyleri incelendiginde, GLU+ABR1-42
uygulanmasi ile pozitif kontrol (H202) grubuna  yakin bir ROS olusumu
g6zlenmistir (p>0,05). GLU+AB1-42 grubunda artmis olan ROS dizeyleri,
endokannabinoidlerin(AEA, 2-AG) veya sentetik kannabinoidlerin (CP 55-940,
WIN 55,212-2) uygulanmasi ile konsantrasyondan bagimsiz olarak istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde azaldi§i gdzlenmistir (p<0,01). Ote yandan, GLU+AB1-
42 modeline URB-597 bilesiginin 10 nM ve 50 nM konsantrasyonlarda
uygulanmasi ile ROS duzeylerinde diger kannabinomimetiklere benzer oranlarda
azalma gozlenirken (p<0,01), 100 nM ve 500 nM konsantrasyonlarda bu azalma
daha keskin hale gelmigtir ( p<0,001) (Sekil 4.14B)
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Sekil 4.14. Primer hipokampal néron hicrelerine artan konsantrasyonlarda (1
nM- 1 uM, 6 saat) anandamid (AEA), 2-arasidonilgliserol (2-AG),
URB-597, CP 55-940, WIN 55,212-2 bilesiklerinin HG (150 mM, 24
saat) + AB1-42 (500 nM, 24 saat) modeline uygulanmasi ile hicre
canlihg@r (A) ve hicre igi ROS dizeylerinde (B) meydana gelen
degisim. GLU; D-glukoz, 150 mM (n=5-6). *p < 0.05, **p < 0.01,
¢6zucl verilmis kontrol grubuna gore; +p<0,05, ++p<0,01, HG+ AB1-
42 grubuna gore; °p < 0.001, H202 pozitif standart grubuna goére (Tek-
yonli ANOVA post hoc Holm Sidak testi)

In vitro DM-AH modeline uygulanan tedavi protokoliinden elde edilen toksisite
bulgularina goére, protektif etki AEA < 2-AG < CP 55940 < WIN 55,212-2 <
URB597 seklinde siralanabilir.

49. in vitro Diyabetik Alzheimer Hastaigi (DM-AH) Modelinde
Kannabinomimetiklerin Amiloid Beta Diizeyleri Uzerine Olan Etkisi

DM-AH modelinde, endokannabinoidlerin ve sentetik kannabinomimetiklerin AB1-
42 dizeylerinde ve AB1-42 lokalizasyonunda meydana getirdikleri degisim
Thioflavin T (agregat) ve Hoechst 33342 (cekirdek) ikili boyama yontemi ile

fluoresan mikroskop kullanilarak gergeklestirilmistir (Resim 4.3).
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Kontrol AEA 10 nm 2-AG 10 nM | URB 10 nM || P10 nM || WIN 10 nM |
. N - - LT ’ . .

- - ) | - "
25 mM GLU (LG) | AEA 50 nM I‘ 2-AG 50 nM | URB 50 nM CP 50 nM | WIN 50 nM |
“:4' ~ : | | . “-.
150 mM GLU (HG) | AEA 100 nM \ 2-AG 100 nM I URB 100 nM |I CP 100 nM || WIN 100 nM |

. ‘ » F

. _ ] ‘ } » . ' | : ; ".. ‘ ' .
LG + Ap1-42 | AEA 500 nM | URB 500 nM I CP 500 nM || WIN 500 nM |
HG + Ap142 AEA 1 M 2-AG 1M URB 1 pMm CP1uM | WIN 1 M \

Resim 4.3. DM-AH modelinde kannabinomimetiklerin farkli konsantrasyonlarda
(10nM- 1uM) uygulanmasi sonucu AB1-42 plak seviyeleri ve hicre
ici lokalizasyonu. (Yesil: Ap1-42,Thioflavin-T; mavi: c¢ekirdek,
Hoechst 33342) (Olgek: 100 um)

Thioflavin T Hoechst Thioflavin T Hoechst

Hoechst

Hoechst Thioflavin T Hoechst Thioflavin T

Thioflavin T

Elde edilen fluoresan mikroskop goérintilerinin kantitatif analizi Image J 1.5i
programi kullanilarak gergeklestirilmistir. Hoechst boyasi ile gcakisan ThT nuklear
tutulum, sadece ThT ile boyanan bodlgeler non-niklear tutulum olarak

degerlendiriimigtir.  Buna gbre, primer hipokampal hucrelere artan
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konsantrasyonlarda glukoz uygulanmasi ile c¢ekirdek digi agregat olusumu
artarken(p<0,05), bu artis disuk glukoz (LG, 25 mM GLU) veya yuksek glukoz
(HG, 150 mM GLU) iceren ortama oligomerik AB1-42 ilave edilmesiyle istatistiksel
olarak dramatik boyutlara ulagsmistir (p<0,05; LG+ AB1-42, p<0,01; HG+ABR1-42)
(Sekil 4.15A). HG+AB1-42 varlignda, endokannabinoid tlrevlerinden sadece
AEA, uygulanmasi ile konsantrasyona bagiml olarak tium konsantrasyonlarda
non nudklear ThT tutulumu azalmaktadir (p<0,05-p<0,001). Sentetik
kannabinomimetiklerden URB-597, 100 nM konsantrasyonda non-nuklear
tutulumu ciddi sekilde azaltirken (p<0,01), 500 nM ve 1 yM konsantrasyonlarda
CP 55,940 ve WIN 55,212-2 gibi daha az fakat istatistiksel olarak anlamli dl¢iide
azaltmistir (p<0,05) (Sekil 4.15B).

A Non-Niiklear ThT
120 - o J

~ 100 - o

2 |

< 80

T 60 *

«Q

< 40 4

20 - I
0 — L] L) L L] 1
Kontrol LG HG LG+AB1-42  HG + Ap1-42

B

BAEA @2-AG OURB-597 ®@CP55-940 @WIN 55,212-2

AB1-42 (%)

HG + AB1-42 10 nM 50 nM 100 nM 500 nM 1M

HG+ AB1-42
Sekil 4.15. DM-AH modeli (A) ve bu modelde kannabinomimetiklerin (10nM-
1uM) uygulanmasi (B) sonucu AB1-42 plaklarinin non-nuklear
yerlesim ylzdeleri. LG: 25 mM glukoz; HG: 150 mM glukoz (n=4). *p
< 0.05, **p < 0.01, % < 0.001, ¢dzlict verilmis kontrol grubuna gore;
+p<0,05, ++p<0,01, ®p<0,001, HG+ AB1-42 grubuna gore;(Kruskal
Wallis post hoc Dunn'’s testi)

DM-AH modelinde agregatlarin nuklear yerlesimi incelendiginde, agregatlarin
ortamda sadece glukoz varliginda nuklear yerlesimin arttigr (LG: 25 mM GLU, p
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<0.05; HG: 150 mM GLU, p<0,01) goézlenirken, oligomerik AB1-42 plaklarinin
ilave edilmesiyle LG ve HG ortamda sirasiyla %62 ve %84 oraninda tutulum

go6zlemistir (p<0,001) (Sekil 4.16A).

A -
100 - Nuklear ThT [
2 %7 S
S 60 - *
i N
- I
20 - l
0 - L) L) L) L) L)
B Kontrol LG HG LG+AB1-42 HG + Ap1-42
100 - @AEA @2-AG OURB-597 @mCP55-940 m@WIN 55,212-2
S
o~
A
-
@
<
HG + AB1-42 10 nM 50 nM 100 nM 500 nM 1uM
HG+ AB1-42

Sekil 4.16. DM-AH modeli (A) ve bu modelde kannabinomimetiklerin (10nM-
1uM) uygulanmasi (B) sonucu AB1-42 plaklarinin bagil nuklear
yerlesim ylUzdeleri. LG: 25 mM glukoz; HG: 150 mM glukoz (n=4). *p
< 0.05, **p < 0.01, % < 0.001, ¢dzlict verilmis kontrol grubuna gore;
+p<0,05, ++p<0,01, %p<0,001, HG+ AB1-42 grubuna goére (Kruskal
Wallis post hoc Dunn’s testi)

4.10. In vitro Diyabetik Alzheimer Hastaigi (DM-AH) Modelinde
Kannabinomimetiklerin Mitokondri Membran Potansiyeline (A¥YM)

Etkileri

In vitro kosullarda olusturulan DM-AH modelinde mitokondriyal fonksiyon
kaybinin degerlendiriimesi ve kannabinomimetiklerin bu potansiyelde meydana

getirdigi degisimi incelemek Uzere JC-1 mitokondrial probu ile fluoresan boyama

islemi yapilmistir (Resim 4.4).



25 mM GLU (LG)

/!

150 mM GLU (HG) URB 100 M ~CP 100 nM

o ¢

g

-

LG » AR142 ' URSB 500 nM WIN 500 nM

™y
£ 4

WIN 1 ut

HG +ABI42 AEA 1 M 2-4G 1 M URB 1 M CP 1 M

Resim 4.4. DM-AH modelinde kannabinomimetiklerin farkli konsantrasyonlarda
(10nM-  1uM) uygulanmasi sonucu mitokondri membran
potansiyelinde meydana gelen degisin. (Kirmizi: JC-1 agregat,
saghkh hucreler; Yesil: JC-1 monomer, apoptotik/ nekrotik hicreler)
(Olgek: 100 um)

Elde edilen fluoresan mikroskop goértntulerinin kantitatif analizi Image J 1.5i
programi kullanilarak gerceklestiriimistir. K ontrol grubunda mitokondriyal
fonksiyonun aktif olmasina baglh olarak JC-1 monomerlerini agregat haline
getirerek kirmizi renkli fluoresan isima vermektedir. N6ron hicrelerine artan
konsantrasyonlarda glukoz uygulanmasi ile mitokondri membran potansiyelinde
disus go6zlenmistir (LG, p<0,01; HG, p<0,001). AB1-42 plaklarinin
uygulanmasiyla yesil fluoresan (JC-1 monomer) orani artarak, mitokondri
membran potansiyelinde istatistiksel olarak anlamli disus gézlenmistir (p<0,001)
(Sekil 4.17A). DM-AH modelinde, endokannabinoid tirevlerinin uygulanmasi ile
sadece 100 nM konsantrasyonda; CP 55,940 ve WIN 55,212-2 uygulanmasi ile
10-500 nM konsantrasyon araliginda membran potansiyelindeki dusus geri

cevrilebilmektedir. Ote yandan DM-AH modelinde azalmis olan mitokondri
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membran potansiyeli, URB-597’in 100 nM, 500 nM ve 1 uM konsantrasyonlarda

uygulanmasiyla, sirasiyla ~3 (p<0,001), 2 (p<0,01) ve 2.12 kat (p<0,01) artirdig1
belirlenmistir (Sekil 4.17B)

A
6 A
— 51
w
= 4 g
o
z, | %* I
N x
£ 2.
X
] ] M
0 T T T T |
Kontrol LG HG LG+AB1-42 HG + Ap1-42
B BAEA @2-AG QURB-597 BCP 55,940 @WIN 55,212-2
2.5 4 ¢,
. + +
T 21 L+ + +
=
~
4
HG + AB1-42 10nM 50 nM 100 nM 500 nM 1M
HG+ AB1-42

Sekil 4.17. DM-AH modeli (A) ve bu modelde kannabinomimetiklerin (10nM-
1uM) uygulanmasi (B) sonucu mitokondri membran potansiyelinde
meydana gelen degisim. LG: 25 mM glukoz; HG: 150 mM glukoz
(n=4). *p < 0.05, *p < 0.01, I < 0.001, ¢dziici verilmis kontrol
grubuna gore; +p<0,05, ++p<0,01, $p<0,001, HG+ AB1-42 grubuna
gore (Kruskal Wallis post hoc Dunn’s testi)

4.11. In vitro Diyabetik Alzheimer Hastaligi (DM-AH) Modelinin Antioksidan
(SOD, KAT, GPx, GRx), Oksidatif/Nitrozatif Stres (AGE, HNE, 3-NT) ve

inflamasyon (iNOS, IL-B, Tnf-a) Parametreler ile Karakterizasyonu

DM-AH modelinde, primer hipokampal hucrelere 25 mM GLU (LG), 150 mM GLU
(HG), LG+ 500 nM Ap1-42 ve HG+ 500 nM AB1-42 uygulanmasi sonucu
antioksidan enzim aktiviteleri, oksidatif/nitrozatif stres son UrGnleri ve inflamatuvar
belirteclerde meydana gelen degisim ELISA yontemi ile Olgulmuastar. Tum

kiyaslamalar kontrol grubuna (%100) gdre gerceklestiriimigtir.
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ELISA analizleri sonucunda, normoglisemik ortamdaki primer hipokampal
hicrelere LG uygulanmasi ile SOD, KAT, GPx ve GRx aktivitesinde anlamli bir
degisiklik gozlenmezken (p>0,05), ortamdaki GLU konsantrasyonunun artmasi
(HG) ile enzim aktivitelerinde anlamli bir dusus belirlenmistir (p<0,05). LG
ortamda AB1-42 uygulanmasi ile sadece SOD ve GRx dlzeylerinde anlamli bir
azalma meydana gelmistir (p<0,05). HG+AB1-42 grubunda ise SOD, KAT, GPx
enzim aktivitelerinde ~%40 oraninda azalma gergeklesirken (p<0,01), GRXx
aktivesindeki azalma LG+AB1-42 grubuna benzer sekilde ~%20 oraninda

gerceklesmistir (EK-1).

DM-AH modelinde oksidatif/nitrozatif stres son urunlerinde meydana gelen
degisim incelendiginde, HG ortamda AGE, HNE, 3-NT duzeyleri sirasiyla %160
(p<0,01), %46 (p<0,05), %181(p<0,01) oraninda artmistir. Ote yandan, LG+AB1-
42 ortamda HNE ve 3-NT duzeyleri artis trendine devam ederken (p<0,01), AGE
dizeylerindeki artts daha az gerceklesmektedir (p<0,01). HG+AR1-42
uygulanmasi ile AGE, HNE ve 3-NT duzeyleri sirasiyla %372 (p<0,001), %210
(p<0,01), %355 (p<0,001) seviyelerine kadar ylkselmistir (EK-2).

DM-AH modelinde inflamatuvar belirtegler olan iNOS, IL-B ve Tnf-a dizeylerinin,
LG ortamda kontrol grubuna gére anlamli bir degisiklik meydana gelmemistir. Ote
yandan HG ortamda IL-B ve Tnf-a dlzeylerinde anlaml bir artis gézlenmistir
(p<0,05). LG+AB1-42 uygulanmasi ile iINOS (p<0,05), IL-B (p<0,01) ve Tnf-a
(p<0,01) duzeyleri artis trendine girmistir. Bu artis, HG+AB1-42 uygulanmasi ile
dramatik boyutlara ulasmistir (iNOS, p<0,01; IL-B ve Tnf-a, p<0,001) (EK-3).

4.12. in Vitro Diyabetik Alzheimer Hastaligi (DM-AH) Modelinde
Kannabinomimetiklerin Intrinsik Antioksidan Enzim Aktiviteleri (SOD,
KAT, GPx, GRx) Uzerine Olan Etkileri

Superoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve
glutatyon rediktaz (GRx) enzimlerin bazal aktiviteleri (kontrol grubu) %100 olarak
alindiginda HG + AB1-42 uygulanmasi ile SOD ve KAT aktivitesinde sirasiyla
%25 ve %40 azalma meydana gelmistir. AEA uygulanmasi ile, SOD ve KAT
aktivitesi 10-500 nM konsantrasyonlarda anlamli sekilde artirmaktadir (p<0,001-
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p<0,05). 2-AG ise SOD aktivitesini 100 nM; KAT aktivitesini 50 nM ve Uzeri
konsantrasyonlarda anlamli sekilde artirmaktadir (p<0,05-p<0,01). Sentetik
kannabinomimetik WIN 55,212-2 sadece 1 pM  konsantrasyonda SOD
aktivitesinde artis meydana getirirken (p<0,05), 10, 50, 500 nM (p<0,05) ve 1 yM
(p<0,01) konsantrasyonlarda KAT aktivitesini de artirmaktadir. CP 55,940 bilesigi
ise sadece 50 ve 100 nM konsantrasyonlarda KAT aktivitesinde artis meydana
getirmistir (p<0,05-p<0,01) (Sekil 4.18)

A BAEA E2-AG @URB-597 ®CP 55,940 mWIN 55,212-2
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% 100 4 + + L+ . + p- -
[,
$ 50

HG+ Ap1-42 10 nM 50 nM 100 nM 500 nM 1M

HG+ AB1-42

Sekil 4.18. Artan konsantrasyonlarda (10 nM- 1 pM, 6 saat) anandamid (AEA),
2-arasidonilgliserol (2-AG), URB-597, CP 55-940, WIN 55,212-2
bilegiklerinin DM-AH modeline uygulanmasi ile superoksit dismutaz
(SOD) (A) ve katalaz (KAT) (B) aktivitesinde meydana gelen degisim
(n=2). +p<0,05, ++p<0,01, %p<0,001, HG+AR1-42 grubuna gore
(Kruskal Wallis post hoc Dunn’s testi)

Kontrol grubunun GPx ve GRXx aktiviteleri bazal aktivite (%100) olarak kabul
edildiginde , DM-AH modelinde aktivitesi azalmis olan GPx (%20) ve GRx (%40),
AEA’nin 10-50 nM (p<0,011), 100-500 nM (p<0,01); 2-AG’nin 100-500 nM
(p<0,01) ve 1 pM (p<0,01-p<0,05) konsantrasyonlarinin uygulanmasi ile
istatistiksel olarak anlamh seklide artmistir. CP 55,940, 50-500 nM
konsantrasyonlarda sadece GPx aktivitesini artirirken(p<0,05), WIN 55,212-2 10-



76

50 nM (p<0,05) ve 1 uyM (p<0,01-p<0,05) konsantrasyonlarda uygulanmasiyla
GPx ve GRx aktivitesini artirmistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Artan konsantrasyonlarda (10 nM- 1 pM, 6 saat) anandamid (AEA),
2-arasidonilgliserol (2-AG), URB-597, CP 55,940, WIN 55,212-2
bilesiklerinin DM-AH modeline uygulanmasi ile glutatyon peroksidaz
(GPx) (A) ve Glutatyon rediktaz (GRx) (B) aktivitesinde meydana
gelen degisim (n=2). +p<0,05, ++p<0,01, %p<0,001, HG +AR1-42
grubuna gore (Kruskal Wallis post hoc Dunn’s testi)

4.13. In vitro Diyabetik Alzheimer Hastaigi (DM-AH) Modelinde
Kannabinomimetiklerin Oksidatif/Nitrozatif Stres ileri Son Uriinleri
(AGE, HNE, 3-NT) Uzerine Olan Etkileri

DM-AH modelinde, kontrol grubuna HG +AB1-42 uygulanmasi ile ileri glikasyon
son urdnleri (AGE), ileri lipooksidasyon son udrlnleri (HNE) ve nitrozatif stres son
ariinu (3-NT) seviyelerinde sirasiyla %273 (p<0,001), %110 (p<0,01) ve %256
(p<0,001) oraninda kontrol gruba goére artis goézlenmistir (Sekil 4.20).

AEA’nin tim konsantrasyonlarinda AGE olusumu baskilanmaktadir (p<0,01).
Benzer sekilde, 2-AG, URB-597 ve WIN 55,212-2 bilesiklerinin uygulanan
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konsantrasyonlarda, AGE seviyelerinde statistiksel olarak anlamli bir disus
meydana getirmiglerdir (p<0,001). Ote yandan CP 55,940, HG+AB1-42
grubundan farkli olarak, 10 nM konsantrasyonda p<0,001; 50 nM-1 uM
konsantrasyon araliginda ise p<0,01 anlamilik derecesinde AGE duzeylerini
dusurmustir (Sekil 4.20A).

DM-AH modeline AEA, 50 ve 100 nM konsantrasyonlarda uygulanmasi HNE
olusumunu artirirken (p<0,05), 500 nM ve 1 pM konsantrasyonlarrda inhibe
etmektedir (sirasiyla, p<0,05 ve p<0,01). 2-AG, 10 nM (p<0,05), 500 nM (p<0,01)
vel yM (p<0,05) konsantrasyonlarda, URB-597 ise 50 nM (p<0,01), 100 nM
(p<0,05), 500 nM (p<0,01) ve 1 uyM (p<0,05) konsantrasyonlarda HG+AB1-42
aracili HNE olusumunu baskilamaktadir. Ote yandan, CP 55,940, 10 nM
(p<0,01), 50 nM (p<0,01), 100 nM (p<0,05), 500 nM (p<0,01) ve 1 uM (p<0,05)
konsantrasyonlarda , WIN 55,212-2 ise1l0 nM (p<0,01), 50 nM (p<0,05), 100 nM
(p<0,05), 500 nM (p<0,01) ve 1 pM (p<0,001) konsantrasyonlarda HNE
olusumunu azaltmaktadir (Sekil 4.20B).

HG+ AB1-42 uygulanmasina bagli olarak artmis 3-NT duzeyleri, AEA'nin 50 nM
(p<0,05), 100 nM (p<0,05), 500 nM (p<0,01) ve 1 uM (p<0,001)
konsantrasyonlarda , 2-AG’nin tUm konsantrasyonlarda (p<0,05) uygulanmasi ile
azalmistir. Benzer sekilde sentetik kannabinomimetiklerden, URB-597, 50 nM
(p<0,05), 100 nM (p<0,01), 500 nM (p<0,01) ve 1 uM (p<0,001)
konsantrasyonlarda; CP 55,940 10 nM (p<0,01), 50 nM (p<0,05), 100 nM
(p<0,01), 500 nM (p<0,01) ve 1 pM (p<0,001) konsantrasyonlarda and WIN
55,212-2 ise uygulanan tim konsantrasyonlarda (p<0,01), HG + AB1-42 aracili 3-
NT olusumunu baskilamistir (Sekil 4.20C).
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Sekil 4.20. Artan konsantrasyonlarda (10 nM- 1 pM, 6 saat) anandamid (AEA),
2-arasidonilgliserol (2-AG), URB-597, CP 55-940, WIN 55,212-2
bilesiklerinin DM-AH modeline uygulanmasi ile AGE (A), HNE (B) 3-
NT (C) aktivitesinde meydana gelen degisim (n=2). **p < 0.01, p <
0.001, ¢ozucu verilmig kontrol grubuna gore; +p<0,05, ++p<0,01,
%p<0,001, HG+AB1-42 grubuna gore (Kruskal Wallis post hoc Dunn’s
testi)
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4.14. In vitro Diyabetik Alzheimer Hastaigi (DM-AH) Modelinde
Kannabinomimetiklerin Inflamatuvar Belirtegler (iNOS, IL-13, TNF-a)

Uzerine Olan Etkileri

HG+AB1-42 ile indiklenmis DM-AH modelinde, AEA, 2-AG, URB-597, CP 55-940
ve WIN 55,212-2 bilesiklerinin artan konsantrasyonlarda uygulanmasi ile
inflamatuvar belirteglerde (INOS, IL-18 ve TNFa) meydana gelen degisimin
degerlendiriimesi i¢in kontrol grubu bazal seviye (%100) olarak alinmigtir. Buna
gore, GLU+AB1-42 uygulanmasiyla iNOS, IL-1B ve TNFa seviyelerinde sirasiyla
%88 (p<0,01), %286 (p<0,001) ve %194 (p<0,001) oraninda artis meydana
gelmistir (Kontrol grubuna gore) (Sekil 4.21)

HG+AB1-42 aracihdi ile artmis olan iNOS duzeyleri, AEA'nin 100 nM-1 uM
konsantrasyon araliginda uygulanmasi ile istatistiksel olarak anlamh ol¢ide
baskilanmistir (p<0,05-p<0,001). Benzer sekilde diger kannabinomimetikler
uygulanan tim konsantrasyonlarda, artmis olan iNOS duzeylerini azaltmistir
(p<0,05-p<0,001). Meydana gelen bu azalma 2-AG, URB- 597 ve WIN 55,212-2
bilesiklerinde o6zelikle 100 nM ve Uzeri konsantrasyonlarda dramatik boyutlara
ulagmistir (p<0,001) (Sekil 4.21A).

HG + AB1-42 grubundaki inflamatuvar yanita bagli olarak IL-1B seviyelerinde
meydana gelen artis, AEA’nin sadece 500 nM (p<0,05) ve 1 uM (p<0,01); 2-AG,
URB-597 ve CP 55,940 bilesiklerinin ise uygulanan tim konsantrasyonlarinda
(p<0,05-p<0,001) baskilanmigtir. Ote yandan, WIN 55,212-2'nin6zellikle 50 ve
100 nM konsantrasyonlarinda uygulanmasi ile IL-1B seviyelerinde dramatik bir
disUs goézlenmistir (p<0,001) (Sekil 4.21B).

HG +AB1-42 araciligi ile artmis olan Tnf-a duzeyleri, AEA’'nin sadece 1 uM
(p<0,05), 2-AG’nin 50 nM (p<0,01), 100 nM (p<0,05), 500 nM (p<0,05) ve 1 uM

(p<0,05) konsantrasyonlarinda uygulanmasi ile istatistiksel olarak anlamli bir
dusus meydana gelmigtir. Sentetik kannabinomimetiklerden URB-597 uygulanan
tum konsantrasyonlarda (p<0,05-p<0,01), WIN 55,212-2 ise sadece 50 ve 100
nM (p<0,05) konsantrasyonlarda, HG+AB1-42 grubuna gore Tnf-a duzeylerinde
azalma meydana getirmistir. Ote yandan, CP 55,940 uygulanmasi ile Tnf-a
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seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gdzlenmemistir (Sekil

4.21C).
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Sekil 4.21.

i
I.I.

Kontrol  HG + Ap1-42 10 nM 50 nM 500 nM

100 nm

HG + Ap1-42

Artan konsantrasyonlarda (10 nM- 1 uM, 6 saat) anandamid (AEA), 2-
aragidonilgliserol (2-AG), URB-597, CP 55-940, WIN 55,212-2
bilegiklerinin DM-AH modeline uygulanmasi ile induklenebilir nitrik
oksit sentaz (iINOS) (A), interlokin 1 beta (IL-1B) (B) timoér nekrozis
faktor alfa (Tnf-a) (C) dizeylerinde meydana gelen degisim (n=2). **p
< 0.01, ¥ < 0.001, g¢ozlicu verilmis kontrol grubuna gore; +p<0,05,
++p<0,01, ®p<0,001, HG+AB1-42 grubuna gore (Kruskal Wallis post
hoc Dunn’s testi)
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4.15. In vitro Diyabetik Alzheimer Hastaigi (DM-AH) Modelinde
Kannabinomimetiklerin p-Nrf-2, p-CREB ve p-GSK 3B Protein

Diizeyleri Uzerine Olan Etkileri

DM-AH modelinde, endokannabinoidlerin ve sentetik kannabinomimetiklerin
antioksidan yanit elementi olan p-Nrf2 (aktif form), nérogenezde goérev alan p-
CREB (aktif form) ve inflamasyon basta olmak Uzere birgok yolakla iligkisi olan p-
GSK 3 (inaktif) protein duzeyleri western blot analizi ile dlgimlenmistir. p-Nrf2 ve
p-CREB dizeyleri niklear; p-GSK 3B dlzeyleri ise total protein lizatindan analizi
yapiimigtir. Western blot analizi sonucunda kemiliminesan goruntuleme

yapilarak protein bantlari fotograflanmistir (Resim 4.5).

K LG HG LGHAB HG+AB

——— ]

p-Nif2

p-CREB —

p-GSK 38 l-_i_-‘-l_

B-Aktin I-———-

AEA 2-AG URB-597 CP 55,840 WIN 55,212.2

100nM 500N 1M 100nM 500nM 1pM 100nM 500ndd 1M 100nM 500nM 1M 7100’“ 500nM 1M

phz [ . | . ] (| = T (- e
pores [ S S | || e || e s e —
p-GSK 38 L.E_J _dFvy™™ = ——

B-AKHN [ s—— — |—-- W — — | | — — — | — — —

Resim 4.5. DM-AH modelinde artan konsantrasyonlarda (10 nM- 1 uM, 6 saat)
anandamid (AEA), 2-arasidonilgliserol (2-AG), URB-597, CP 55-940,
WIN 55,212-2 bilesiklerinin DM-AH modeline uygulanmasi izole
edilen p-Nrf2, p-CREB, p-GSK3 protein bantlari. K: Kontrol; LG: 25
mM glukoz; HG: 150 mM glukoz

Elde edilen protein bantlarinin dansitometrik analizi i¢in Image J 1.50i programi
kullanilmigtir. Dansitometrik analiz sonucunda elde edilen bulgular istatistiksel

olarak degerlendirilere, grafiklendirilmistir (Sekil 4.22).

Westren blot analizi sonucunda, primer hipokampal hticrelere 25 mM glukoz (LG)
uygulanmasi ile p-Nrf2, p-CREB duzeyleri artarken ve p-GSK 3B dizeyleri
azalmaktadir (p<0,05). Glukoz konsantrasyonu artirilarak hiperglisemik kosullara

(HG:150 mM glukoz) ulasildiginda p-CREB artis devam etmektedir (p<0,05). LG
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ortamda, AB1-42 uygulanmasiyla p-Nrf2 (p<0,05), p-CREB (p<0,01) artarken ve
p-GSK 3B (p<0,01) dizeylerinde azalma meydana gelmektedir. AB1-42’nin HG
ortama uygulanmasiyla p-Nrf2 ve p-CREB baskilanmaktadir. Ote yandan p-GSK
3B, HG+ AB1-42 uygulanmasiyla 6 kat daha fazla azalmaktadir (p<0,001) (Sekil
4.22A). HG+AB1-42 modeline, AEA sadece 100 nM (p<0,05); 2-AG ise100-500
nM (p<0,05) ve 1 uM (p<0,01) konsantrasyonlarda uygulanmasiyla azalmis olan
p-Nrf2 dizeylerinde artis meydana getirmektedir. Benzer sekilde WIN 55,212-2
sadece 100 nM; CP 55,940 ise 100 ve 500 nM konsantrasyonlarda p-Nrf2
dizeylerini artirmaktadir (p<0,05) (Sekil 4.22B). HG+ABR1-42 modelinde dusuk
olan p-CREB dizeyleri, AEA’nin 500 nM (p<0,001) ve 1 yM (p<0,01); 2-AG’nin
100 nM (p<0,01), 500 nM (p<0,001), 1 uM (p<0,01) ve CP 55,940 bilesiginin 100
nM (p<0,05) ve 1 uM (p<0,01) konsantrasyonlarinin uygulanmasi ile artmaktadir
(Sekil 4.22C). Diger proteinlerden farkl olarak HG+ABR1-42 modelinde dramatik
sekilde azalan p-GSK3p seviyeleri, tim kannabinomimetikler (100 nM) tarafindan
artirlmakta (p<0,01), 6zellikle URB-597 ve CP 55,940 (1 yM) uygulanmasi ile bu
artis dramatik boyutlarda gergeklesmektedir (p<0,001) (Sekil 4.22D).

A . Gp-Nri2 Bp-CRES Wp-GSK3p * BAEA B2-AG BURB-597 BCP 55940 @WIN 55,212-2
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Sekil 4.22. DM-AH modelinde (A), p-Nrf2 (B), p-CREB (C), p-GSK3B (D)
proteinlerinin dansitometrik analizi. K: Kontrol; LG: 25 mM glukoz;
HG: 150 mM glukoz (n=3). *p < 0.05, **p < 0.01, ¥ < 0.001, ¢dziicl
verilmis kontrol grubuna gore; +p<0,05, ++p<0,01, ¢p<0,001, HG+ARB
grubuna gore (Kruskal Wallis post hoc Dunn’s testi)
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4. TARTISMA

Alzheimer hastaligi (AH), yasli populasyonda goérulen demans sebeplerinin
basinda gelen kronik progresif bir hastaliktir. Ekstraselller amiloid beta (AB)
plaklarinin ve intraselller norofibriler yumaklarin (NFY) birikmesi ile karakterize
olan bu hastalikta, yaygin néronal hicre kaybina bagh kognitif bozukluklar
meydana gelmektedir [298]. Son yillarda yapilan ¢alismalar, kronik hiperglisemi,
hiperlipidemi, insulin rezistansi ve oksidatif stres gibi patofizyolojik
komplikasyonlarla karakterize Diabetes mellitus (DM) olgularinda, hipokampal
néronlarda ve kognitif fonksiyonlarda azalma meydana geldigi gosterilmistir [6, 7].
Bu bilgiler dogrultusunda DM’nin, AH’nin olusumu veya progresyonunda risk
faktord oldugunu gostermektedir [8]. Ayrica DM ve AHnin patogenezlerinde
oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon, inflamasyon, hicre igi ylksek Ca?*
seviyeleri gibi birgok ortak yolagin bulunmasi iki hastaligin birbiriyle dogrudan
iligkili oldugunu goéstermektedir [9]. GlUnUmuzde, AH ve DM arasindaki iliskinin
aydinlatilarak, potansiyel terapotik ajanlarin  gelistiriimesini  igcermektedir.
Kannabinoid sistem, periferik ve merkezi sinir sisteminde (MSS) bir¢cok patolojik
ve fizyolojik fonksiyonlarda gérev almaktadir [17]. MSS’de néronal plastisiste,
noroinflamasyon, nérodejenerasyon, sirkadyan ritim ve redoks homeostazindaki
rollerinin aydinlatilmasi ile kannabinoid sistem duzenleyicilerinin AH da potansiyel
terapotik etkilerinin olabilecegi hipotezi ortaya atiimistir [18, 19]. Bu bilgiler
dogrultusunda calismamizda, kannabinoid turevi ajanlarin primer hipokampal
néron hucrelerinde ylksek glukoz ve oligomerik AR peptidleri ile indiklenerek

olusturulmus DM-AH toksik modelindeki, etki ve etki mekanizmalari arastiriimigtir.

Hipokampal ndéron hcrelerinin primer kultirleri, Alzheimer hastaliginda (AH)
gorulen hipokampal dejenerasyonun degerlendirimesinde ve ABR1-42 aracili
toksisite modellerinin olusturulmasinda yaygin olarak kullaniimaktadir [299, 300].
Calismamizda primer hipokampal hucreler, sicanlardan (E18-19) izole edilip,
kiltire edildikten sonra farkhlasmalari saglanarak karakterize edildikten sonra
tim deneyler gergeklestiriimistir (Bkz. Resim 4.1).

Calismamizda, oncelikle endokannabinoidler olan anandamid (AEA) ve 2-
arasidonilgliserol (2-AG) ve sentetik kannabinoidler URB-597, CP 55,940 ve WIN
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55,212-2 bilegiklerinin primer hipokampal hucrelerdeki toksisitesi mitokondriyal
aktiviteyi de gosteren MTT ve hucre i¢i proteinlere segici gegirgen membrandan
gecgerek baglanan NR boyasi ile degerlendirilmistir. DisUk konsantrasyonlarda,
ajanlarimizin  her iki yontemde de toksisitesine rastlanmamis ve vyuksek
konsantrasyonlarda ise canliigin azaldigi gozlenmistir (Bkz. Sekil 4.1 ve Sekil
4.2).

DM-AH modelinde, hiperglisemik kosulun olusturulmasi ve optimal glukotoksik
konsantrayonun belirlenmesi ic¢in hucrelere D-Glukoz (GLU) uygulanmistir.
Yapilan ¢alismalar, hiperglisemik kosullarin sinir doku hasarina aracilik ettigi ve
bu etkilerini oksidatif hasara bagl glikasyon urunlerinin olusarak, hicre i¢i reaktif
oksijen/nitrojen turevlerinden (ROS/RNS kaynaklandigi bildirilmistir [301, 302].
Literatirde yer alan bazi ¢aligmalar, hiperglisemik hasarin olusturulmasinda 25-
75 mM GLU konsantrasyon araligini kullanirken [303, 304], ¢alismamizda bu
konsantrasyon araliginda toksik etki gézlenmemis ve bu hasarin 125-150 mM
gibi yuksek GLU konsantrasyonlarinda gergeklestigi belirlenmistir (Bkz. Sekil 4.3).
Elde ettigimiz bulgulari destekler niteklikteki calismalarda da 150 mM GLU
uygulanmasi ile primer hipokampal noéron hucre kulturlerinde hiperglisemik
modelin olusturulabilecegi gosterilmistir [305, 306]. Farkli c¢alisma gruplari
tarafindan farkli kosullarin optimal sayilmasi sebebiyle, kullanilacak olan GLU
konsantrasyonunu belirlemek Gzere hicre proliferasyonu, toksisitesi ve adezyon
profili hakkinda bilgi veren iCELLigence sistemi ile es zamanli olarak hicrelerde
meydana gelen degdisim grafiksel olarak takip edilmistir [307-309]. Elde ettigimiz
bulgulara goére, primer hipokampal hucrelerde optimal hiperglisemik kosulun
olusturuimasinda 150 mM GLU konsantrasyonunun 48 saat sureyle

uygulanmasina karar verilmistir (Bkz. Sekil 4.4).

Calismamizda, 150 mM GLU uygulanarak olusturulan hiperglisemik modelde,
kannabinomimetiklerin 6 saat sureyle uygulanmasi ile hiperglisemiye bagl htcre
canlihgindaki azalmayi geri dondirdugu belirlenmistir (Bkz. Sekil 4.5). Noronal
hlcrelerdeki hiperglisemik hasarin temel sorumlusu olarak oksidatif stres ve iligkili
yolaklar  gosterilmektedir  [310, 311]. Bu nedenle, c¢alismamizda
kannabinomimetiklerin potansiyel protektif etkilerinin bu yolaklar Gzerinden

dogrudan veya dolayl olarak gergeklesebilecedi dusuncesi ortaya ¢ikmigtir. CB1
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reseptor agonisti HU-210 kullanilarak yapilan bir calismada, diyabetik farelerde
ve hiperglisemik rat feokromastoma hucrelerinde (PC12 hicreleri) oksidatif strese
bagli néronal hasarin kannabinoid reseptorlerinden bagimsiz olarak rejenere
edildigi gosterilmistir [312]. Ayrica yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, orta
yagl streptozotosin uygulanmig siganlara kannabidiol uygulanmasi ile metabolik
fonksiyon kaybinin antioksidan mekanizmalar Uzerinden geri déndurildigu

gosterilmigtir [313].

DM-AH modelinde, lipotoksik kosulun olusturulmasi ve optimal lipotoksik
konsantrayonun belirlenmesi igin htcrelere palmitik asit (PAM) uygulanmistir.
PAM konsantrasyon ve maruziyet suresine bagimli olarak norotoksisiteyi artirdigi
gozlenmigtir (Bkz. Sekil 4.6). iCELLigence bulgular da dikkate alinarak, 24 saat
inkibasyon ile PAM/BSA’nin toksik etkisinin basladigi an olarak ilk 4 saat
belirlenmistir (Bkz. Sekil 4.7). Primer hipokampal hicreler, kannabinomimetikler
ile 50 saat (6+44) kosullandiriip 4 saat sureyle PAM uygulanmasi sonucunda,
endo kannabinoidlerden 2-AG ve sentetik tirevlerden CP 55,940 dramatik sekilde
lipotoksisiteyi baskilamistir. Etkilerini daha c¢ok CB1 reseptorleri Uzerinden
gOsteren CP 55,940 ve WIN 55,212-2 bilesiklerinden sadece CP 55,940'de bu
etkinin go6zlenmesi CB1R disindaki mekanizmalardan kaynaklandigini
dusundurmektedir (Bkz. Sekil 4.8). Yapilan ¢alismalar PAM’in néronal hicrelerde
endoplazmik retikulum stresini uyararak katlanmamis protein  yanitini
olusturdugu, mitokondriyal membran bUutinlidini bozarak oksidatif stresi
uyardigi, MAPK/ERK yolagi tzerinden proliferasyonu baskiladigi ve Akt/mTOR
yolagi Uzerinden otofaji aracili apoptozu uyararak néronal hasara aracilik ettigi
gosterilmigtir [314-316]. CP 55,940 bilesiginin mitokondriyal disfonksiyonu bloke
ederek oksidatif stresi baskiladigi ve noéronal sagkalimi uyardigi gosterilmigstir
[17]. Bu da galismamizdaki protektif ekiyi desteklemektedir.

Elde ettigimiz glukotoksisite ve lipotoksisite bulgularina goére, hicrelere GLU (150
mM, 44 saat) uygulanarak ardindan ortamda GLU varliginda PAM/BSA (4 saat)
uygulanarak glukolipotoksisite modeli (GLU+PAM) olusturulmustur (Bkz. Sekil
4.9). Kannabinomimetikler ile 6 saat kosullandirma yapildiktan sonra GLU+PAM
toksisitesi degerlendirildiginde, AEA bilesigi herhangi bir protektif etki

gOstermezken diger ajanlar da dusuk konsantrasyonlarda ¢ok az protektif etki
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gostermigtir (Bkz. Sekil 4.10). Olusturdugumuz GLU+PAM modeline benzer
sekilde monosit ve pankreatik 8 hicre hatlarinda yapilan ¢calismalarda, dustk (25
mM-30 mM) glukoz ve PAM uygulanmasi ile ER stresin uyarildigi, hucre igi ROS
dluzeylerinin artarak Nrf2 yolagininin baskilandigi gosterilmistir. Bu galigmalarda,
GLU+PAM toksisitesini, antioksidan yolaklarin uyarilmasi, AMPK/mTOR/p70S6K
yolaginin aktive edilmesi veya peroksizom proliferator-aktive reseptor (PPAR)

aktivasyonu ile tedavi edilebilecegi gosterilmistir [317-320].

Kannabinomimetiklerin, GLU+PAM modelindeki etkileri ilk defa yapmis
oldugumuz calismada gosterilmistir. Fakat elde etti§imiz GLU+PAM modelinde
kannabinomimetiklerin dramatik bir protektif etki gostermemesi, GLU+PAM+AR
ile olusturulacak Alzheimer hastaligi modelinde geri donugsuz oksidatif hasar ve
ER stres bagta olmak Uzere eksitotoksisitenin hakim oldugu bir model ortaya
cikacaktir. Yapilan galismalarda, PAM uygulanmasi hucrelerde insulin direncini
uyararak glukoz toksisitesini artrirdigi, APP ve BACE1 seviyelerini artirarak A
olusumunu ve birikimini uyardigi, AK/mTOR/HIF-1a ve Akt/NF-kB yolaklari
Uzerinden otofaji ve noéroinflamasyonu uyaracadi bildirilmistir [321-323]. Bu
nedenle c¢alismamizda, GLU+PAM modeline AP uygulayarak olusturulacak
kompleks patogenezde, kannabinomimetiklerin potansiyel protektif etkileri
maskeleneceginden, HG+ A ile olusturuimus DM-AH modeli Uzerinden devam
edilmistir. Bu modelin olusturulmasi sirasinda, primer hipokampal hucrelere AR
oligomerleri  uygulanarak  toksisiteleri  degerlendiriimis ve 6  saat
kannabinomimetikler ile kosullandirilan hlicrelere 24 saat slreyle AB oligomerleri
uygulanarak in vitro tedavi protokoll olusturulmustur. Elde ettigimiz bulgulara
gére 100 nM konsantrasyonlarda tum kannabinomimetikler protektif etki
gosterirken WIN 55,212-2 sadece 1 uM konsantrasyonda etki gostermistir (Bkz.
Sekil 4.11). Bizim c¢alismamizi destekleyen sekilde AR aracili toksisitenin
kannabinomimetikler araciligi ile baskilandigini gosteren birgok c¢alisma
bulunmaktadir [324-328].

AB uygulamasi ile olusturulan AH modelinin, hiperglisemik (HG, 150 mM GLU)
ortamdaki toksisitesi de@erlendirilerek DM-AH modeli olusturulmustur (Sekil
4.12). 24 saat HG ve ardindan HG ortamda 24 saat 500 nM AR verilmesi ile,
primer hipokampal hucrelerde hucre canlihginin azalarak, hicre i¢ci ROS
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dizeylerinin arttigi belirlenmistir (Sekil 4.13). AR peptidlerinin yiksek seviyelerde
hipokampal hticrelerde birikmesi ile inflamatuvar yanitin olusmasi, néronal hicre
kaybi ve kademeli olarak kognitif fonksiyon kaybi meydana gelmektedir [329].
Meydana gelen hicre kaybi ve noérit dejenerasyonu, hiperglisemik kosullarin

hakim oldugu diyabetik ratlarda spontan olarak da gergeklesebilmektedir [330].

Calismamizda, hiperglisemik ortamda AP uygulanmasi ile ndronal hucrelerin
canliliginda meydana gelen azalma endokannabinoidler (AEA, 2-AG) ve sentetik
kannabinoidlerin (URB-597, CP 55,940, WIN 212,2-2) uygulanmasi ile arttigi
gosterilmistir (Bkz. Sekil 4.14). Benzer sekilde GLU+AB uygulanmasi ile ROS
dizeylerinde meydana gelen artig, kannabinomimetikler ile dramatik bir sekilde
baskilanmistir. Yakin zamanda yapilan g¢alismalarda, eksitotoksisite ve oksidatif
stres aracili  norotoksisite  modellerinde  endokannabinoidler, sentetik
kannabinoidler ve FAAH inhibitori URB-597’nin noéroprotektif etki gdsterdigi
bildirilmistir [331-334]. Kannabinomimetiklerin farkli norotoksisite modellerindeki
etkileri bilinmektedir. Fakat HG+AB modelininde, kannabinomimetiklerin
potansiyel protektif etkileri ile ilgili herhangi bir calisma henlz bulunmamaktadir.
Bu nedenle etkilerini dogrudan CB1 ve CB2 reseptorleri GUzerinden gésteren CP
55,940 ve WIN 55,212-2 hiicre canlihginda meydana gelen artis ve hicre ici ROS
dizeylerinin baskilanmasiyla ve benzer etkilerin AEA ve 2-AG’de de gbzlenmesi,
CB1R/CB2R aracili yolaklarin aktive oldugunu géstermektedir. Ote yandan URB-
597 bilesigi, FAAH enzimi inhibisyonuna bagl olarak AEA seviyelerini artimasi ile

dolayli yoldan CBR aracili yolaklari uyarmaktadir.

HG ortamda AB oligomerlerinin agregatlasma sureglerine ve
kannabinomimetiklerin bu sureclerdeki etkisini ThT boyasi ile degerlendirildiginde,
HG+AB varhidinda, AB plaklarinin ¢ekirdek digi yerlesimin ylksek oldugu ve bu
yerlesimin ozellikle AEA ve URB-597 tarafindan dramatik sekilde, CP 55,940 ve
WIN 55,212-2 ile kismen azaltldigi goézlenmistir (Bkz. Sekil 4.15). 2-AG
uygulanmasi anlamli bir degisiklik meydana getirmemistir. Ote yandan, tim
kannabinomimetiklerin AB plaklarinin ¢ekirdek yerlesimini baskiladigi gdézlenmistir
(Bkz. Sekil 4.16). Bizim galismamizdan farkh olarak Harvey ve ark. (2012)
tarafindan yapilan bir c¢alismada, AB peptidlerinin hicrelere uygulanmasini

takiben 20. saatten itibaren ThT aracili fluoresan isimanin arttigi belirlenmigtir.
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Artan bu 1simanin AEA varliginda da devam ediyor olmasi ile AEA’'nin AB
peptidlerin agreagasyon surecine dogrudan etki goOstermedigi sonucunu
cikarmaktadir [265]. Normoglisemik ortamda gergeklestirilen bu ¢alisma ile bizim
calismamiz kiyaslandiginda, hiperglisemik ortamin kannabinomimetiklerin
davranisinda farkli etkiler ortaya cikarabilecegini gostermektedir. Ote yandan,
BV2 ve SH-SY5Y hicrelerinde yapilan bir calismada ise, AR oligomerlerinin 6
saatten sonra fibrilesmeye baglayarak, 12-14 saatte stabil hale geldigi
belirlenmistir. 2-AG veya AEA uygulanmasi ile bu fibrillasyon mekanizmasi
baskilanarak protektif etki gézlenmistir. Bu etkinin gézlenmesinde de CB1 ve CB2
reseptorlerinin dogrudan bir rolinin olmadigi sonucuna variimistir [335]. Bu
bulgularin aksine, kannabinoid reseptorlerinin tam agonisti olan 2-AG, selekiif
CB1R (SR141716), CB2R (SR144528) ve TRPV1 (kapsazepin) selekitif
antagonistlerinin kullanildigi bir g¢alismada, primer hipokampal hicrelerde AR
toksisitesine bagli ndéronal kaybi, CB1R aracihg ile ERK1/2, NF-kB ve
siklooksijenaz-2 (COX-2) yolaklarini baskilayarak engelledigi bildirilmistir [336].

Hlcrelerde AR agregatlarina bagli toksisite ve oksidatif stres arasinda dogrudan
bir baglanti oldugu bilinmektedir [337, 338]. Elde ettigimiz bulgular, bunu
destekler nitelikte olup hiperglisemik ortamda AR toksisitesinin daha da arttidi
belirlenmistir. Hucrelerde oksidatif stresin ana kaynaklarindan biri mitokondri
olup, noéronal homeostazin saglanmasinda kritik role sahiptir [339]. Bu nedenle
mitokondriyal membran potansiyelinde meydana gelen degisiklikler, eneriji
metabolizmasi ve mitrokondriyal fonksiyon kaybina yol ag¢maktadir [340].
Mitokondriyal disfonksiyon ise AH gibi diger ndrodejeneratif hastaliklarinin
patogenezine katki saglamaktadir [341, 342]. Calismamizda, HG+AB
uygulanmasinin mitokondri membran potansiyelini (AWM) azaltarak mitokondriyal
disfonksiyona aracilik ettigi belirlenmistir. AWM'de meydana gelen azalma
sentetik kannabinomimetikler tarafindan baskilandigi gozlenmistir (Bkz. Sekil 4.
17). Calismamiza benzer sekilde, hiperglisemik kosullarin, hicre igine kalsiyum
girisini artirarak endoplazmik retikulum stresi ve bununla iligkili (crosstalk) olarak
mitokondriyal disfonksiyona aracilik ettigini bildirilmigtir [343]. Ayrica, Yang ve
ark. (2017) tarafindan SH-SY5Y (néroblastoma) hicreleri kullanilarak olusturulan
diyabetik ensefelopati modelinde hiperglisemik ortamda, mitokondriyal kompleks |

ve llI aktivitesinin baskilanarak hucre i¢ci ROS duzeylerinin artigi ve mitokondriyal
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membran potansiyelinin azalarak hucrelerden LDH saliveriimesi ile noéronal
kaybin olustugu goézlenmistir [344]. Kannabinomimetiklerin, hiperglisemik
kosullarda mitokondriyal disfonksiyon Uzerine olan etkilerini gosteren bir calisma
olmamasina ragmen Rangel-Lopez ve ark. (2015) tarafindan olusturulan néronal
eksitotoksisite modelinde sentetik kannabinoidlerin kisa sureli uygulanmasi ile
mitokondriyal disfonksiyonu baskiladigi gosterilmistir [334]. Ayrica, AH gibi
hipereksitabilitenin eslik ettigi patogenezlerde CBD uygulamasi ile kalsiyumun
hiacre ici girisinin azaldigi ve kalsiyum osilasyonlarinin ortadan kalktig
bildirilmistir. Bu protektif etkinin ER’da yer alan ryanodine ve IP3 reseptorlerinden
bagimsiz olarak gerceklestigi belirlenmistir. CBD’nin  dogrudan mitokondri
Uzerinde yer alan Na/Ca pompasini reglle ederek mitokondriyal membran

potansiyelini korudugu gosterilmistir [345].

Calismamizda, kannabinomimetiklerin mitokondriyal disfonksiyon ve artmig ROS
duzeylerindeki protektif etkileri intrinsik antioksidan aktivitede gorev alan
enzimlerin (SOD, KAT, GPx ve GRx) duzeylerindeki artis ile agiklanabilmektedir
(Bkz. Sekil 4.18 ve Sekil 4.19). HG+AB uygulanmasi ile azalmis olan antioksidan
kapasite, birden fazla reseptor ile etkileserek etki gosteren endokannabinoidlerin
uygulanmasi ile dramatik artis goézlenmis, 6te yandan CB1R/CB2R agonistlerinde
bu artisin daha az gergeklesmistir. Wang ve ark. (2019) tarafindan kronik
serebral hipoperfuzyon olusturulmus ratlara WIN 55,212-2 uygulanmasinin, SOD
ve KAT seviyelerini artirdigi, ROS ve malondialdehit (MDA) seviyelerini azalttigi
bildirilmistir [346]. Buradan yola cikildiginda ¢alismamizda endokannabinoidlerin
antioksidan aktivitedeki dramatik artista CBR digi yolaklarin katki sagladigi

sonucuna varilmaktadir.

HG ve AB1-42 plaklari, néronal hicrelerde koordineli bir sekilde dejenerasyona
aracilik etmektedir [347]. Bu yolaklarin baginda oksidatif ve nitrozatif stres
gelmekle birlikte redoks dengesinin bozulmasina bagl katlanmamis veya yanlis
katlanmig proteinlerin olusumu, NMDA reseptoru hiperaktivasyonuna bagli hucre
ici Ca?* asinmi ve nitrik oksit sentaz aktivitesindeki artisa bagli noéronal
disfonksiyon yaygin goérllmektedir [347]. Calismamizda da, HG ve Ap1-42
uygulanarak olusturulan modelde oksidatif/nitrozatif son drtnleri (AGE, HNE, 3-

NT) ve inflamatuvar belirteglerin duzeyleri (iNOS, IL-1B ve Tnf-a) dramatik sekilde
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artmaktadir. Kannabinomimetiklerin uygulanmasi ile azalan bu belirtegler, primer
hipokampal hicrelerde AB toksisitesine bagli néronal kaybi, CB1R aracihd ile
ERK1/2, NF-kB ve siklooksijenaz-2 (COX-2) yolaklarini baskilayarak engelledigi
bildirilmistir [336]. Ayrica Rivera ve ark. (2015) tarafindan yapilan bir calismada,
URB-597’nin uygulanmasi ile CB1 reseptorlerinin dizeylerinin hipokampulsde
azaldigi, buna bagh olarak artan AEA'nin PPAR aracihgiyla RAGE ve NF-kB
yolagini baskilayarak inflamasyonu baskiladigi bildirilmistir [348].

Kannabinomimetiklerin, HG+ AB1-42 modelinde artmis olan inflamasyon ve
oksidatif stres parametrelerinin azaltilmasinin antioksidan cevap elementi olan ve
oksidatif stres varliginda nuklear yerlesim gosteren Nrf-2 fosforilasyon duzeyleri
Olctimustir. Elde ettigimiz bulgulara gére FAAH inhibitord URB-597’nin dogrudan
antioksidan yaniti  olusturmadidi, endokannabinoidler ve CB1R/CB2R
kannabinoid agonistlerinin ise Nrf-2’nin niklear yerlesimi uyardidi belirlenmistir.
Calismamiza benzer sekilde MDA-MB231 ve MCF7 meme kanseri hucre
hatlarina, URB-597 ve AEA uygulanmasi ile Nrf-2 ve efektoru olan HO-1
duzeylerinin arttigi belirlenmigtir. Ayni calismada URB-597°nin dogrudan Nrf2
duzeylerini artirmadigi, FAAH inhibisyonuna bagl olarak artan AEA seviyeleri ile
bu etkinin ortaya ¢ikti§gi sonucuna varilmistir [349]. Ayrica lipopolisakkarit (LPS)
ile oksidatif stres ve inflamasyonun induklendigi mikroglial htcrelerde (BV2), CBD
uygulanmasi ile Nrf2/ATF4 vyolaginin aktive olarak oksidatif stres ve

inflamasyonun baskilandidi belirlenmistir [350].

Db/db diyabetik fareleri kulllanilarak yapilan bir ¢alismada, reaktif oksijen ve
nitrojen turevlerinin hipokampuste birikim gosterdigi ve bunun Nrf2 proteininin
nuklear yerlesiminin baskilanmasindan kaynaklandigi belirtilmistir [351]. Ayrica,
streptozosin diyabetik siganlarda siyatik sinir ve noronal hucrelerde yuksek
glukoz konsantrasyonuna bagli olarak Nrf-2 ve HO-1 seviyelerinin azaldigi
bildirilmistir [352]. Farkl bir ¢calismada ise, antioksidan yanit elementi olan Nrf-
2/HO-1 yolaginin, hem gen hem de protein duzeyinde baskilanarak, inflamatuvar
NF kB yolaginin aktif hale gegtigi belirlenmigstir [353].

Bu yolaklarin basinda oksidatif ve nitrozatif stres gelmekle birlikte redoks

dengesinin bozulmasina bagh katlanmamis veya yanhs katlanmis proteinlerin
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olusumu, NMDA reseptorii hiperaktivasyonuna bagh hicre i¢i Ca?* asirimi ve
nitrik oksit sentaz aktivitesindeki artisa bagli néronal disfonksiyon yaygin
gorulmektedir [347]. Melas ve ark. (2018) tarafindan yapilan bir galigmada,
CB1/CB2 agonisti olan WIN 55,212-2, protein fosfataz 1 (PP1) aktivitesini
(GADD34) artirarak, uzama baslangi¢ faktéri 2 alfa (elF2a)nin
defosforilasyonunu hizlandirdigi belirlenmistir [354]. EIF2-a, hlcrelerde protein
sentezinde translasyonun baslamasinda gorev alan bir protein olup, fosforilasyon
yoluyla inaktive olmaktadir [355]. GADD34, fosforile halde bulunan elF2a’nin,
defosforilasyonunu saglayarak hicrelerde sagkallm ve protein sentezini
uyarmaktadir [356]. Melas ve ark. (2018), GADD34 gen lokusunda bulunan CRE
dizilerine CREB/CBP kompleksinin baglanmasi ile GADD34 proteininin
ifadelenmesinin arttigini ve  WIN 55,212-2 (1 saat) uygulanmasinin CREB
fosforilasyonunu uyararak 6. saatte GADD34 dretiminin  gercgeklestigini
gOstermiglerdir. Yine ayni calismada, CREB geninin c¢ikarilmasi ile WIN
55,212’nin GADD34 aktivitesine ve dolayli olarak p-elF2a duzeylerine etki
etmedigi gosterilmistir. Bu da WIN 5§5,212'nin CREB fosforilasyonunu uyararak
néronal protein sentezini artirdigini gostermektedir [354]. Hulcrelerde CREB
fosforilasyonu, mitojen aktive protein kinaz/ekstraselller sinyal regule kinaz
(MAPK/ERK), protein kinaz (A) ve Ca?‘/kalmodulin bagimh kinaz IV (CaMKIV)
yolaklari araciligi ile gergeklesmektedir [357]. WIN 55,212-2'nin tek basina
uygulanmasi ile CREB fosforilasyonunun arttigi fakat MEK1/2 (U0126) veya
CB1/2R (AM251/AM630) antagonistleri ile birlikte uygulanmasiyla bu etkinin
ortadan kalktiginin gosteriimesiyle noéronal hucrelerde, WIN 55,212-2’nin
kannabinoid reseptorlerini etkileyerek, MAPK/ERK yolagi Gzerinden nérogenezi
sagladigini ortaya koymaktadir [354]. Ote yandan, c¢alismamizda artan
konsantrasyonda GLU uygulanmasi ile ER aracili adaptif yanitin uyarilmasi ile p-
CREB duzeyleri artis gosterirken HG+ AB1-42 uygulanmasi ndérogenez belirteci
olan p-CREB anlamli dl¢cide azalmaktadir. Bu azalma URB-597 uygulanmasi ile
geri dondurilemezken, kannabinomimetikler in uygulanmasi ile Melas ve ark.
(2018) tarafindan yapilan galismaya benzer sekilde p-CREB duzeylerinde artis
g6zlenmigstir. Kannabinomimetiklerin, p-Nrf2 ve p-CREB dizeylerinde meydana
getirdikleri artisin benzer profil gostermesi, bu ajanlarin dogrudan Nrf2/ARE ve
CREB/HO-1 ekseninden nérogenezi uyararak antioksidan yanit olusturdugunu

gOstermektedir. Elde ettigimiz bulgularin, birgok yolak ile iliskilendirilen ve DM ile
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AH patogenezinde kritik role sahip olan GSK 3B yolagi ile iligskilendirildiginde,
kannabinomimetiklerin, HG+ AP uygulanmasi ile baskilanmis olan GSKS3f
aktivitesini artirdigr gozlenmistir. GSK 33, temel olarak PI3K/Akt yolagi Uzerinden
baskilanmaktadir. DM ve AH'da ise hiperglisemik ortamda GSK 3 fosforilasyonu
baskilanarak aktif hale gegcen GSK3B, tau fosforilasyonunu uyararak AH’nin

patogenezini ileriye goétirmektedir [204, 215].

Calismamizda, p-GSK3pB, p-Nrf2 ve p-CREB duzeylerinin HG+ AB uygulanmasi
ile azaldigi, meydana gelen bu azalmanin ise kannabinomimektikler (6zellikle
CB1R/CB2R agonistleri) ile artirilmis olmasi PI3K/Akt yolaginin etkin oldugunu
gOstermektedir. CUnklu yapilan calismalar AH’da, GSK3B, CREB, Nrf2 sinyal
yolaklarinin es zamanl olarak uyariimasi ile nérogenezin baskin hale gecerek,
oksidatif stres aracili inflamasyonun baskilandigi ve bu 3 yoladin aktivasyonunda
PI3K/Akt yolaginin aktif oldugu bildirilmistir [358].



93

5. SONUC VE ONERILER

Bu tez galismasi, primer hipokampal hicrelere hiperglisemik ortamda amiloid
beta peptid uygulanmasi ile olusturulan DM-AH modelinde artan nérotoksisitenin,
kannabinomimetiklerin antioksidan ve anti-inflamatuvar etkileri araciigi ile

azaltilabilecegini gostermistir.

Calismamizda, DM-AH modelinde gorilen kronik inflamasyon, oksidatif/nitrozatif
stres, azalmis antioksidan kapasite ve norotoksisite in vitro kosullarda taklit
edilmigtir. Bu sekilde AH’nin amiloidozis, oksidatif stres, noroinflamasyon, glukoz
hipometabolizmasi ve mitokondriyal disfonksiyon hipotezlerini es zamanli iceren
yeni bir model olusturulmustur. Bu modeli destekleyen literatlir verisi kisitli
olmakla birlikte, gen ve protein dlzeyinde yapacagmiz ile c¢alismalar

modelimizindzgun degerini artiracak ve literature kazandiriimasini saglayacaktir.

Bu calisma ile, in vitro kosullarda olusturulan DM-AH modelinde,
endokannabinoid sisteminin redoks parametreleri module ederek inflamasyonun
baskilanmasinda kritik role sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica, bu etkilerin
dogrudan CREB-Nrf2-GSKB sinyal yolaklari Uzerinden gerceklestigi ve bu
yolaklarin DM-AH-Endokannabinoid sistem iligkisinin aciklanabilecedi sonucuna
variimistir. CREB ve Nrf2’'nin sonrasi yolaklari degerlendirmek Uzere yapilacak
kromatin immunpresipitasyon (ChIP) deneyleri ve bu 3 yolagin ortak paylastigi
PI3K/Akt yolagi Uzerine gidilmesi kannabinoid reseptorler aracili noroprotektif

etkinin agiklanmasina olanak saglayacaktir.

In vitro ve in vivo farkli deneysel Alzheimer modelleri olusturularak yapilacak ileri
calismalar ile kannabinoid sistem-norodejeneratif hastaliklar arasindaki iliski daha

da acikliga kavusturulacaktir.



94



10.

11.

12.

13.

95

KAYNAKLAR

Kandimalla, R. Thirumala, V. ve Reddy, P.H. (2017). Is Alzheimer's
disease a Type 3 Diabetes? A critical appraisal. Biochimica et Biophysica
Acta Molecular Basis of Diseases, 1863, 1078-1089.

Dos Santos, P. Leide, C. Ozela, P.F. de Fatima de Brito Brito, M.
Pinheiro, A.A. Padilha, E.C. Braga, F.S. Carlos, H. dos Santos, C.B.R.
ve Rosa, J. (2018). Alzheimer's disease: a review from the
pathophysiology to diagnosis, New perspectives for pharmacological
treatment. Current Medicinal Chemistry, 25, 3141-3159.

Li, F. Chen, S. Wei, C. ve Jia, J. (2017). Monetary costs of Alzheimer’s
disease in China: protocol for a cluster-randomised observational study.
BioMed Central Neurology, 17, 15.

Cantarero, D.P. (2017). Economic impact of cognitive impairment and
dementia. Revista Espanola de Geriatria Y Gerontologia, 52, 58-60.

Ohyagi, Y. Miyoshi, K. ve Nakamura, N., (2019). Therapeutic Strategies
for Alzheimer’s Disease in the View of Diabetes Mellitus. Diabetes Mellitus.
Springer, 227-248

Zhao, L. Dong, M. Wang, D. Ren, M. Zheng, Y. Zheng, H. Li, C. ve
Gao, H. (2018). Characteristic metabolic alterations identified in primary
neurons under high glucose exposure. Frontiers in Cellular Neuroscience,
12, 207.

Wijesekara, N. Gongalves, R.A. De Felice, F.G. ve Fraser, P.E. (2018).
Impaired peripheral glucose homeostasis and Alzheimer's disease.
Neuropharmacology, 136, 172-181.

Sims-Robinson, C. Kim, B. Rosko, A. ve Feldman, E.L. (2010). How
does diabetes accelerate Alzheimer disease pathology? Nature Reviews
Neurology, 6, 551.

Uttara, B. Singh, A.V. Zamboni, P. ve Mahajan, R. (2009). Oxidative
stress and neurodegenerative diseases: a review of upstream and
downstream antioxidant therapeutic options. Current Neuropharmacology,
7, 65-74.

E Abdel Moneim, A. (2015). Oxidant/antioxidant imbalance and the risk of
Alzheimer's disease. Current Alzheimer Research, 12, 335-349.

Rosales-Corral, S. Tan, D.-X. Manchester, L. ve Reiter, R.J. (2015).
Diabetes and Alzheimer disease, two overlapping pathologies with the
same background: oxidative stress. Oxidative Medicine and Cellular
Longevity, 2015.

Lourenco, M.V. Ferreira, S.T. ve De Felice, F.G. (2015). Neuronal stress
signaling and elF2a phosphorylation as molecular links between
Alzheimer's disease and diabetes. Progress in Neurobiology, 129, 37-57.

Toth, C., (2014). Diabetes and neurodegeneration in the brain. Handbook
of Clinical Neurology. Elsevier, 489-511



96

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Salahuddin, P. Rabbani, G. ve Khan, R. (2014). The role of advanced
glycation end products in various types of neurodegenerative disease: a
therapeutic approach. Cellular and Molecular Biology Letters, 19, 407-437.

Serratos, I.N. Castellanos, P. Pastor, N. Millan-Pacheco, C. Rembao, D.
Perez-Montfort, R. Cabrera, N. Reyes-Espinosa, F. Diaz-Garrido, P. ve
Lopez-Macay, A. (2015). Modeling the Interaction between quinolinate
and the receptor for advanced glycation end products (RAGE): relevance
for early neuropathological processes. Public Library of Science One, 10.

Sastre, M. Klockgether, T. ve Heneka, M.T. (2006). Contribution of
inflammatory processes to Alzheimer's disease: molecular mechanisms.
International Journal of Developmental Neuroscience, 24, 167-176.

Rangel-Lopez, E. Colin-Gonzalez, A. Paz-Loyola, A. Pinzén, E. Torres,
|. Serratos, |. Castellanos, P. Wajner, M. Souza, D. ve Santamaria, A.
(2015). Cannabinoid receptor agonists reduce the short-term mitochondrial
dysfunction and oxidative stress linked to excitotoxicity in the rat brain.
Neuroscience, 285, 97-106.

Ahmed, A. van der Marck, M. van den Elsen, G. ve Olde Rikkert, M.
(2015). Cannabinoids in late-onset Alzheimer's disease. Clinical
Pharmacology & Therapeutics, 97, 597-606.

Bedse, G. Romano, A. Lavecchia, A.M. Cassano, T. ve Gaetani, S.
(2015). The role of endocannabinoid signaling in the molecular
mechanisms of neurodegeneration in Alzheimer's disease. Journal of
Alzheimer Disease, 43, 1115-1136.

Blennow, K. de Leon, M.J. ve Zetterberg, H. (2006). Alzheimer's
disease. The Lancet, 368, 387-403.

Nelson, P.T. Braak, H. ve Markesbery, W.R. (2009). Neuropathology and
cognitive impairment in Alzheimer disease: a complex but coherent
relationship. Journal of Neuropathology & Experimental Neurology, 68, 1-
14.

Brookmeyer, R. Gray, S. ve Kawas, C. (1998). Projections of Alzheimer’s
disease in the United States and the public health impact of delaying
disease onset. American Journal of Public Health, 88, 1337-1342.

Kidd, M. (1963). Paired helical filaments in electron microscopy of
Alzheimer’s disease. Nature, 197, 192-193.

Terry, R.D. (1963). The fine structure of neurofibrillary tangles in
Alzheimer's disease. Journal of Neuropathology & Experimental
Neurology., 22, 629-642

Hardy, J. (2006). A hundred years of Alzheimer's disease research.
Neuron, 52, 3-13.

Livingston, G. Sommerlad, A. Orgeta, V. Costafreda, S.G. Huntley, J.
Ames, D. Ballard, C. Banerjee, S. Burns, A. Cohen-Mansfield, J.
Cooper, C. Fox, N. Gitlin, L.N. Howard, R. Kales, H.C. Larson, E.B.
Ritchie, K. Rockwood, K. Sampson, E.L. Samus, Q. Schneider, L.S.
Selbaek, G. Teri, L. ve Mukadam, N. (2017). Dementia prevention,
intervention, and care. The Lancet, 390, 2673-2734.



27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

97

Freudenberg-Hua, Y. Li, W. ve Davies, P. (2018). The Role of Genetics
in Advancing Precision Medicine for Alzheimer's Disease-A Narrative
Review. Frontiers Medicine (Lausanne), 5, 108.

Ertekin-Taner, N. (2007). Genetics of Alzheimer's disease: a centennial
review. Neurologic Clinics, 25, 611-667, v.

Zhu, X.C. Tan, L. Wang, H.F. Jiang, T. Cao, L. Wang, C. Wang, J.
Tan, C.C. Meng, X.F.ve Yu, J.T. (2015). Rate of early onset Alzheimer's
disease: a systematic review and meta-analysis. Annals of Translational
Medicine, 3, 38.

Ferri, C.P. Prince, M. Brayne, C. Brodaty, H. Fratiglioni, L. Ganguli, M.
Hall, K. Hasegawa, K. Hendrie, H. Huang, Y. Jorm, A. Mathers, C.
Menezes, P.R. Rimmer, E. ve Scazufca, M. (2005). Global prevalence of
dementia: a Delphi consensus study. The Lancet, 366, 2112-2117.

Alzheimer's Association, (2019). 2019 Alzheimer's disease facts and
figures. Alzheimer's & Dementia, 321-387.

Van der Flier, W.M. Pijnenburg, Y.A.L. Fox, N.C. ve Scheltens, P.
(2011). Early-onset versus late-onset Alzheimer's disease: the case of the
missing APOE ¢4 allele. The Lancet Neurology, 10, 280-288.

Alzheimer's Association (2016). 2016 Alzheimer's disease facts and
figures. Alzheimer's & Dementia, 12, 459-509.

Bateman, R.J. Xiong, C. Benzinger, T.L. Fagan, A.M. Goate, A. Fox,
N.C. Marcus, D.S. Cairns, N.J. Xie, X. Blazey, T.M. Holtzman, D.M.
Santacruz, A. Buckles, V. Oliver, A. Moulder, K. Aisen, P.S. Ghetti, B.
Klunk, W.E. McDade, E. Martins, R.N. Masters, C.L. Mayeux, R.
Ringman, J.M. Rossor, M.N. Schofield, P.R. Sperling, R.A. Salloway, S.
Morris, J.C. ve  Dominantly Inherited Alzheimer, N. (2012). Clinical and
biomarker changes in dominantly inherited Alzheimer's disease. New
England Journal of Medicine, 367, 795-804.

McKhann, G.M. Knopman, D.S. Chertkow, H. Hyman, B.T. Jack, C.R.
Kawas, C.H. Klunk, W.E. Koroshetz, W.J. Manly, J.J. Mayeux, R.
Mohs, R.C. Morris, J.C. Rossor, M.N. Scheltens, P. Carrillo, M.C.
Thies, B. Weintraub, S. ve Phelps, C.H. (2011). The diagnosis of
dementia due to Alzheimer's disease: Recommendations from the National
Institute on Aging-Alzheimer's Association workgroups on diagnostic
guidelines for Alzheimer's disease. Alzheimer's & Dementia, 7, 263-269.

Tang-Wai, D.F. Graff-Radford, N.R. Boeve, B.F. Dickson, D.W. Parisi,
J.E. Crook, R. Caselli, R.J. Knopman, D.S. ve Petersen, R.C. (2004).
Clinical, genetic, and neuropathologic characteristics of posterior cortical
atrophy. Neurology, 63, 1168-1174.

Ossenkoppele, R. Pijnenburg, Y.A.L. Perry, D.C. Cohn-Sheehy, B.I.
Scheltens, N.M.E. Vogel, J.W. Kramer, J.H. Van Der Vlies, A.E. Joie,
R.L. Rosen, H.J. Van Der Flier, W.M. Grinberg, L.T. Rozemuller, A.J.
Huang, E.J. Van Berckel, B.N.M. Miller, B.L. Barkhof, F. Jagust, W.J.
Scheltens, P. Seeley, W.W. ve Rabinovici, G.D. (2015). The
behavioural/dysexecutive variant of Alzheimer's disease: clinical,
neuroimaging and pathological features. Brain, 138, 2732-2749.



98

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

Gorno-Tempini, M.L. Brambati, S.M. Ginex, V. Ogar, J. Dronkers, N.F.
Marcone, A. Perani, D. Garibotto, V. Cappa, S.F. ve Miller, B.L. (2008).
The logopenic/phonological variant of primary progressive aphasia.
Neurology, 71, 1227-1234.

Brier, M.R. Day, G.S. Snyder, A.Z. Tanenbaum, A.B. ve Ances, B.M.
(2016). N-methyl-D-aspartate receptor encephalitis mediates loss of
intrinsic activity measured by functional MRI. Journal of Neurology, 263,
1083-1091.

Fagan, A.M. Mintun, M.A. Mach, R.H. Lee, S.-Y. Dence, C.S. Shah,
A.R. LaRossa, G.N. Spinner, M.L. Klunk, W.E. Mathis, C.A. DeKosky,
S.T. Morris, J.C. ve Holtzman, D.M. (2006). Inverse relation between in
vivo amyloid imaging load and cerebrospinal fluid AB42 in humans. Annals
of Neurology, 59, 512-519.

Fagan, A.M. Roe, C.M. Xiong, C. Mintun, M.A. Morris, J.C. ve
Holtzman, D.M. (2007). Cerebrospinal Fluid tau/B-Amyloid42 Ratio as a
Prediction of Cognitive Decline in Nondemented Older Adults. Archives of
Neurology, 64, 343-349.

Lowe, V.J. Lundt, E.S. Albertson, S.M. Przybelski, S.A. Senjem, M.L.
Parisi, J.E. Kantarci, K. Boeve, B. Jones, D.T. Knopman, D. Jack, C.R.
Dickson, D.W. Petersen, R.C. ve Murray, M.E. (2019). Neuroimaging
correlates with neuropathologic schemes in neurodegenerative disease.
Alzheimer's & Dementia, 15, 927-939.

Ovod, V. Ramsey, K.N. Mawuenyega, K.G. Bollinger, J.G. Hicks, T.
Schneider, T. Sullivan, M. Paumier, K. Holtzman, D.M. Morris, J.C.
Benzinger, T. Fagan, A.M. Patterson, B.W. ve Bateman, R.J. (2017).
Amyloid beta concentrations and stable isotope labeling kinetics of human
plasma specific to central nervous system amyloidosis. Alzheimer’s &
Dementia, 13, 841-849.

Palmquist, S. Janelidze, S. Stomrud, E. Zetterberg, H. Karl, J. Zink, K.
Bittner, T. Mattsson, N. Eichenlaub, U. Blennow, K. ve Hansson, O.
(2019). Performance of Fully Automated Plasma Assays as Screening
Tests for Alzheimer Disease-Related beta-Amyloid Status. Journal of
American Medical Association Neurology, 76, 1060-1069.

Nakamura, A. Kaneko, N. Villemagne, V.L. Kato, T. Doecke, J. Dore, V.
Fowler, C. Li, Q.X. Martins, R. Rowe, C. Tomita, T. Matsuzaki, K. Ishii,
K. Ishii, K. Arahata, Y. Iwamoto, S. Ito, K. Tanaka, K. Masters, C.L. ve
Yanagisawa, K. (2018). High performance plasma amyloid-beta
biomarkers for Alzheimer's disease. Nature, 554, 249-254.

Vermunt, L. Sikkes, S.A.M. van den Hout, A. Handels, R. Bos, |. van
der Flier, W.M. Kern, S. Ousset, P.J. Maruff, P. Skoog, I. Verhey, F.R.J.
Freund-Levi, Y. Tsolaki, M. Wallin, A.K. Olde Rikkert, M. Soininen, H.
Spiru, L. Zetterberg, H. Blennow, K. Scheltens, P. Muniz-Terrera, G.
Visser, P.J. Alzheimer Disease Neuroimaging, I. Group, A.R. ve groups,
[.D.s. (2019). Duration of preclinical, prodromal, and dementia stages of
Alzheimer's disease in relation to age, sex, and APOE genotype.
Alzheimer’s & Dementia, 15, 888-898.



47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

99

Fagan, A.M. Xiong, C. Jasielec, M.S. Bateman, R.J. Goate, A.M.
Benzinger, T.L. Ghetti, B. Martins, R.N. Masters, C.L. Mayeux, R.
Ringman, J.M. Rossor, M.N. Salloway, S. Schofield, P.R. Sperling, R.A.
Marcus, D. Cairns, N.J. Buckles, V.D. Ladenson, J.H. Morris, J.C.
Holtzman, D.M. ve  Dominantly Inherited Alzheimer, N. (2014).
Longitudinal change in CSF biomarkers in autosomal-dominant
Alzheimer's disease. Science Translational Medicine, 6, 226ra230.

Gordon, B.A. Blazey, T. Su, Y. Fagan, AM. Holtzman, D.M. Morris,
J.C. ve Benzinger, T.L. (2016). Longitudinal beta-Amyloid Deposition and
Hippocampal Volume in Preclinical Alzheimer Disease and Suspected
Non-Alzheimer Disease Pathophysiology. Journal of American Medical
Association Neurology, 73, 1192-1200.

Gordon, B.A. Blazey, T.M. Su, Y. Hari-Raj, A. Dincer, A. Flores, S.
Christensen, J. McDade, E. Wang, G. Xiong, C. Cairns, N.J.
Hassenstab, J. Marcus, D.S. Fagan, A.M. Jack, C.R., Jr. Hornbeck,
R.C. Paumier, K.L. Ances, B.M. Berman, S.B. Brickman, A.M. Cash,
D.M. Chhatwal, J.P. Correia, S. Forster, S. Fox, N.C. Graff-Radford,
N.R. la Fougere, C. Levin, J. Masters, C.L. Rossor, M.N. Salloway, S.
Saykin, A.J. Schofield, P.R. Thompson, P.M. Weiner, M.M. Holtzman,
D.M. Raichle, M.E. Morris, J.C. Bateman, R.J. ve Benzinger, T.L.S.
(2018). Spatial patterns of neuroimaging biomarker change in individuals
from families with autosomal dominant Alzheimer's disease: a longitudinal
study. Lancet Neurology, 17, 241-250.

Hanseeuw, B.J. Betensky, R.A. Jacobs, H.l.L. Schultz, A.P. Sepulcre, J.
Becker, J.A. Cosio, D.M.O. Farrell, M. Quiroz, Y.T. Mormino, E.C.
Buckley, R.F. Papp, K.V. Amariglio, R.A. Dewachter, I. Ivanoiu, A.
Huijbers, W. Hedden, T. Marshall, G.A. Chhatwal, J.P. Rentz, D.M.
Sperling, R.A. ve Johnson, K. (2019). Association of Amyloid and Tau
With Cognition in Preclinical Alzheimer Disease: A Longitudinal Study.
Journal of American Medical Association Neurology, 76, 915-924.

Jack, C.R., Jr. ve Holtzman, D.M. (2013). Biomarker modeling of
Alzheimer's disease. Neuron, 80, 1347-1358.

Vos, S.J. Xiong, C. Visser, P.J. Jasielec, M.S. Hassenstab, J. Grant,
E.A. Cairns, N.J. Morris, J.C. Holtzman, D.M. ve Fagan, A.M. (2013).
Preclinical Alzheimer's disease and its outcome: a longitudinal cohort
study. Lancet Neurology, 12, 957-965.

Morris, J.C. Roe, C.M. Grant, E.A. Head, D. Storandt, M. Goate, A.M.
Fagan, A.M. Holtzman, D.M. ve Mintun, M.A. (2009). Pittsburgh
compound B imaging and prediction of progression from cognitive
normality to symptomatic Alzheimer disease. Archives of Neurology, 66,
1469-1475.



100

54.

55.

56.

S7.

58.

59.

60.

61.

Bridel, C. van Wieringen, W.N. Zetterberg, H. Tijms, B.M. Teunissen,
C.E. and the, N.F.L.G. Alvarez-Cermeno, J.C. Andreasson, U.
Axelsson, M. Backstrom, D.C. Bartos, A. Bjerke, M. Blennow, K. Boxer,
A. Brundin, L. Burman, J. Christensen, T. Fialova, L. Forsgren, L.
Frederiksen, J.L. Gisslen, M. Gray, E. Gunnarsson, M. Hall, S.
Hansson, O. Herbert, M.K. Jakobsson, J. Jessen-Krut, J. Janelidze, S.
Johannsson, G. Jonsson, M. Kappos, L. Khademi, M. Khalil, M. Kuhle,
J. Landen, M. Leinonen, V. Logroscino, G. Lu, C.H. Lycke, J.
Magdalinou, N.K. Malaspina, A. Mattsson, N. Meeter, L.H. Mehta, S.R.
Modvig, S. Olsson, T. Paterson, R.W. Perez-Santiago, J. Piehl, F.
Pijnenburg, Y.A.L. Pyykko, O.T. Ragnarsson, O. Rojas, J.C. Romme
Christensen, J. Sandberg, L. Scherling, C.S. Schott, J.M. Sellebjerg,
F.T. Simone, I.L. Skillback, T. Stilund, M. Sundstrom, P. Svenningsson,
A. Tortelli, R. Tortorella, C. Trentini, A. Troiano, M. Turner, M.R. van
Swieten, J.C. Vagberg, M. Verbeek, M.M. Villar, L.M. Visser, P.J.
Wallin, A. Weiss, A. Wikkelso, C. ve Wild, E.J. (2019). Diagnostic Value
of Cerebrospinal Fluid Neurofilament Light Protein in Neurology: A
Systematic Review and Meta-analysis. Journal of American Medical
Association Neurology, 76, 1035-1048.

Mielke, M.M. Syrjanen, J.A. Blennow, K. Zetterberg, H. Vemuri, P.
Skoog, I. Machulda, M.M. Kremers, W.K. Knopman, D.S. Jack, C., Jr.
Petersen, R.C. ve Kern, S. (2019). Plasma and CSF neurofilament light:
Relation to longitudinal neuroimaging and cognitive measures. Neurology,
93, e252-e260.

Mattsson, N. Cullen, N.C. Andreasson, U. Zetterberg, H. ve Blennow, K.
(2019). Association Between Longitudinal Plasma Neurofilament Light and
Neurodegeneration in Patients With Alzheimer Disease. Journal of
American Medical Association Neurology, 76, 791-799.

Preische, O. Schultz, S.A. Apel, A. Kuhle, J. Kaeser, S.A. Barro, C.
Graber, S. Kuder-Buletta, E. LaFougere, C. Laske, C. Voglein, J. Levin,
J. Masters, C.L. Martins, R. Schofield, P.R. Rossor, M.N. Graff-
Radford, N.R. Salloway, S. Ghetti, B. Ringman, J.M. Noble, J.M.
Chhatwal, J. Goate, A.M. Benzinger, T.L.S. Morris, J.C. Bateman, R.J.
Wang, G. Fagan, A.M. McDade, E.M. Gordon, B.A. Jucker, M. ve
Dominantly Inherited Alzheimer, N. (2019). Serum neurofilament
dynamics predicts neurodegeneration and clinical progression in
presymptomatic Alzheimer's disease. Nature Medicine, 25, 277-283.

Francis, P.T. (2005). The interplay of neurotransmitters in Alzheimer's
disease. Central Nervous System Spectrum, 10, 6-9.

Davies, P. ve Maloney, A.J. (1976). Selective loss of central cholinergic
neurons in Alzheimer's disease. Lancet (London, England), 2, 1403.

Fotiou, D. Kaltsatou, A. Tsiptsios, D. ve Nakou, M. (2015). Evaluation of
the cholinergic hypothesis in Alzheimer's disease with neuropsychological
methods. Aging Clinical And Experimental Research, 27, 727-733.

Ferreira-Vieira, T.H. Guimaraes, I.M. Silva, F.R. ve Ribeiro, F.M. (2016).
Alzheimer's disease: Targeting the Cholinergic System. Curr
Neuropharmacology, 14, 101-115.



62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

101

Inglis, F. (2002). The tolerability and safety of cholinesterase inhibitors in
the treatment of dementia. International Journal Of Clinical Practice.
Supplement, 45-63.

Onor, M.L. Trevisiol, M. ve Aguglia, E. (2007). Rivastigmine in the
treatment of Alzheimer's disease: an update. Clinical Interventions In
Aging, 2, 17-32.

Fraser, M.D. Davies, J.R. ve Chang, X. (2017). New Gold in Them Thar
Hills: Testing a Novel Supply Route for Plant-Derived Galanthamine.
Journal of Alzheimer Disease, 55, 1321-1325.

de Souza, F.M. Busquet, N. Blatner, M. Maclean, K.N. ve Restrepo, D.
(2011). Galantamine improves olfactory learning in the Ts65Dn mouse
model of Down syndrome. Scientific Reports, 1, 137.

Selkoe, D.J. (1991). The molecular pathology of Alzheimer's disease.
Neuron, 6, 487-498.

Liu, P.P. Xie, Y. Meng, X.Y. ve Kang, J.S. (2019). History and progress
of hypotheses and clinical trials for Alzheimer's disease. Signal
Transduction and Targeted Therapy, 4, 29.

Patterson, C. Feightner, J.W. Garcia, A. Hsiung, G.-Y.R. MacKnight, C.
ve Sadovnick, A.D. (2008). Diagnosis and treatment of dementia: 1. Risk
assessment and primary prevention of Alzheimer disease. Canadian
Medical Association Journal, 178, 548-556.

Wei, W. Nguyen, L.N. Kessels, HW. Hagiwara, H. Sisodia, S. ve
Malinow, R. (2010). Amyloid beta from axons and dendrites reduces local
spine number and plasticity. Nature Neuroscience, 13, 190-196.

Verges, D.K. Restivo, J.L. Goebel, W.D. Holtzman, D.M. ve Cirrito, J.R.
(2011). Opposing synaptic regulation of amyloid-beta metabolism by
NMDA receptors in vivo. The Journal Of Neuroscience : The Official
Journal of The Society for Neuroscience, 31, 11328-11337.

Gremer, L. Scholzel, D. Schenk, C. Reinartz, E. Labahn, J. Ravelli,
R.B.G. Tusche, M. Lopez-lglesias, C. Hoyer, W. Heise, H. Willbold, D.
ve Schroder, G.F. (2017). Fibril structure of amyloid-beta(1-42) by cryo-
electron microscopy. Science, 358, 116-119.

Masters, C.L. ve Selkoe, D.J. (2012). Biochemistry of amyloid beta-
protein and amyloid deposits in Alzheimer disease. Cold Spring Harbour
Perspectives in Medicine, 2, a006262.

Sosna, J. Philipp, S. Albay, R., 3rd Reyes-Ruiz, J.M. Baglietto-Vargas,
D. LaFerla, F.M. ve Glabe, C.G. (2018). Early long-term administration of
the CSF1R inhibitor PLX3397 ablates microglia and reduces accumulation
of intraneuronal amyloid, neuritic plaque deposition and pre-fibrillar
oligomers in 5XFAD mouse model of Alzheimer's disease. Molecular
Neurodegeneration, 13, 11.

Tcw, J. ve Goate, AM. (2017). Genetics of beta-Amyloid Precursor
Protein in Alzheimer's Disease. Cold Spring Harbour Perspectives in
Medicine, 7.



102

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

Verghese, P.B. Castellano, J.M. Garai, K. Wang, Y. Jiang, H. Shah, A.
Bu, G. Frieden, C. ve Holtzman, D.M. (2013). ApoE influences amyloid-
beta (Abeta) clearance despite minimal apoE/Abeta association in
physiological conditions. Proceedings of the National Academy of
Sciences (Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America), 110, E1807-1816.

Castellano, J.M. Kim, J. Stewart, F.R. Jiang, H. DeMattos, R.B.
Patterson, B.W. Fagan, A.M. Morris, J.C. Mawuenyega, K.G. Cruchaga,
C. Goate, A.M. Bales, K.R. Paul, S.M. Bateman, R.J. ve Holtzman,
D.M. (2011). Human apoE isoforms differentially regulate brain amyloid-
beta peptide clearance. Science Translational Medicine, 3, 89ra57.

Nelson, P.T. Alafuzoff, I. Bigio, E.H. Bouras, C. Braak, H. Cairns, N.J.
Castellani, R.J. Crain, B.J. Davies, P. Del Tredici, K. Duyckaerts, C.
Frosch, M.P. Haroutunian, V. Hof, P.R. Hulette, C.M. Hyman, B.T.
Iwatsubo, T. Jellinger, K.A. Jicha, G.A. Kovari, E. Kukull, W.A.
Leverenz, J.B. Love, S. Mackenzie, I.R. Mann, D.M. Masliah, E.
McKee, A.C. Montine, T.J. Morris, J.C. Schneider, J.A. Sonnen, J.A.
Thal, D.R. Trojanowski, J.Q. Troncoso, J.C. Wisniewski, T. Woltjer, R.L.
ve Beach, T.G. (2012). Correlation of Alzheimer disease neuropathologic
changes with cognitive status: a review of the literature. Journal Of
Neuropathology And Experimental Neurology, 71, 362-381.

Altmann, A. Ng, B. Landau, S.M. Jagust, W.J. Greicius, M.D. ve
Alzheimer's Disease Neuroimaging, |. (2015). Regional brain
hypometabolism is unrelated to regional amyloid plaque burden. Brain,
138, 3734-3746.

Edison, P. Archer, HAA. Hinz, R. Hammers, A. Pavese, N. Tai, Y.F.
Hotton, G. Cutler, D. Fox, N. Kennedy, A. Rossor, M. ve Brooks, D.J.
(2007). Amyloid, hypometabolism, and cognition in Alzheimer disease: an
[11C]PIB and [18F]FDG PET study. Neurology, 68, 501-508.

Pascoal, T.A. Mathotaarachchi, S. Kang, M.S. Mohaddes, S. Shin, M.
Park, AlY. Parent, M.J. Benedet, A.L. Chamoun, M. Therriault, J.
Hwang, H. Cuello, A.C. Misic, B. Soucy, J.P. Aston, J.A.D. Gauthier, S.
ve Rosa-Neto, P. (2019). Abeta-induced vulnerability propagates via the
brain's default mode network. Nature Communications, 10, 2353.

De Strooper, B. ve Karran, E. (2016). The Cellular Phase of Alzheimer's
Disease. Cell, 164, 603-615.

Cassidy, L. Fernandez, F. Johnson, J.B. Naiker, M. Owoola, A.G. ve
Broszczak, D.A. (2020). Oxidative stress in alzheimer’s disease: A review
on emergent natural polyphenolic therapeutics. Complementary Therapies
in Medicine, 49, 102294.

Hoover, B.R. Reed, M.N. Su, J. Penrod, R.D. Kotilinek, L.A. Grant, M.K.
Pitstick, R. Carlson, G.A. Lanier, L.M. Yuan, L.L. Ashe, K.H. ve Liao, D.
(2010). Tau mislocalization to dendritic spines mediates synaptic
dysfunction independently of neurodegeneration. Neuron, 68, 1067-1081.

Guo, T. Noble, W. ve Hanger, D.P. (2017). Roles of tau protein in health
and disease. Acta Neuropathologica, 133, 665-704.



85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

103

Mota, S.I. Ferreira, I.L. ve Rego, A.C. (2014). Dysfunctional synapse in
Alzheimer's disease - A focus on NMDA receptors. Neuropharmacology,
76 Pt A, 16-26.

Traynelis, S.F. Wollmuth, L.P. McBain, C.J. Menniti, F.S. Vance, K.M.
Ogden, K.K. Hansen, K.B. Yuan, H. Myers, S.J. ve Dingledine, R.
(2010). Glutamate receptor ion channels: structure, regulation, and
function. Pharmacological Reviews, 62, 405-496.

Wang, R. ve Reddy, P.H. (2017). Role of Glutamate and NMDA
Receptors in Alzheimer's Disease. Journal of Alzheimer Disease, 57,
1041-1048.

Paoletti, P. Bellone, C. ve Zhou, Q. (2013). NMDA receptor subunit
diversity: impact on receptor properties, synaptic plasticity and disease.
Nature Reviews Neuroscience, 14, 383-400.

Kodis, E.J. Choi, S. Swanson, E. Ferreira, G. ve Bloom, G.S. (2018). N-
methyl-D-aspartate receptor-mediated calcium influx connects amyloid-
beta oligomers to ectopic neuronal cell cycle reentry in Alzheimer's
disease. Alzheimer’s & Dementia, 14, 1302-1312.

Yudowski, G.A. Olsen, O. Adesnik, H. Marek, K.W. ve Bredt, D.S.
(2013). Acute inactivation of PSD-95 destabilizes AMPA receptors at
hippocampal synapses. Public Library Of Science One, 8.

Zhang, J. Petit, C.M. King, D.S. ve Lee, A.L. (2011). Phosphorylation of
a PDZ domain extension modulates binding affinity and interdomain
interactions in postsynaptic density-95 (PSD-95) protein, a membrane-
associated guanylate kinase (MAGUK). Journal of Biological Chemistry,
286, 41776-41785.

Overk, C.R. ve Masliah, E. (2014). Pathogenesis of synaptic
degeneration in Alzheimer's disease and Lewy body disease. Biochemical
Pharmacology, 88, 508-516.

Stepanichev, M.Y. Onufriev, M.V. Yakovlev, A.A. Khrenov, A.l. Peregud,
D.I. Vorontsova, O.N. Lazareva, N.A. ve Gulyaeva, N.V. (2008).
Amyloid-f3 (25-35) increases activity of neuronal NO-synthase in rat brain.
Neurochemistry International, 52, 1114-1124.

Brown, G.C. (2010). Nitric oxide and neuronal death. Nitric oxide, 23, 153-
165.

Uehara, T. Nakamura, T. Yao, D. Shi, Z.-Q. Gu, Z. Ma, Y. Masliah, E.
Nomura, Y. ve Lipton, S.A. (2006). S-nitrosylated protein-disulphide
isomerase links protein misfolding to neurodegeneration. Nature, 441, 513-
517.

Brito, M.A. Vaz, A.R. Silva, S.L. Falcdo, A.S. Fernandes, A. Silva, R.F.
ve Brites, D. (2010). N-methyl-D-aspartate receptor and neuronal nitric
oxide synthase activation mediate bilirubin-induced neurotoxicity.
Molecular Medicine, 16, 372-380.

Trippier, P.C. Jansen Labby, K. Hawker, D.D. Mataka, J.J. ve
Silverman, R.B. (2013). Target-and mechanism-based therapeutics for
neurodegenerative diseases: strength in numbers. Journal of Medicinal
Chemistry, 56, 3121-3147.



104

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

Shipton, O.A. ve Paulsen, O. (2014). GIuN2A and GIuN2B subunit-
containing NMDA receptors in hippocampal plasticity. Philosophical
Transactions of the Royal Society B: Biological Sciences, 369, 20130163.

Gong, Y. ve Lippa, C.F. (2010). Disruption of the postsynaptic density in
Alzheimer’s disease and other neurodegenerative dementias. American
Journal of Alzheimer's Disease & Other Dementias®, 25, 547-555.

Ittner, L.M. Ke, Y.D. Delerue, F. Bi, M. Gladbach, A. van Eersel, J.
Wolfing, H. Chieng, B.C. Christie, M.J. ve Napier, l.LA. (2010). Dendritic
function of tau mediates amyloid-f toxicity in Alzheimer's disease mouse
models. Cell, 142, 387-397.

Koffie, R.M. Meyer-Luehmann, M. Hashimoto, T. Adams, K.W. Mielke,
M.L. Garcia-Alloza, M. Micheva, K.D. Smith, S.J. Kim, M.L. ve Lee,
V.M. (2009). Oligomeric amyloid 3 associates with postsynaptic densities
and correlates with excitatory synapse loss near senile plaques.
Proceedings of the National Academy of Sciences, 106, 4012-4017.

Paramanik, V. ve Thakur, M.K. (2013). Role of CREB signaling in aging
brain. Archives ltaliennes De Biologie, 151, 33-42.

Sultana, R. Banks, W.A. ve Butterfield, D.A. (2010). Decreased levels of
PSD95 and two associated proteins and increased levels of BCI2 and
caspase 3 in hippocampus from subjects with amnestic mild cognitive
impairment: insights into their potential roles for loss of synapses and
memory, accumulation of AR, and neurodegeneration in a prodromal stage
of Alzheimer's disease. Journal Of Neuroscience Research, 88, 469-477.

Stern, S.A. ve  Alberini, C.M. (2013). Mechanisms of memory
enhancement. Wiley Interdisciplinary Reviews: Systems Biology and
Medicine, 5, 37-53.

Chen, Y. Huang, X. Zhang, Y.-w. Rockenstein, E. Bu, G. Golde, T.E.
Masliah, E. ve Xu, H. (2012). Alzheimer's 3-secretase (BACE1) regulates
the cAMP/PKA/CREB pathway independently of B-amyloid. Journal of
Neuroscience, 32, 11390-11395.

Miyamoto, E. (2006). Molecular mechanism of neuronal plasticity:
induction and maintenance of long-term potentiation in the hippocampus.
Journal Of Pharmacological Sciences, 100, 433-442.

Zlokovic, B.V. (2008). The blood-brain barrier in health and chronic
neurodegenerative disorders. Neuron, 57, 178-201.

Moskowitz, M.A. Lo, E.H. ve ladecola, C. (2010). The science of stroke:
mechanisms in search of treatments. Neuron, 67, 181-198.

Guo, S. ve Lo, E.H. (2009). Dysfunctional cell-cell signaling in the
neurovascular unit as a paradigm for central nervous system disease.
Stroke, 40, S4-S7.

ladecola, C. (2004). Neurovascular regulation in the normal brain and in
Alzheimer's disease. Nature Reviews Neuroscience, 5, 347-360.



105

111. Buée, L. Hof, P. Bouras, C. Delacourte, A. Perl, D. Morrison, J. ve Fillit,
H. (1994). Pathological alterations of the cerebral microvasculature in
Alzheimer's disease and related dementing disorders. Acta
Neuropathologica, 87, 469-480.

112. Ruitenberg, A. den Heijer, T. Bakker, S.L. van Swieten, J.C. Koudstaal,
P.J. Hofman, A. ve Breteler, M.M. (2005). Cerebral hypoperfusion and
clinical onset of dementia: the Rotterdam Study. Annals of Neurology:
Official Journal of the American Neurological Association and the Child
Neurology Society, 57, 789-794.

113. Knopman, D.S. ve Roberts, R. (2010). Vascular risk factors: imaging and
neuropathologic correlates. Journal of Alzheimer's disease, 20, 699-709.

114. Zlokovic, B.V. (2005). Neurovascular mechanisms of Alzheimer's
neurodegeneration. Trends Neurosci, 28, 202-208.

115. Latta, C.H. Brothers, H.M. ve Wilcock, D.M. (2015). Neuroinflammation
in Alzheimer's disease; A source of heterogeneity and target for
personalized therapy. Neuroscience, 302, 103-111.

116. Phillips, E.C. Croft, C.L. Kurbatskaya, K. O’Neill, M.J. Hutton, M.L.
Hanger, D.P. Garwood, C.J. ve Noble, W., (2014). Astrocytes and
neuroinflammation in Alzheimer's disease, Portland Press Ltd.

117. Bagyinszky, E. Giau, V.V. Shim, K. Suk, K. An, S.S.A. ve Kim, S.
(2017). Role of inflammatory molecules in the Alzheimer's disease
progression and diagnosis. Journal of the Neurological Sciences, 376,
242-254.

118. McGeer, E.G. ve McGeer, P.L. (2010). Neuroinflammation in Alzheimer's
disease and mild cognitive impairment: a field in its infancy. Journal of
Alzheimer Disease, 19, 355-361.

119. Efthymiou, A.G. ve Goate, A.M. (2017). Late onset Alzheimer's disease
genetics implicates microglial pathways in disease risk. Molecular
Neurodegeneration, 12, 43.

120. Karch, C.M. ve Goate, A.M. (2015). Alzheimer's disease risk genes and
mechanisms of disease pathogenesis. Biological Psychiatry, 77, 43-51.

121. Gratuze, M. Leyns, C.E.G. ve Holtzman, D.M. (2018). New insights into
the role of TREM2 in Alzheimer's disease. Molecular Neurodegeneration,
13, 66.

122. Shi, Y. ve Holtzman, D.M. (2018). Interplay between innate immunity and
Alzheimer disease: APOE and TREM2 in the spotlight. Nature Reviews
Immunology, 18, 759-772.

123. Halle, A. Hornung, V. Petzold, G.C. Stewart, C.R. Monks, B.G.
Reinheckel, T. Fitzgerald, K.A. Latz, E. Moore, K.J. ve Golenbock, D.T.
(2008). The NALPS3 inflammasome is involved in the innate immune
response to amyloid-beta. Nature Immunology, 9, 857-865.



106

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

Heneka, M.T. Kummer, M.P. Stutz, A. Delekate, A. Schwartz, S. Vieira-
Saecker, A. Griep, A. Axt, D. Remus, A. Tzeng, T.C. Gelpi, E. Halle, A.
Korte, M. Latz, E. ve Golenbock, D.T. (2013). NLRP3 is activated in
Alzheimer's disease and contributes to pathology in APP/PS1 mice.
Nature, 493, 674-678.

Venegas, C. Kumar, S. Franklin, B.S. Dierkes, T. Brinkschulte, R.
Tejera, D. Vieira-Saecker, A. Schwartz, S. Santarelli, F. Kummer, M.P.
Griep, A. Gelpi, E. Beilharz, M. Riedel, D. Golenbock, D.T. Geyer, M.
Walter, J. Latz, E. ve Heneka, M.T. (2017). Microglia-derived ASC
specks cross-seed amyloid-beta in Alzheimer's disease. Nature, 552, 355-
361.

Sayed, F.A. Telpoukhovskaia, M. Kodama, L. Li, Y. Zhou, Y. Le, D.
Hauduc, A. Ludwig, C. Gao, F. Clelland, C. Zhan, L. Cooper, Y.A.
Davalos, D. Akassoglou, K. Coppola, G. ve Gan, L. (2018). Differential
effects of partial and complete loss of TREMZ2 on microglial injury response
and tauopathy. Proceedings of the National Academy of Sciences
(Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America), 115, 10172-10177.

Leyns, C.E.G. Ulrich, J.D. Finn, M.B. Stewart, F.R. Koscal, L.J.
Remolina Serrano, J. Robinson, G.O. Anderson, E. Colonna, M. ve
Holtzman, D.M. (2017). TREM2 deficiency attenuates neuroinflammation
and protects against neurodegeneration in a mouse model of tauopathy.
Proceedings of the National Academy of Sciences (Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America), 114,
11524-11529.

Michaud, M. Balardy, L. Moulis, G. Gaudin, C. Peyrot, C. Vellas, B.
Cesari, M. ve Nourhashemi, F. (2013). Proinflammatory cytokines, aging,
and age-related diseases. Journal of the American Medical Directors
Association, 14, 877-882.

Abdel-Haqg, R. Schlachetzki, J.C.M. Glass, C.K. ve . Mazmanian, S.K.
(2019). Microbiome-microglia connections via the gut-brain axis. Journal of
Experimental Medicine, 216, 41-59.

Saji, N. Niida, S. Murotani, K. Hisada, T. Tsuduki, T. Sugimoto, T.
Kimura, A. Toba, K. ve Sakurai, T. (2019). Analysis of the relationship
between the gut microbiome and dementia: a cross-sectional study
conducted in Japan. Scientific Reports, 9, 1-9.

Vogt, N.M. Kerby, R.L. Dill-McFarland, K.A. Harding, S.J. Merluzzi, A.P.
Johnson, S.C. Carlsson, C.M. Asthana, S. Zetterberg, H. Blennow, K.
Bendlin, B.B. ve Rey, F.E. (2017). Gut microbiome alterations in
Alzheimer's disease. Scientific Reports, 7, 13537.

Bauerl, C. Collado, M.C. Diaz Cuevas, A. Vina, J. ve Perez Martinez, G.
(2018). Shifts in gut microbiota composition in an APP/PSS1 transgenic
mouse model of Alzheimer's disease during lifespan. Letters In Applied
Microbiology, 66, 464-471.



133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

107

Minter, M.R. Zhang, C. Leone, V. Ringus, D.L. Zhang, X. Oyler-
Castrillo, P. Musch, M\W. Liao, F. Ward, J.F. Holtzman, D.M. Chang,
E.B. Tanzi, R.E. ve Sisodia, S.S. (2016). Antibiotic-induced perturbations
in gut microbial diversity influences neuro-inflammation and amyloidosis in
a murine model of Alzheimer's disease. Scientific Reports, 6, 30028.

Chen, X. Guo, C. ve Kong, J. (2012). Oxidative stress in
neurodegenerative diseases. Neural Regeneration Research, 7, 376-385.

Gella, A. ve Durany, N. (2009). Oxidative stress in Alzheimer disease.
Cell Adhesion & Migration, 3, 88-93.

Hawking, Z.L. (2016). Alzheimer's disease: the role of mitochondrial
dysfunction and potential new therapies. Bioscience Horizons: The
International Journal of Student Research, 9.

Di Meo, S. Reed, T.T. Venditti, P. ve Victor, V.M. (2016). Role of ROS
and RNS Sources in Physiological and Pathological Conditions. Oxidative
Medicine and Cellular Longevity, 2016, 1245049.

Ray, P.D. Huang, B.W. ve Tsuji, Y. (2012). Reactive oxygen species
(ROS) homeostasis and redox regulation in cellular signaling. Cellular
Signalling, 24, 981-990.

Holmstrom, K.M. ve Finkel, T. (2014). Cellular mechanisms and
physiological consequences of redox-dependent signalling. Nature
Reviews. Molecular Cell Biology, 15, 411-421.

Murphy, M.P. (2009). How mitochondria produce reactive oxygen species.
Biochemical Journal, 417, 1-13.

Reddy, P.H. (2006). Amyloid precursor protein-mediated free radicals and
oxidative damage: implications for the development and progression of
Alzheimer's disease. Journal of Neurochemistry, 96, 1-13.

Mutisya, E.M. Bowling, A.C. ve Beal, M.F. (1994). Cortical cytochrome
oxidase activity is reduced in Alzheimer's disease. Journal of
Neurochemistry, 63, 2179-2184.

Picone, P. Nuzzo, D. Caruana, L. Scafidi, V. ve Di Carlo, M. (2014).
Mitochondrial dysfunction: different routes to Alzheimer's disease therapy.
Oxidative Medicine and Cellular Longevity, 2014, 780179.

Islam, B.U. Jabir, N.R. ve Tabrez, S. (2019). The role of mitochondrial
defects and oxidative stress in Alzheimer's disease. Journal of Drug
Targeting, 27, 932-942.

Sheng, Z.H. ve Cai, Q. (2012). Mitochondrial transport in neurons: impact
on synaptic homeostasis and neurodegeneration. Nature Reviews
Neuroscience, 13, 77-93.

Sery, O. Povova, J. Misek, |. Pesak, L. ve Janout, V. (2013). Molecular
mechanisms of neuropathological changes in Alzheimer's disease: a
review. Folia Neuropathologica, 51, 1-9.

Mark, R.J. Lovell, M.A. Markesbery, W.R. Uchida, K. ve Mattson, M.P.
(1997). A role for 4-hydroxynonenal, an aldehydic product of lipid
peroxidation, in disruption of ion homeostasis and neuronal death induced
by amyloid beta-peptide. Journal of Neurochemistry, 68, 255-264.



108

148.

149.

150.

151.

152.

158.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

Bradley-Whitman, M.A. ve Lovell, M.A. (2015). Biomarkers of lipid
peroxidation in Alzheimer disease (AD): an update. Archives of Toxicology,
89, 1035-1044.

Mattson, M.P. ve Chan, S.L. (2003). Neuronal and glial calcium signaling
in Alzheimer's disease. Cell Calcium, 34, 385-397.

Tamagno, E. Robino, G. Obbili, A. Bardini, P. Aragno, M. Parola, M. ve
Danni, O. (2003). H202 and 4-hydroxynonenal mediate amyloid beta-
induced neuronal apoptosis by activating JNKs and p38MAPK.
Experimental Neurology, 180, 144-155.

Gabbita, S.P. Lovell, M.A. ve Markesbery, W.R. (1998). Increased
nuclear DNA oxidation in the brain in Alzheimer's disease. Journal of
Neurochemistry, 71, 2034-2040.

Sayre, L.M. Zelasko, D.A. Harris, P.L. Perry, G. Salomon, R.G. ve
Smith, M.A. (1997). 4-Hydroxynonenal-derived advanced lipid
peroxidation end products are increased in Alzheimer's disease. Journal of
Neurochemistry, 68, 2092-2097.

Mecocci, P. MacGarvey, U. ve Beal, M.F. (1994). Oxidative damage to
mitochondrial DNA is increased in Alzheimer's disease. Annals of
Neurology, 36, 747-751.

Rigotto, G. ve Basso, E. (2019). Mitochondrial Dysfunctions: A Thread
Sewing Together Alzheimer’s Disease, Diabetes, and Obesity. Oxidative
Medicine and Cellular Longevity, 2019, 1-16.

La Joie, R. Perrotin, A. Barré, L. Hommet, C. Mézenge, F. l|bazizene,
M. Camus, V. Abbas, A. Landeau, B. Guilloteau, D. de La Sayette, V.
Eustache, F. Desgranges, B. ve Chételat, G. (2012). Region-specific
hierarchy between atrophy, hypometabolism, and B-amyloid (AB) load in
Alzheimer's disease dementia. The Journal of neuroscience : the official
journal of the Society for Neuroscience, 32, 16265-16273.

Acosta-Cabronero, J. Patterson, K. Fryer, T.D. Hodges, J.R. Pengas, G.
Williams, G.B. ve Nestor, P.J. (2011). Atrophy, hypometabolism and
white matter abnormalities in semantic dementia tell a coherent story.
Brain : A Journal Of Neurology, 134, 2025-2035.

Liu, Z.-D. Zhang, S. Hao, J.-J. Xie, T.-R. ve Kang, J.-S. (2016). Cellular
model of neuronal atrophy induced by DYNCL1I1 deficiency reveals
protective roles of RAS-RAF-MEK signaling. Protein & Cell, 7, 638-650.

Nasrallah, I. ve Dubroff, J. (2013). An Overview of PET Neuroimaging.
Seminars in Nuclear Medicine, 43, 449-461.

Cisneros-Mejorado, A. Pérez-Samartin, A. Gottlieb, M. ve Matute, C.
(2015). ATP signaling in brain: release, excitotoxicity and potential
therapeutic targets. Cellular and Molecular Neurobiology, 35, 1-6.

Arnold, S.E. Arvanitakis, Z. Macauley-Rambach, S.L. Koenig, A.M.
Wang, H.-Y. Ahima, R.S. Craft, S. Gandy, S. Buettner, C. Stoeckel,
L.E. Holtzman, D.M. ve Nathan, D.M. (2018). Brain insulin resistance in
type 2 diabetes and Alzheimer disease: concepts and conundrums. Nature
Reviews. Neurology, 14, 168-181.



161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

109

Costantini, L.C. Barr, L.J. Vogel, J.L. ve Henderson, S.T. (2008).
Hypometabolism as a therapeutic target in Alzheimer's disease. BioMed
Central Neuroscience, 9 Suppl 2, S16-S16.

Neth, B.J. ve Craft, S. (2017). Insulin resistance and Alzheimer’s disease:
bioenergetic linkages. Frontiers in Aging Neuroscience, 9, 345.

Croteau, E. Castellano, C. Fortier, M. Bocti, C. Fulop, T. Paquet, N. ve
Cunnane, S. (2018). A cross-sectional comparison of brain glucose and
ketone metabolism in cognitively healthy older adults, mild cognitive
impairment and early Alzheimer's disease. Experimental Gerontology, 107,
18-26.

Weise, C.M. Chen, K. Chen, Y. Kuang, X. Savage, C.R. Reiman, E.M.
ve Initiative, A.s.D.N. (2018). Left lateralized cerebral glucose metabolism
declines in amyloid-B positive persons with mild cognitive impairment.
Neurolmage: Clinical, 20, 286-296.

de Leon, M.J. Ferris, S.H. George, A.E. Christman, D.R. Fowler, J.S.
Gentes, C. Reisberg, B. Gee, B. Emmerich, M. Yonekura, Y. Brodie, J.
Kricheff, I.I. ve  Wolf, A.P. (1983). Positron emission tomographic studies
of aging and Alzheimer disease. AJNR. American Journal Of
Neuroradiology, 4, 568-571.

Szablewski, L. (2017). Glucose transporters in brain: in health and in
Alzheimer’s disease. Journal of Alzheimer's disease, 55, 1307-1320.

Di Domenico, F. Barone, E. Perluigi, M. ve Butterfield, D.A. (2017). The
triangle of death in Alzheimer's disease brain: the aberrant cross-talk
among energy metabolism, mammalian target of rapamycin signaling, and
protein homeostasis revealed by redox proteomics. Antioxidants & Redox
Signaling, 26, 364-387.

Cheignon, C. Tomas, M. Bonnefont-Rousselot, D. Faller, P. Hureau, C.
ve Collin, F. (2018). Oxidative stress and the amyloid beta peptide in
Alzheimer's disease. Redox Biology, 14, 450-464.

Barnham, K.J. McKinstry, W.J. Multhaup, G. Galatis, D. Morton, C.J.
Curtain, C.C. Williamson, N.A. White, A.R. Hinds, M.G. Norton, R.S.
Beyreuther, K. Masters, C.L. Parker, M\W. ve Cappai, R. (2003).
Structure of the Alzheimer's disease amyloid precursor protein copper
binding domain. A regulator of neuronal copper homeostasis. Journal of
Biological Chemistry, 278, 17401-17407.

Atwood, C.S. Obrenovich, M.E. Liu, T. Chan, H. Perry, G. Smith, M.A.
ve Martins, R.N. (2003). Amyloid-beta: a chameleon walking in two
worlds: a review of the trophic and toxic properties of amyloid-beta. Brain
Research Reviews, 43, 1-16.

Cristovao, J.S. Santos, R. ve Gomes, C.M. (2016). Metals and Neuronal
Metal Binding Proteins Implicated in Alzheimer's Disease. Oxidative
Medicine and Cellular Longevity, 2016, 9812178.

Tammela, T. Petrova, T.V. ve Alitalo, K. (2005). Molecular
lymphangiogenesis: new players. Trends in Cell Biology, 15, 434-441.

Alitalo, K. Tammela, T. ve Petrova, T.V. (2005). Lymphangiogenesis in
development and human disease. Nature, 438, 946-953.



110

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

Aspelund, A. Antila, S. Proulx, S.T. Karlsen, T.V. Karaman, S. Detmar,
M. Wiig, H. ve Alitalo, K. (2015). A dural lymphatic vascular system that
drains brain interstitial fluid and macromolecules. Journal of Experimental
Medicine, 212, 991-999.

Sweeney, M.D. Sagare, A.P. ve Zlokovic, B.V. (2018). Blood-brain
barrier breakdown in Alzheimer disease and other neurodegenerative
disorders. Nature Reviews. Neurology, 14, 133-150.

Zhao, Z. Sagare, A.P. Ma, Q. Halliday, M.R. Kong, P. Kisler, K.
Winkler, E.A. Ramanathan, A. Kanekiyo, T. Bu, G. Owens, N.C. Rege,
S.V. Si, G. Ahuja, A. Zhu, D. Miller, C.A. Schneider, J.A. Maeda, M.
Maeda, T. Sugawara, T. Ichida, J.K. ve Zlokovic, B.V. (2015). Central
role for PICALM in amyloid-beta blood-brain barrier transcytosis and
clearance. Nature Neuroscience, 18, 978-987.

Yang, L. Kress, B.T. Weber, H.J. Thiyagarajan, M. Wang, B. Deane, R.
Benveniste, H. lliff, J.J. ve Nedergaard, M. (2013). Evaluating glymphatic
pathway function utilizing clinically relevant intrathecal infusion of CSF
tracer. Journal of Translational Medicine, 11, 107.

Thrane, A.S. Rangroo Thrane, V. ve Nedergaard, M. (2014). Drowning
stars: reassessing the role of astrocytes in brain edema. Trends Neurosci,
37, 620-628.

lliff, J.J. ve Nedergaard, M. (2013). Is there a cerebral lymphatic system?
Stroke, 44, S93-S95.

lliff, J.J. Wang, M. Liao, Y. Plogg, B.A. Peng, W. Gundersen, G.A.
Benveniste, H. Vates, G.E. Deane, R. ve Goldman, S.A. (2012). A
paravascular pathway facilitates CSF flow through the brain parenchyma
and the clearance of interstitial solutes, including amyloid (. Science
Translational Medicine, 4, 147ral11-147ralll.

Mestre, H. Hablitz, L.M. Xavier, A.L. Feng, W. Zou, W. Pu, T. Monai,
H. Murlidharan, G. Castellanos Rivera, R.M. Simon, M.J. Pike, M.M.
Pla, V. Du, T. Kress, B.T. Wang, X. Plog, B.A. Thrane, A.S.
Lundgaard, I. Abe, Y. Yasui, M. Thomas, J.H. Xiao, M. Hirase, H.
Asokan, A. lliff, J.J. ve Nedergaard, M. (2018). Aquaporin-4-dependent
glymphatic solute transport in the rodent brain. Elife, 7, e40070.

Long, J.M. ve Holtzman, D.M. (2019). Alzheimer Disease: An Update on
Pathobiology and Treatment Strategies. Cell, 179, 312-339.

Vermunt, L. Sikkes, S.A. Van Den Hout, A. Handels, R. Bos, |. Van Der
Flier, W.M. Kern, S. Ousset, P.J. Maruff, P. ve Skoog, I. (2019).
Duration of preclinical, prodromal, and dementia stages of Alzheimer's
disease in relation to age, sex, and APOE genotype. Alzheimer's &
Dementia, 15, 888-898.

Birks, J.S. (2006). Cholinesterase inhibitors for Alzheimer's disease.
Cochrane Database: Systematic Reviews, 1, CD005593.

Cummings, J.L. Morstorf, T. ve Zhong, K. (2014). Alzheimer’s disease
drug-development pipeline: few candidates, frequent failures. Alzheimer's
Research & Therapy, 6, 37.



186.

187.

188.

189.

190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.

197.

198.

199.

111

Anand, A. Patience, A.A. Sharma, N. ve Khurana, N. (2017). The
present and future of pharmacotherapy of Alzheimer's disease: A
comprehensive review. European Journal Of Pharmacology, 815, 364-375.

Becker, R.E. Greig, N.H. ve Giacobini, E. (2008). Why do so many drugs
for Alzheimer's disease fail in development? Time for new methods and
new practices? Journal of Alzheimer's disease, 15, 303-325.

Hardigan, T. Ward, R. ve Ergul, A. (2016). Cerebrovascular
complications of diabetes: focus on cognitive dysfunction. Clinical Science,
130, 1807-1822.

Henning, R.J. (2018). Type-2 diabetes mellitus and cardiovascular
disease. Future Cardiology, 14, 491-509.

Ben Nasr, M. D’Addio, F. Usuelli, V. Tezza, S. Abdi, R. ve Fiorina, P.
(2015). The rise, fall, and resurgence of immunotherapy in type 1 diabetes.
Pharmacological Research, 98, 31-38.

Bassi, R. ve Fiorina, P. (2011). Impact of Islet Transplantation on
Diabetes Complications and Quality of Life. Current Diabetes Reports, 11,
355.

Arneth, B. Arneth, R. ve Shams, M. (2019). Metabolomics of Type 1 and
Type 2 Diabetes. International Journal of Molecular Sciences, 20, 2467.

Khan, R.M.M. Chua, 2J.Y. Tan, J.C. Yang, Y. Liao, Z. ve Zhao, Y.
(2019). From Pre-Diabetes to Diabetes: Diagnosis, Treatments and
Translational Research. Medicina (Kaunas, Lithuania), 55, 546.

Duarte, J. Oses, J. Rodrigues, R. ve Cunha, R. (2007). Modification of
purinergic signaling in the hippocampus of streptozotocin-induced diabetic
rats. Neuroscience, 149, 382-391.

Ehehalt, S. Popovic, P. Muntoni, S. Muntoni, S. Willasch, A. Hub, R.
Ranke, M.B. ve Neu, A. (2009). Incidence of diabetes mellitus among
children of Italian migrants substantiates the role of genetic factors in the
pathogenesis of type 1 diabetes. European Journal Of Pediatrics, 168,
613.

Kim, H.-G. (2019). Cognitive dysfunctions in individuals with diabetes
mellitus. Yeungnam University Journal Of Medicine, 36, 183-191.

Yi, S.S. Hwang, I.LK. Kim, D.W. Shin, J.H. Nam, S.M. Choi, J.H. Lee,
C.H. Won, M.-H. Seong, J.K. ve Yoon, Y.S. (2011). The chronological
characteristics of SOD1 activity and inflammatory response in the
hippocampi of STZ-induced type 1 diabetic rats. Neurochemical Research,
36, 117-128.

Wang, S.-h. Sun, Z.-l. Guo, Y.4. Yuan, Y. ve Yang, B.-q. (2009).
Diabetes impairs hippocampal function via advanced glycation end product
mediated new neuron generation in animals with diabetes-related
depression. Toxicological Sciences, 111, 72-79.

Ye, L. Wang, F. ve Yang, R.-H. (2011). Diabetes impairs learning
performance and affects the mitochondrial function of hippocampal
pyramidal neurons. Brain Research, 1411, 57-64.



112

200.

201.

202.

203.

204.

205.

206.

207.

208.

2009.

210.

211.

Reagan, L.P. Grillo, C.A. ve Piroli, G.G. (2008). The As and Ds of stress:
metabolic, morphological and behavioral consequences. European Journal
of Pharmacology, 585, 64-75.

Wessels, A.M. Scheltens, P. Barkhof, F. ve Heine, R.J. (2008).
Hyperglycaemia as a determinant of cognitive decline in patients with type
1 diabetes. European Journal of Pharmacology, 585, 88-96.

Zhao, N. Liu, C.-C. Van Ingelgom, A.J. Martens, Y.A. Linares, C.
Knight, J.A. Painter, M.M. Sullivan, P.M. ve Bu, G. (2017).
Apolipoprotein E4 impairs neuronal insulin signaling by trapping insulin
receptor in the endosomes. Neuron, 96, 115-129. e115.

Chuang, Y.F. An, Y. Bilgel, M. Wong, D.F. Troncoso, J.C. O'Brien, R.J.
Breitner, J.C. Ferruci, L. Resnick, S.M. ve Thambisetty, M. (2016).
Midlife adiposity predicts earlier onset of Alzheimer's dementia,
neuropathology and presymptomatic cerebral amyloid accumulation.
Molecular Psychiatry, 21, 910-915.

Ribe, E.M. ve Lovestone, S. (2016). Insulin signalling in Alzheimer's
disease and diabetes: from epidemiology to molecular links. Journal of
Internal Medicine, 280, 430-442.

Grillo, C.A. Piroli, G.G. Lawrence, R.C. Wrighten, S.A. Green, A.J.
Wilson, S.P. Sakai, R.R. Kelly, S.J. Wilson, M.A. Mott, D.D. ve Reagan,
L.P. (2015). Hippocampal Insulin Resistance Impairs Spatial Learning and
Synaptic Plasticity. Diabetes, 64, 3927-3936.

Kang, S. Lee, Y.-h. ve Lee, J.E. (2017). Metabolism-Centric Overview of
the Pathogenesis of Alzheimer's Disease. Yonsei Medical Journal, 58,
479-488.

Ho, L. Qin, W. Pompl, P.N. Xiang, Z. Wang, J. Zhao, Z. Peng, Y.
Cambareri, G. Rocher, A. ve Mobbs, C.V. (2004). Diet-induced insulin
resistance promotes amyloidosis in a transgenic mouse model of
Alzheimer's disease. The Federation of American Societies for
Experimental Biology Journal, 18, 902-904.

Formiga, F. ve Pérez-Maraver, M. (2014). Type 3 diabetes mellitus. The
revival of inhaled insulin? Endocrinologia y Nutricion (English Edition), 61,
173-175.

Pugazhenthi, S. Qin, L. ve Reddy, P.H. (2017). Common
neurodegenerative pathways in obesity, diabetes, and Alzheimer's
disease. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Molecular Basis of
Disease, 1863, 1037-1045.

Haque, R. ve Nazir, A. (2014). Insulin-degrading enzyme: a link between
Alzheimer’s and type 2 diabetes mellitus. CNS & Neurological Disorders-
Drug Targets (Formerly Current Drug Targets-CNS & Neurological
Disorders), 13, 259-264.

Ettcheto, M. Cano, A. Busquets, O. Manzine, P.R. Sanchez-Lépez, E.
Castro-Torres, R.D. Beas-Zarate, C. Verdaguer, E. Garcia, M.L.
Olloquequi, J. Auladell, C. Folch, J. ve Camins, A. (2019). A metabolic
perspective of late onset Alzheimer's disease. Pharmacological Research,
145, 104255-104255.



113

212. Ahmad, W. ljaz, B. Shabbiri, K. Ahmed, F. ven Rehman, S. (2017).
Oxidative toxicity in diabetes and Alzheimer's disease: mechanisms
behind ROS/RNS generation. Journal of Biomedical Science, 24, 76.

213. Akter, K. Lanza, E.A. Martin, S.A. Myronyuk, N. Rua, M. ve Raffa, R.B.
(2011). Diabetes mellitus and Alzheimer's disease: shared pathology and
treatment? British Journal of Clinical Pharmacology, 71, 365-376.

214. Kubis-Kubiak, A.M. Rorbach-Dolata, A. ve Piwowar, A. (2019). Crucial
players in Alzheimer's disease and diabetes mellitus: Friends or foes?
Mechanisms Of Ageing And Development, 181, 7-21.

215. Verdile, G. Keane, K.N. Cruzat, V.F. Medic, S. Sabale, M. Rowles, J.
Wijesekara, N. Martins, R.N. Fraser, P.E. ve  Newsholme, P. (2015).
Inflammation and Oxidative Stress: The Molecular Connectivity between
Insulin Resistance, Obesity, and Alzheimer's Disease. Mediators of
Inflammation, 2015, 105828-105828.

216. Zuardi, AW. (2006). History of cannabis as a medicine: a review.
Brazilian Journal of Psychiatry, 28, 153-157.

217. Maule, W. (2015). Medical uses of marijuana (Cannabis sativa): fact or
fallacy? British Journal ff Biomedical Science, 72, 85-91.

218. Brenneisen, R., (2007). Chemistry and analysis of phytocannabinoids and
other Cannabis constituents. (editorler). Marijuana and the Cannabinoids.
Springer, 17-49

219. Di Marzo, V. ve Fontana, A. (1995). Anandamide, an endogenous
cannabinomimetic eicosanoid:‘killing two birds with one stone’.
Prostaglandins, Leukotrienes and Essential Fatty Acids, 53, 1-11.

220. Sugiura, T. Kondo, S. Sukagawa, A. Nakane, S. Shinoda, A. Itoh, K.
Yamashita, A. ve Waku, K. (1995). 2-Arachidonoylgylcerol: a possible
endogenous cannabinoid receptor ligand in brain. Biochemical and
Biophysical Research Communications, 215, 89-97.

221. Devane, W.A. Hanus, L. Breuer, A. Pertwee, R.G. Stevenson, L.A.
Griffin, G. Gibson, D. Mandelbaum, A. Etinger, A. ve Mechoulam, R.
(1992). Isolation and structure of a brain constituent that binds to the
cannabinoid receptor. Science, 258, 1946-1949.

222. Novotna, A. Mares, J. Ratcliffe, S. Novakova, |. Vachova, M.
Zapletalova, O. Gasperini, C. Pozzilli, C. Cefaro, L. ve Comi, G. (2011).
A randomized, double-blind, placebo-controlled, parallel-group, enriched-
design study of nabiximols*(Sativex®), as add-on therapy, in subjects with
refractory spasticity caused by multiple sclerosis. European Journal of
Neurology, 18, 1122-1131.

223. Fraguas-Sanchez, A.l. ve Torres-Suarez, A.l. (2018). Medical Use of
Cannabinoids. Drugs, 78, 1665-1703.

224. 0Oddi, S. Scipioni, L. ve Maccarrone, M. (2019). Endocannabinoid system
and adult neurogenesis: a focused review. Current Opinions in
Pharmacology, 50, 25-32.



114

225.

226.

227.

228.

229.

230.

231.

232.

233.

234.

235.

236.

237.

238.

239.

Maccarrone, M. Guzman, M. Mackie, K. Doherty, P. ve Harkany, T.
(2014). Programming of neural cells by (endo)cannabinoids: from
physiological rules to emerging therapies. Nature Reviews Neuroscience,
15, 786-801.

Cristino, L. Bisogno, T. ve Di Marzo, V. (2020). Cannabinoids and the
expanded endocannabinoid system in neurological disorders. Nature
reviews. Neurology, 16, 9-29.

Simon, V. ve Cota, D. (2017). MECHANISMS IN ENDOCRINOLOGY:
Endocannabinoids and metabolism: past, present and future. European
Journal of Endocrinology, 176, R309-R324.

Henstridge, C.M. (2012). Off-target cannabinoid effects mediated by
GPR55. Pharmacology, 89, 179-187.

Chen, D.J. Gao, M. Gao, F.F. Su, Q.X. ve Wu, J. (2017). Brain
cannabinoid receptor 2: expression, function and modulation. Acta
Pharmacologica Sinica, 38, 312-316.

Bisogno, T. Oddi, S. Piccoli, A. Fazio, D. ve Maccarrone, M. (2016).
Type-2 cannabinoid receptors in neurodegeneration. Pharmacological
Research, 111, 721-730.

Chiurchiu, V. Battistini, L. ve Maccarrone, M. (2015). Endocannabinoid
signalling in innate and adaptive immunity. Immunology, 144, 352-364.

Chevaleyre, V. Takahashi, K.A. ve Castillo, P.E. (2006).
Endocannabinoid-mediated synaptic plasticity in the CNS. Annual Review
of Neuroscience, 29, 37-76.

Galve-Roperh, I. Chiurchiu, V. Diaz-Alonso, J. Bari, M. Guzman, M. ve
Maccarrone, M. (2013). Cannabinoid receptor signaling in progenitor/stem
cell proliferation and differentiation. Progress in Lipid Research, 52, 633-
650.

Chevaleyre, V. Takahashi, K.A. ve Castillo, P.E. (2006). Endocannabinoid-
mediated synaptic plasticity in the CNS. Annual Review of Neuroscience,
29, 37-76.

Chen, D.-J. Gao, M. Gao, F.-F. Su, Q.-X. ve Wu, J. (2017). Brain
cannabinoid receptor 2: expression, function and modulation. Acta
Pharmacologica Sinica, 38, 312-316.

Araque, A. Castillo, P.E. Manzoni, O.J. ve Tonini, R. (2017). Synaptic
functions of endocannabinoid signaling in health and disease.
Neuropharmacology, 124, 13-24.

Castillo, P.E. Younts, T.J. Chavez, A.E. ve Hashimotodani, Y. (2012).
Endocannabinoid signaling and synaptic function. Neuron, 76, 70-81.

Benarroch, E.E. (2014). Synaptic effects of cannabinoids: complexity,
behavioral effects, and potential clinical implications. Neurology, 83, 1958-
1967.

Mukhamedyarov, M.A. ve Zefirov, A.L. (2013). The influence of beta-
amyloid peptide on the functions of excitable tissues: physiological and
pathological aspects. Uspekhi fiziologicheskikh nauk, 44, 55-71.



115

240. Walsh, D.M. ve Selkoe, D.J. (2004). Oligomers on the brain: the
emerging role of soluble protein aggregates in neurodegeneration. Protein
and Peptide Letters, 11, 213-228.

241. Klein, W.L. Krafft, G.A. ve Finch, C.E. (2001). Targeting small Abeta
oligomers: the solution to an Alzheimer's disease conundrum? Trends In
Neurosciences, 24, 219-224.

242. Klein, W.L. (2013). Synaptotoxic amyloid-3 oligomers: a molecular basis
for the cause, diagnosis, and treatment of Alzheimer's disease? Journal of
Alzheimer's disease : JAD, 33 Suppl 1, S49-S65.

243. Steardo, L., Jr. Bronzuoli, M.R. lacomino, A. Esposito, G. Steardo, L. ve
Scuderi, C. (2015). Does neuroinflammation turn on the flame in
Alzheimer's disease? Focus on astrocytes. Frontiers in Neuroscience, 9,
259-259.

244. Walsh, D.M. ve Selkoe, D.J. (2004). Deciphering the molecular basis of
memory failure in Alzheimer's disease. Neuron, 44, 181-193.

245. Munoz, L. ve. Ammit, A.J. (2010). Targeting p38 MAPK pathway for the
treatment of Alzheimer's disease. Neuropharmacology, 58, 561-568.

246. Katsumoto, A. Takeuchi, H. Takahashi, K. ve Tanaka, F. (2018).
Microglia in Alzheimer's Disease: Risk Factors and Inflammation. Frontiers
in Neurology, 9, 978-978.

247. Yanuck, S.F. (2019). Microglial Phagocytosis of Neurons: Diminishing
Neuronal Loss in Traumatic, Infectious, Inflammatory, and Autoimmune
CNS Disorders. Frontiers inPpsychiatry, 10, 712-712.

248. Combs, C.K. Johnson, D.E. Cannady, S.B. Lehman, T.M. ve Landreth,
G.E. (1999). Identification of microglial signal transduction pathways
mediating a neurotoxic response to amyloidogenic fragments of beta-
amyloid and prion proteins. The Journal of Neuroscience : The Official
Journal of the Society for Neuroscience, 19, 928-939.

249. Caldeira, C. Cunha, C. Vaz, A.R. Falcédo, A.S. Barateiro, A. Seixas, E.
Fernandes, A. ve Brites, D. (2017). Key Aging-Associated Alterations in
Primary Microglia Response to Beta-Amyloid Stimulation. Frontiers in
Aging Neuroscience, 9.

250. Sastre, M. Klockgether, T. ve Heneka, M.T. (2006). Contribution of
inflammatory processes to Alzheimer's disease: molecular mechanisms.
International journal of developmental neuroscience : the official journal of
the International Society for Developmental Neuroscience, 24, 167-176.

251. White, J.A. Manelli, AM. Holmberg, K.H. Van Eldik, L.J. ve Ladu, M.J.
(2005). Differential effects of oligomeric and fibrillar amyloid-beta 1-42 on
astrocyte-mediated inflammation. Neurobiology of Disease, 18, 459-465.

252. Reed-Geaghan, E.G. Savage, J.C. Hise, A.G. ve Landreth, G.E. (2009).
CD14 and toll-like receptors 2 and 4 are required for fibrillar A{beta}-
stimulated microglial activation. The Journal of Neuroscience : The Official
Journal of the Society for Neuroscience, 29, 11982-11992.



116

253.

254.

255.

256.

257.

258.

259.

260.

261.

262.

263.

264.

Arroyo, D.S. Soria, J.A. Gaviglio, E.A. Rodriguez-Galan, M.C. ve
Iribarren, P. (2011). Toll-like receptors are key players in
neurodegeneration. International Immunopharmacology, 11, 1415-1421.

Moult, P.R. Corréa, S.A.L. Collingridge, G.L. Fitzjohn, S.M. ve Bashir,
Z.l. (2008). Co-activation of p38 mitogen-activated protein kinase and
protein tyrosine phosphatase underlies metabotropic glutamate receptor-
dependent long-term depression. The Journal of Physiology, 586, 2499-
2510.

Bissen, D. Foss, F. ve Acker-Palmer, A. (2019). AMPA receptors and
their minions: auxiliary proteins in AMPA receptor trafficking. Cellular and
Molecular Life Sciences, 76, 2133-2169.

Paloczi, J. Varga, Z.V. Hasko, G. ve Pacher, P. (2018). Neuroprotection
in Oxidative Stress-Related Neurodegenerative Diseases: Role of
Endocannabinoid System Modulation. Antioxidants & Redox signaling, 29,
75-108.

Hampson, A. Grimaldi, M. Axelrod, J. ve Wink, D. (1998). Cannabidiol
and (-) A9-tetrahydrocannabinol are neuroprotective antioxidants.
Proceedings of the National Academy of Sciences, 95, 8268-8273.

Esposito, G. Scuderi, C. Savani, C. Steardo Jr, L. De Filippis, D.
Cottone, P. luvone, T. Cuomo, V. ve Steardo, L. (2007). Cannabidiol in
vivo blunts B-amyloid induced neuroinflammation by suppressing IL-13
and INOS expression. British Journal of Pharmacology, 151, 1272-1279.

Esposito, G. De Filippis, D. Carnuccio, R. 1zzo, A.A. ve luvone, T.
(2006). The marijuana component cannabidiol inhibits B-amyloid-induced
tau protein hyperphosphorylation through Wnt/B-catenin pathway rescue in
PC12 cells. Journal of Molecular Medicine, 84, 253-258.

Fernandez-Ruiz, J. Sagredo, O. Pazos, M.R. Garcia, C. Pertwee, R.
Mechoulam, R. ve Martinez-Orgado, J. (2013). Cannabidiol for
neurodegenerative disorders: important new clinical applications for this
phytocannabinoid? British Journal of Clinical Pharmacology, 75, 323-333.

Hayakawa, K. Mishima, K. ve Fujiwara, M. (2010). Therapeutic potential
of non-psychotropic cannabidiol in ischemic stroke. Pharmaceuticals, 3,
2197-2212.

Juknat, A. Pietr, M. Kozela, E. Rimmerman, N. Levy, R. Coppola, G.
Geschwind, D. ve Vogel, Z. (2012). Differential transcriptional profiles
mediated by exposure to the cannabinoids cannabidiol and A9-
tetrahydrocannabinol in BV-2 microglial cells. British Journal of
Pharmacology, 165, 2512-2528.

More, S.V. ve Choi, D.-K. (2015). Promising cannabinoid-based therapies
for Parkinson’s disease: motor symptoms to neuroprotection. Molecular
Neurodegeneration, 10, 17.

Zhou, H. Zhang, Z. Wei, H. Wang, F. Guo, F. Gao, Z. Marsicano, G.
Wang, Q. ve Xiong, L. (2013). Activation of STAT3 is involved in
neuroprotection by electroacupuncture pretreatment via cannabinoid CB1
receptors in rats. Brain Research, 1529, 154-164.



265.

266.

267.

268.

269.

270.

271.

272.

273.

274.

275.

276.

117

Harvey, B.S. Ohlsson, K.S. Maag, J.L.V. Musgrave, |.F. ve Smid, S.D.
(2012). Contrasting protective effects of cannabinoids against oxidative
stress and amyloid-B evoked neurotoxicity in vitro. Neurotoxicology, 33,
138-146.

Singh, N. Hroudova, J. ve Fisar, Z. (2015). Cannabinoid-induced
changes in the activity of electron transport chain complexes of brain
mitochondria. Journal of Molecular Neuroscience, 56, 926-931.

Slusar, J.E. Cairns, E.A. Szczesniak, A.-M. Bradshaw, H.B. Di Polo, A.
ve Kelly, M.E. (2013). The fatty acid amide hydrolase inhibitor, URB597,
promotes retinal ganglion cell neuroprotection in a rat model of optic nerve
axotomy. Neuropharmacology, 72, 116-125.

Majd, S. Zarifkar, A. Rastgar, K. ve Takhshid, M.A. (2008). Culturing
adult rat hippocampal neurons with long-interval changing media.

Kaneko, A. ve Sankai, Y. (2014). Long-term culture of rat hippocampal
neurons at low density in serum-free medium: combination of the sandwich
culture technique with the three-dimensional nanofibrous hydrogel
PuraMatrix. Public Library Of Science One, 9.

Si, D. Yang, P. Jiang, R. Zhou, H. Wang, H. ve Zhang, Y. (2014).
Improved cognitive outcome after progesterone administration is
associated with protecting hippocampal neurons from secondary damage
studied in vitro and in vivo. Behavioural Brain Research, 264, 135-142.

Wang, R. Wang, R. Niu, X. Cheng, Y. Shang, X. Li, Y. Li, S. Liu, X. ve
Shao, J. (2019). Role of astrocytes-derived d-serine in PFOS-induced
neurotoxicity through NMDARSs in the rat primary hippocampal neurons.
Toxicology, 422, 14-24.

de Carvalho, N.D. Garcia, R.C. Ferreira, A.K. Batista, D.R. Cassola,
A.C. Maria, D. Lebrun, I. Carneiro, S.M. Afeche, S.C. Marcourakis, T.
ve Sandoval, M.R.L. (2014). Neurotoxicity of coral snake phospholipases
A2 in cultured rat hippocampal neurons. Brain Research, 1552, 1-16.

Liu, F.-f. Zhao, S. Liu, P. ve Huo, S.-p. (2019). Influence of mTOR
signaling pathway on ketamine-induced injuries in the hippocampal
neurons of rats. Neurological Research, 41, 77-86.

Zhang, Y. Su, P. Liang, P. Liu, T. Liu, X. Liu, X.-Y. Zhang, B. Han, T.
Zhu, Y.-B. ve Yin, D.-M. (2010). The DREAM protein negatively regulates
the NMDA receptor through interaction with the NR1 subunit. Journal of
Neuroscience, 30, 7575-7586.

Nie, S.-D. Li, X. Tang, C.-E. Min, F.-Y. Shi, X.-J. Wu, L.-Y. Zhou, S.-L.
Chen, Z. Wu, J. Song, T. Dai, Z.-J. Zheng, J. Liu, J.-j. ve Wang, S.
(2018). High glucose forces a positive feedback loop connecting ErbB4
expression and mTOR/S6K pathway to aggravate the formation of tau
hyperphosphorylation in differentiated SH-SY5Y cells. Neurobiology of
Aging, 67, 171-180.

Liu, D. Zhang, H. Gu, W. ve Zhang, M. (2014). Effects of exposure to
high glucose on primary cultured hippocampal neurons: involvement of
intracellular ROS accumulation. Neurological Sciences, 35, 831-837.



118

277.

278.

279.

280.

281.

282.

283.

284.

285.

286.

287.

Almaguel, F.G. Liu, JW. Pacheco, F.J. Casiano, C.A. ve De Leon, M.
(2009). Activation and reversal of lipotoxicity in PC12 and rat cortical cells
following exposure to palmitic acid. Journal of Neuroscience Research, 87,
1207-1218.

Song, Z. Song, M. Lee, D.Y. Liu, Y. Deaciuc, I.V. ve McClain, C.J.
(2007). Silymarin prevents palmitate-induced lipotoxicity in HepG2 cells:
involvement of maintenance of Akt kinase activation. Basic & Clinical
Pharmacology & Toxicology, 101, 262-268.

Liu, JW. Montero, M. Bu, L. ve De Leon, M. (2015). Epidermal fatty
acid-binding protein protects nerve growth factor-differentiated PC 12 cells
from lipotoxic injury. Journal of Neurochemistry, 132, 85-98.

Jung, I.-R. Choi, S.-E. Jung, J.-G. Lee, S.-A. Han, S.J. Kim, H.J. Kim,
D.J. Lee, K.-W. ve Kang, Y. (2015). Involvement of iron depletion in
palmitate-induced lipotoxicity of beta cells. Molecular and Cellular
Endocrinology, 407, 74-84.

Bournival, J. Francoeur, M.-A. Renaud, J. ve Martinoli, M.-G. (2012).
Quercetin and sesamin protect neuronal PC12 cells from high-glucose-
induced oxidation, nitrosative stress, and apoptosis. Rejuvenation
Research, 15, 322-333.

Yar Saglam, A. Alp, E. Elmazoglu, Z. ve Menevse, S. (2016). Treatment
with cucurbitacin B alone and in combination with gefitinib induces cell
cycle inhibition and apoptosis via EGFR and JAK/STAT pathway in human
colorectal cancer cell lines. Human & Experimental Toxicology, 35, 526-
543.

Elmazoglu, Z. Yar Saglam, A.S. Sonmez, C. ve Karasu, C. (2020).
Luteolin protects microglia against rotenone-induced toxicity in a hormetic
manner through targeting oxidative stress response, genes associated
with Parkinson’s disease and inflammatory pathways. Drug And Chemical
Toxicology, 43, 96-103.

Repetto, G. del Peso, A. ve Zurita, J.L. (2008). Neutral red uptake assay
for the estimation of cell viability/cytotoxicity. Nature protocols, 3, 1125-
1131.

Ates, G. Vanhaecke, T. Rogiers, V. ve Rodrigues, R.M., (2017).
Assaying cellular viability using the neutral red uptake assay. Cell Viability
Assays. Springer, 19-26

Wang, Q. Zhou, J.-L. Wang, H. Ju, Q. Ding, Z. Zhou, X.-L. Ge, X. Shi,
Q.-M. Pan, C. ve Zhang, J.-P. (2016). Inhibition effect of cypermethrin
mediated by co-regulators SRC-1 and SMRT in interleukin-6-induced
androgen receptor activation. Chemosphere, 158, 24-29.

Tarker Sener, L. Albeniz, G. Ding, B.r. ve Albeniz, I. (2017).
ICELLigence real-time cell analysis system for examining the cytotoxicity
of drugs to cancer cell lines. Experimental and Therapeutic Medicine, 14,
1866-1870.



288.

289.

290.

291.

292.

293.

294,

295.

296.

297.

298.

119

Haugen, B. Karinshak, S.E. Mann, V.H. Popratiloff, A. Loukas, A.
Brindley, P.J. ve Smout, M.J. (2018). Granulin secreted by the food-borne
liver fluke Opisthorchis viverrini promotes angiogenesis in human
endothelial cells. Frontiers in Medicine, 5, 30.

Cumaoglu, A. Rackova, L. Stefek, M. Kartal, M. Maechler, P. ve
Karasu, C. (2011). Effects of olive leaf polyphenols against H,O, toxicity
in insulin secreting p-cells. Acta Biochimica Polonica, 58.

Cumaoglu, A. Ari, N. Kartal, M. ve Karasu, C. (2011). Polyphenolic
extracts from Olea europea L. protect against cytokine-induced [3-cell
damage through maintenance of redox homeostasis. Rejuvenation
Research, 14, 325-334.

Bali, E.B. Ergin, V. Rackova, L. Bayraktar, O. Kuglkboyaci, N. ve
Karasu, C. (2014). Olive leaf extracts protect cardiomyocytes against 4-
hydroxynonenal-induced toxicity in vitro: comparison with oleuropein,
hydroxytyrosol, and quercetin. Planta Medica, 80, 984-992.

Beriault, D.R. ve Werstuck, G.H. (2013). Detection and quantification of
endoplasmic reticulum stress in living cells using the fluorescent
compound, Thioflavin T. 1833, 2293-2301.

Walsh, D.M. Thulin, E. Minogue, A.M. Gustavsson, N. Pang, E. Teplow,
D.B. ve Linse, S. (2009). A facile method for expression and purification
of the Alzheimer's disease-associated amyloid B-peptide. Federation of
European Biochemical Societiesis Journal, 276, 1266-1281.

Maezawa, I. Hong, H.-S. Liu, R. Wu, C.-Y. Cheng, R.H. Kung, M.-P.
Kung, H.F. Lam, K.S. Oddo, S. Laferla, F.M. ve Jin, L.-W. (2007).
Congo red and thioflavin-T analogs detect AR oligomers. Journal of
Neurochemistry, 0, 071024001227002.

Elmazoglu, Z. Ergin, V. Sahin, E. Kayhan, H. ve Karasu, C. (2017).
Oleuropein and rutin protect against 6-OHDA-induced neurotoxicity in
PC12 cells through modulation of mitochondrial function and unfolded
protein response. Interdisciplinary Toxicology, 10, 129-141.

Guo, Y. Yu, W. Sun, D. Wang, J. Li, C. Zhang, R. Babcock, S.A. Li, Y.
Liu, M. ve Ma, M. (2015). A novel protective mechanism for mitochondrial
aldehyde dehydrogenase (ALDH2) in type i diabetes-induced cardiac
dysfunction: role of AMPK-regulated autophagy. Biochimica et Biophysica
Acta (BBA)-Molecular Basis of Disease, 1852, 319-331.

Tsai, C.-Y. Wang, C.-C. Lai, T.-Y. Tsu, H.-N. Wang, C.-H. Liang, H.-Y.
ve Kuo, W.-W. (2013). Antioxidant effects of diallyl trisulfide on high
glucose-induced apoptosis are mediated by the PI3K/Akt-dependent
activation of Nrf2 in cardiomyocytes. International Journal of Cardiology,
168, 1286-1297.

Kandimalla, R. Thirumala, V. ve Reddy, P.H. (2017). Is Alzheimer's
disease a type 3 diabetes? A critical appraisal. Biochimica et Biophysica
Acta (BBA)-Molecular Basis of Disease, 1863, 1078-1089.



120

299.

300.

301.

302.

303.

304.

305.

306.

307.

308.

3009.

Koppensteiner, P. Trinchese, F. Fa, M. Puzzo, D. Gulisano, W. Yan, S.
Poussin, A. Liu, S. Orozco, |I. Dale, E. Teich, A.F. Palmeri, A. Ninan, I.
Boehm, S. ve Arancio, O. (2016). Time-dependent reversal of synaptic
plasticity induced by physiological concentrations of oligomeric AB42: an
early index of Alzheimer's disease. Scientific Reports, 6, 32553-32553.

Tackenberg, C. ve Nitsch, R.M. (2019). The secreted APP ectodomain
sAPPa, but not sAPPf, protects neurons against AR oligomer-induced
dendritic spine loss and increased tau phosphorylation. Molecular Brain,
12.

Bongarzone, S. Savickas, V. Luzi, F. ve Gee, A.D. (2017). Targeting the
Receptor for Advanced Glycation Endproducts (RAGE): A Medicinal
Chemistry Perspective. Journal of Medicinal Chemistry, 60, 7213-7232.

Ren, X. Wang, N.-N. Qi, H. Qiu, Y.-Y. Zhang, C.-H. Brown, E. Kong, H.
ve Kong, L. (2018). Up-Regulation Thioredoxin Inhibits Advanced
Glycation End Products-Induced Neurodegeneration. Cellular Physiology
and Biochemistry, 50, 1673-1686.

Chen, Y. Cao, C.-P. Li, C.-R. Wang, W. Zhang, D. Han, L.-L. Zhang,
X.-Q. Kim, A. Kim, S. ve Liu, G.-L. (2010). Ghrelin Modulates Insulin
Sensitivity and Tau Phosphorylation in  High Glucose-Induced
Hippocampal Neurons. Biological & Pharmaceutical Bulletin. 33, 1165-
1169.

Gaspar, J.M. Castilho, A. Baptista, F.Il. Liberal, J. ve Ambrésio, A.F.
(2010). Long-term exposure to high glucose induces changes in the
content and distribution of some exocytotic proteins in cultured
hippocampal neurons. Neuroscience, 171, 981-992.

Liu, J. Wang, Y.-H. Li, W. Liu, L. Yang, H. Meng, P. ve Han, Y.-S.
(2019). Structural and functional damage to the hippocampal
neurovascular unit in diabetes-related depression. Neural Regeneration
Research, 14, 289-297.

Liu, D. Zhang, H. Gu, W. ve Zhang, M. (2014). Effects of exposure to
high glucose on primary cultured hippocampal neurons: involvement of
intracellular ROS accumulation. Neurological sciences : official journal of
the Italian Neurological Society and of the Italian Society of Clinical
Neurophysiology, 35, 831-837.

Wang, Q. Zhou, J.-L. Wang, H. Ju, Q. Ding, Z. Zhou, X.-L. Ge, X. Shi,
Q.-M. Pan, C. Zhang, J.-P. Zhang, M.-R. Yu, H.-M. ve Xu, L.-C. (2016).
Inhibition effect of cypermethrin mediated by co-regulators SRC-1 and
SMRT in interleukin-6-induced androgen receptor activation.
Chemosphere, 158, 24-29.

Hamidi, H. Lilja, J. ve Ivaska, J. (2017). Using XCELLigence RTCA
Instrument to Measure Cell Adhesion. Bio-protocol, 7, e2646.

Diizgiin, S.A. Yerlikaya, A. Zeren, S. Bayhan, Z. Okur, E. ve Boyaci, .
(2017). Differential effects of p38 MAP kinase inhibitors SB203580 and
SB202190 on growth and migration of human MDA-MB-231 cancer cell
line. Cytotechnology, 69, 711-724.



310.

311.

312.

313.

314.

315.

316.

317.

318.

319.

320.

121

Maciejczyk, M. Zebrowska, E. ve Chabowski, A. (2019). Insulin
Resistance and Oxidative Stress in the Brain: What's New? International
Journal of Molecular Sciences, 20, 874.

Nakabeppu, Y., (2019). Molecular Pathophysiology of Insulin Depletion,
Mitochondrial Dysfunction, and Oxidative Stress in Alzheimer's Disease
Brain. Y. Nakabeppu ve Ninomiya, T. Advances in Experimental Medicine
and Biology Springer, Singapore, 27-44

Dagon, Y. Avraham, Y. Link, G. Zolotarev, O. Mechoulam, R. ve Berry,
E.M. (2007). The synthetic cannabinoid HU-210 attenuates neural
damage in diabetic mice and hyperglycemic pheochromocytoma PC12
cells. Neurobiology of Disease, 27, 174-181.

Zorzenon, M.R.T. Santiago, A.N. Mori, M.A. Piovan, S. Jansen, C.A.
Perina Padilha, M.E. Ciotta, S.R. Cezar de Freitas Mathias, P.
Guimaraes, F.S. Weffort de Oliveira, R.M. Milani, P.G. ve Mareze-Costa,
C.E. (2019). Cannabidiol improves metabolic dysfunction in middle-aged
diabetic rats submitted to a chronic cerebral hypoperfusion. Chemico-
Biological Interactions, 312, 108819-108819.

Park, H.R. Kim, J.-Y. Park, K.-Y. ve Lee, J. (2011). Lipotoxicity of
palmitic Acid on neural progenitor cells and hippocampal neurogenesis.
Toxicological Research, 27, 103-110.

Yuan, Q. Zhao, S. Wang, F. Zhang, H. Chen, Z.-J. Wang, J. Wang, Z.
Du, Z. Ling, E.-A. Liu, Q. ve Hao, A. (2013). Palmitic acid increases
apoptosis of neural stem cells via activating c-Jun N-terminal kinase. Stem
Cell Research, 10, 257-266.

Wang, Z. Liu, D. Zhang, Q. Wang, J. Zhan, J. Xian, X. Du, Z. Wang,
X.ve Hao, A. (2014). Palmitic acid affects proliferation and differentiation
of neural stem cells in vitro. Journal Of Neuroscience Research, 92, 574-
586.

Miao, X.-Y. Gu, Z.-Y. Liu, P. Hu, Y. Li, L. Gong, Y.-P. Shu, H. Liu, Y.
ve Li, C.-L. (2013). The human glucagon-like peptide-1 analogue
liraglutide regulates pancreatic beta-cell proliferation and apoptosis via an
AMPK/mTOR/P70S6K signaling pathway. Peptides, 39, 71-79.

Lenin, R. Maria, M.S. Agrawal, M. Balasubramanyam, J. Mohan, V. ve
Balasubramanyam, M. (2012). Amelioration of glucolipotoxicity-induced
endoplasmic reticulum stress by a “chemical chaperone” in human THP-1
monocytes. Experimental Diabetes Research, 2012.

Guo, J. Li, C. Yang, C. Li, B. Wei, J. Lin, Y. Ye, P. Hu, G.ve Li, J.
(2018). Liraglutide reduces hepatic glucolipotoxicity-induced liver cell
apoptosis through NRF2 signaling in Zucker diabetic fatty rats. Molecular
Medicine Reports, 17, 8316-8324.

Chen, S. An, F.-M. Yin, L. Liu, A.-r. Yin, D.-k. ve Yao, W.-B. (2014).
Glucagon-like peptide-1 protects hippocampal neurons against advanced
glycation end product-induced tau hyperphosphorylation. Neuroscience,
256, 137-146.



122

321.

322.

323.

324.

325.

326.

327.

328.

329.

330.

331.

Benoit, S.C. Kemp, C.J. Elias, C.F. Abplanalp, W. Herman, J.P.
Migrenne, S. Lefevre, A.-L. Cruciani-Guglielmacci, C. Magnan, C. Yu, F.
Niswender, K. Irani, B.G. Holland, W.L. ve Clegg, D.J. (2009). Palmitic
acid mediates hypothalamic insulin resistance by altering PKC-0
subcellular localization in rodents. The Journal of Clinical Investigation,
119, 2577-2589.

Kim, J.Y. Lee, H.J. Lee, S.-J. Jung, Y.H. Yoo, D.Y. Hwang, I.K. Seong,
J.K. Ryu, JM. ve Han, HJ. (2017). Palmitic Acid-BSA enhances
Amyloid-f3 production through GPR40-mediated dual pathways in neuronal
cells: Involvement of the Akt/mTOR/HIF-1a and Akt/NF-kB pathways.
Scientific reports, 7, 1-16.

Martins, 1.J. (2018). Inactivation of endoplasmic reticulum stress and the
prevention of neurodegenerative diseases. Research & Reviews:
Neuroscience, 2(2), 22-25.

Harvey, B.S. Ohlsson, K.S. Maag, J.L. Musgrave, I.F. ve Smid, S.D.
(2012). Contrasting protective effects of cannabinoids against oxidative
stress and amyloid-B evoked neurotoxicity in vitro. Neurotoxicology, 33,
138-146.

Milton, N.G. (2002). Anandamide and noladin ether prevent neurotoxicity
of the human amyloid-f3 peptide. Neuroscience letters, 332, 127-130.

Twitchell, W. Brown, S. ve Mackie, K. (1997). Cannabinoids Inhibit N-
and P/Q-Type Calcium Channels in Cultured Rat Hippocampal Neurons.
Journal of Neurophysiology, 78, 43-50.

Haghani, M. Shabani, M. Javan, M. Motamedi, F. ve Janahmadi, M.
(2012). CB1 Cannabinoid Receptor Activation Rescues Amyloid p-Induced
Alterations in Behaviour and Intrinsic Electrophysiological Properties of Rat
Hippocampal CA1 Pyramidal Neurones. Cellular Physiology and
Biochemistry, 29, 391-406.

Chen, X. Zhang, J. ve Chen, C. (2011). Endocannabinoid 2-
arachidonoylglycerol protects neurons against -amyloid insults.
Neuroscience, 178, 159-168.

Huber, C.M. Yee, C. May, T. Dhanala, A. ve Mitchell, C.S. (2018).
Cognitive decline in preclinical Alzheimer’s disease: amyloid-beta versus
tauopathy. Journal of Alzheimer's disease, 61, 265-281.

Li, Z.-g. Zhang, W. ve Sima, A.A. (2007). Alzheimer-like changes in rat
models of spontaneous diabetes. Diabetes, 56, 1817-1824.

Kotlar, I. Rangel-Lopez, E. Colonnello, A. Aguilera-Portillo, G. Serratos,
I.N. Galvan-Arzate, S. Pedraza-Chaverri, J. Tunez, I. Waijner, M. ve
Santamaria, A. (2019). Anandamide reduces the toxic synergism exerted
by quinolinic acid and glutaric acid in rat brain neuronal cells.
Neuroscience, 401, 84-95.



332.

333.

334.

335.

336.

337.

338.

339.

340.

341.

342.

123

Maya-Lopez, M. Rubio-Lépez, L.C. Rodriguez-Alvarez, I.V. Ordufo-
Piceno, J. Flores-Valdivia, Y. Colonnello, A. Rangel-Lopez, E. Tunez, I.
Prospéro-Garcia, O. ve Santamaria, A. (2020). A cannabinoid receptor-
mediated mechanism participates in the neuroprotective effects of
oleamide against excitotoxic damage in rat brain synaptosomes and
cortical slices. Neurotoxicity Research, 37, 126-135.

Aguilera-Portillo, G. Rangel-Lépez, E. Villeda-Hernandez, J. Chavarria,
A. Castellanos, P. Elmazoglu, Z. Karasu, C. Tunez, |. Pedraza, G.
Konigsberg, M. ve Santamaria, A. (2019). The Pharmacological Inhibition
of Fatty Acid Amide Hydrolase Prevents Excitotoxic Damage in the Rat
Striatum: Possible Involvement of CB1 Receptors Regulation. Molecular
Neurobiology, 56, 844-856.

Rangel-Lopez, E. Colin-Gonzalez, A.L. Paz-Loyola, A.L. Pinzon, E.
Torres, I. Serratos, I.N. Castellanos, P. Wajner, M. Souza, D.O. ve
Santamaria, A. (2015). Cannabinoid receptor agonists reduce the short-
term mitochondrial dysfunction and oxidative stress linked to excitotoxicity
in the rat brain. Neuroscience, 285, 97-106.

Janefjord, E. Maag, J.L.V. Harvey, B.S. ve Smid, S.D. (2014).
Cannabinoid Effects on B Amyloid Fibril and Aggregate Formation,
Neuronal and Microglial-Activated Neurotoxicity In Vitro. Cellular and
Molecular Neurobiology, 34, 31-42.

Chen, X. Zhang, J. ve Chen, C. (2011). Endocannabinoid 2-
arachidonoylglycerol protects neurons against -amyloid insults.
Neuroscience, 178, 159-168.

Ding, H. Wang, H. Zhao, Y. Sun, D. ve Zhai, X. (2015). Protective
effects of baicalin on AB 1-42-induced learning and memory deficit,
oxidative stress, and apoptosis in rat. Cellular And Molecular
Neurobiology, 35, 623-632.

Xu, P.-x. Wang, S.-w. Yu, X.-l. Su, Y.-. Wang, T. Zhou, W.-w. Zhang,
H. Wang, Y.-j. ve Liu, R.-t. (2014). Rutin improves spatial memory in
Alzheimer's disease transgenic mice by reducing AB oligomer level and
attenuating oxidative stress and neuroinflammation. Behavioural Brain
Research, 264, 173-180.

Akhter, F. Chen, D. Yan, S.F. ve Yan, S., (2017). Mitochondrial
perturbation in Alzheimer's disease and diabetes. (editorler). Progress In
Molecular Biology and Translational Science. Elsevier, 341-361

Rose, J. Brian, C. Woods, J. Pappa, A. Panayiotidis, M.I. Powers, R. ve
Franco, R. (2017). Mitochondrial dysfunction in glial cells: Implications for
neuronal homeostasis and survival. Toxicology, 391, 109-115.

Cenini, G. ve Voos, W. (2019). Mitochondria as Potential Targets in
Alzheimer Disease Therapy: An Update. Frontiers in Pharmacology, 10.

Chang, C.-Y. Liang, M.-Z. ve Chen, L. (2019). Current progress of
mitochondrial transplantation that promotes neuronal regeneration.
Translational Neurodegeneration, 8, 17.



124

343.

344.

345.

346.

347.

348.

349.

350.

351.

352.

Liu, Z. Ma, C. Zhao, W. Zhang, Q. Xu, R. Zhang, H. Lei, H. ve Xu, S.
(2017). High Glucose Enhances Isoflurane-Induced Neurotoxicity by
Regulating TRPC-Dependent Calcium Influx. Neurochemical Research,
42,1165-1178.

Yang, Y. Fan, C. Wang, B. Ma, Z. Wang, D. Gong, B. Di, S. Jiang, S.
Li, Y. Li, T. Yang, Z. ve Luo, E. (2017). Pterostilbene attenuates high
glucose-induced oxidative injury in hippocampal neuronal cells by
activating nuclear factor erythroid 2-related factor 2. Biochimica et
Biophysica Acta (BBA) - Molecular Basis of Disease, 1863, 827-837.

Ryan, D. Drysdale, A.J. Lafourcade, C. Pertwee, R.G. ve Platt, B.
(2009). Cannabidiol Targets Mitochondria to Regulate Intracellular Ca2+
Levels. Journal of Neuroscience, 29, 2053-2063.

Wang, D.-P. Lv, Q.-L. Lin, Q. Kang, K. Jin, K.-Y. ve Hai, J. (2019). The
Cannabinoid Receptor Agonist WIN55,212-2 Ameliorates Hippocampal
Neuronal Damage After Chronic Cerebral Hypoperfusion Possibly Through
Inhibiting Oxidative Stress and ASK1-p38 Signaling. Neurotoxicity
Research, 10.1007/s12640-019-00141-8.

Akhtar, M\W. Sanz-Blasco, S. Dolatabadi, N. Parker, J. Chon, K. Lee,
M.S. Soussou, W. McKercher, S.R. Ambasudhan, R. Nakamura, T. ve
Lipton, S.A. (2016). Elevated glucose and oligomeric B-amyloid disrupt
synapses via a common pathway of aberrant protein S-nitrosylation.
Nature Communications, 7, 10242.

Blanco Calvo, E. Rodriguez de Fonseca, F. Rivera, P. Suarez, J.
Bindila, L. Alén, F. Rubio, L. Vargas, A. Pavon, F.J. ve Serrano, A.
(2015). Pharmacological activation of CB2 receptors counteracts the
deleterious effect of ethanol on cell proliferation in the main neurogenic
zones of the adult rat brain. Cellular Neuroscience, 2015, vol. 9, num. 379,
p. 1-14.

Li, H. Wood, J.T. Whitten, K.M. Vadivel, S.K. Seng, S. Makriyannis, A.
ve Avraham, H.K. (2013). Inhibition of fatty acid amide hydrolase
activates Nrf2 signalling and induces heme oxygenase 1 transcription in
breast cancer cells. British Journal of Pharmacology, 170, 489-505.

Juknat, A. Pietr, M. Kozela, E. Rimmerman, N. Levy, R. Gao, F.
Coppola, G. Geschwind, D. ve Vogel, Z. (2013). Microarray and pathway
analysis reveal distinct mechanisms underlying cannabinoid-mediated
modulation of LPS-induced activation of BV-2 microglial cells. Public
Library Of Science One, 8.

Pu, D. Zhao, Y. Chen, J. Lv, A. Zhu, S. Luo, C. Zhao, K. ve Xiao, Q.
(2018). Protective effects of sulforaphane on cognitive impairments and
AD-like lesions in diabetic mice are associated with the upregulation of
Nrf2 transcription activity. Neuroscience, 381, 35-45.

Negi, G. Kumar, A. ve S Sharma, S. (2011). Nrf2 and NF-kB modulation
by sulforaphane counteracts multiple manifestations of diabetic neuropathy
in rats and high glucose-induced changes. Current Neurovascular
Research, 8, 294-304.



125

353. Zhao, J. Liu, L. Li, X. Zhang, L. Lv, J. Guo, X. Chen, H. ve Zhao, T.
(2019). Neuroprotective effects of an Nrf2 agonist on high glucose-induced
damage in HT22 cells. Biological Research, 52.

354. Melas, P.A. Quist, J.S. Deidda, M. Upreti, C. Wei, Y.B. Sanna, F.
Fratta, W. Scherma, M. Fadda, P. Kandel, D.B. ve Kandel, E.R. (2018).
Cannabinoid Modulation of Eukaryotic Initiation Factors (elF2a and
elF2B1) and Behavioral Cross-Sensitization to Cocaine in Adolescent
Rats. Cell Reports, 22, 2909-2923.

355. Wek, R.C. Jiang, H.Y. ve Anthony, T.G. (2006). Coping with stress: elF2
kinases and translational control. Biochemical Society Transactions, 34, 7-
11.

356. Choy, Meng S. Yusoff, P. Lee, Irene C. Newton, Jocelyn C. Goh,
Catherine W. Page, R. Shenolikar, S. ve Peti, W. (2015). Structural and
Functional Analysis of the GADD34:PP1 elF2a Phosphatase. Cell
Reports, 11, 1885-1891.

357. Kida, S. ve Serita, T. (2014). Functional roles of CREB as a positive
regulator in the formation and enhancement of memory. Brain Research
Bulletin, 105, 17-24.

358. Murphy, K.E. ve Park, J.J. (2017). Can co-activation of Nrf2 and
neurotrophic signaling pathway slow Alzheimer's disease? International
Journal of Molecular Sciences, 18, 1168.



126



127

EKLER



128

EK-1. DM-AH modelinde intrinsik antioksidan enzim aktiviteleri
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Sekil 1.1. DM-AH modelinde primer hipokampal hicrelere 25 mM glukoz (LG),
150 mM glukoz (HG), LG+ 500 nM Ap1-42 veya HG+AB1-42
uygulanmasi sonucu superoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT),
glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyn reduktaz (GRx) aktivitelerinde
meydana gelen degisim (n=2). *p < 0.05, **p < 0.01, ¥p < 0.001, ¢ozlicl
verilmis kontrol grubuna goére (Kruskal Wallis post hoc Dunn’s testi)
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EK-2. DM-AH modelinde oksidatif/nitrozatif stres ileri son Grlnlerinin dlzeyleri
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Sekil 2.1. DM-AH modelinde primer hipokampal hicrelere 25 mM glukoz (LG),

150 mM glukoz (HG),
uygulanmasi

sonucu ileri

LG+ 500 nM Ap1-42 veya HG+AB1-42
glikasyon

son uruna (AGE), ileri

lipooksidasyon son urunu 4-hidoksi-2-nonenal (HNE), 3-nitrotirozin (3-
NT) diuzeylerinde meydana gelen degisim (n=2). *p < 0.05, **p < 0.01,
Ip < 0.001, ¢bzlcu verilmis kontrol grubuna goére (Kruskal Wallis post
hoc Dunn’s testi)
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EK-3. DM-AH modelinde inflamatuvar belirteclerin dizeyleri
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Sekil 3.1. DM-AH modelinde primer hipokampal hicrelere 25 mM glukoz (LG),
150 mM glukoz (HG), LG+ 500 nM Ap1-42 veya HG+AB1-42
uygulanmasi sonucu induklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS), interldkin
1 beta (IL-1B) ve tumor nekrozis faktor (Tnf-a) diuzeylerinde meydana
gelen degisim (n=2). *p < 0.05, **p < 0.01, ¥p < 0.001, ¢bzlcu verilmis
kontrol grubuna gore (Kruskal Wallis post hoc Dunn’s testi)
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