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ÖZET 

Alzheimer hastalığı (AH) çok yönlü nörodejeneratif bir bozukluk olup, çoğunlukla 
nörofibriler yumak ve senil plakların eşlik ettiği beyin hasarı ile karakterizedir. Yapılan 
çalışmalar hipergliseminin oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon, inflamasyon ve 
eksitotoksisitenin AH’nın başlaması ve ilerlemesine aracılık ettiğini göstermiştir. 
Günümüzdeki tedavi rejimleri, AH’da görev alan çoklu mekanizmaları 
baskılayamamaktadır. Endokannabinoid sistem, nöronal plastisiste, nöroinflamasyon, 
nörodejenerasyon, sirkadyan ritim ve redoks homeostazı gibi birçok fizyolojik süreçte 
görev almaktadır ve AH patogenezine karşı etkili olabileceği bildirilmiştir. Bu nedenle, bu 
tez çalışmasında endokannabinoid araşidoniletanolamid (AEA) ve 2-araşidonilgliserol (2-
AG), sentetik kannabinoid CP 55940 ve WIN 55,212-2 ve yağ asidi amid hidrolaz (FAAH) 
enzim inhibitörü URB 597 bileşiklerinin, primer hipokampal nöronlarında hiperglisemi ve 
oligomerik amiloid beta peptid (Aβ1-42) ile oluşturulan nörotoksik modeldeki nöroprotektif 
özellikleri araştırılmıştır. Bu amaçla, hücreler artan konsantrasyonlarda (1 nM- 1 μM) 
kannabinomimetiklerle 6 saat boyunca muamele edildikten sonra 150 mM GLU (24 saat) 
ve takiben 500 nM Aβ1-42 (24 saat) ile inkübe edilmiştir. Hücre canlılığı, hücre içi reaktif 
oksijen türevleri (ROS), Aβ düzeyleri, mitokondri membran potansiyeli (ΔΨm), antioksidan 
enzim aktiviteleri (SOD, CAT, GPx, GRx), oksidatif-nitrozatif stres son ürünleri (AGE, HNE 
ve 3-NT), inflamatuvar belirteçler (iNOS, IL-1β ve TNF-α) ve antioksidan (p-Nrf2), 
nörogenez (p-CREB) ve metabolik (p-GSK3β) proteinlerin düzeyleri ölçülmüştür. 
Kannabinomimetikler Aβ seviyelerini, oksidatif-nitrozatif stres son ürünlerini ve inflamuvar 
belirteçlerin düzeylerini azaltırken, hücre canlılığını, ΔΨm ve antioksidan enzim 
aktivitelerini artırmakta, ayrıca p-GSK3β, p-Nrf2 ve p-CREB protein düzeylerinde artış 
meydana getirmektedirler. Bulgularımız, kannabinoid türevlerinin antioksidan, anti-
inflamatuvar ve nöroprotektif etkilerinden dolayı hipergliseminin eşlik ettiği AH’da 
potansiyel terapötik ajanlar olabileceğini göstermiştir. 
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EVALUATION THE ROLE OF ENDOCANNABINOID SYSTEM IN GLUCO-

LIPOTOXICITY INDUCED, AMYLOID- β MEDIATED NEURODEGENERATION 

(Ph. D. Thesis) 
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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 β peptide (Aβ1-42) neurotoxic model in primary 
hippocampal neurons. For the experiments, cells were treated with the cannabinoid 
agents at growing concentrations (1 nM to 1 μM) for 6 h, and then co-treated with 150 mM 
GLU (24 h), followed by incubation with 500 nM Aβ1-42 (24 h). Cell viability/survival, 
intracellular levels of reactive oxygen species (ROS), Aβ mitochondria membrane 
potential (ΔΨm), antioxidant enzyme (SOD, CAT, GPx and GRx) activities, biological 
products of oxidative-nitrosative stress (AGE and HNE adducts and 3-NT), and endpoints 
of inflammatory responses (iNOS, IL-1β and TNF-α) and antioxidant (p-Nrf2), 
neurogenetic (p-CREB) and metabolic (p-GSK3β) protein levels were all quantified. 
Cannabinomimetics were able to reduce oxidative-nitrosative endpoints and inflammatory 
markers in a differential manner and promote cell viability, ΔΨm, antioxidant enzyme 
capacity. Morever, p-Nrf2, p-CREB and p-GSK3β 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. 
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1. GİRİŞ 

 

Dünya nüfusunun yaşlanmasıyla giderek artan sıklıkta tanı konulan ve toplumsal 

sağlık sorunu haline gelen Alzheimer hastalığı (AH), ilerleyici hafıza kaybını 

takiben, kişilik ve davranış bozukluğu gibi nöropsikiyatrik bozuklukların eşlik ettiği 

nörodejeneratif bir hastalıktır [1]. AH dünya genelinde yaklaşık 24 milyon insanın 

doğrudan etkilendiği bir hastalık olması nedeniyle önemli bir sağlık problemi olarak 

sayılmaktadır [2]. AH’nın patogenezi kesin olarak aydınlatılamamış olsa da, 

ekstraselüler amiloid beta (Aβ) peptidlerinin birikmesi, tau hiperfosforilasyonuna 

bağlı olarak nörofibriler yumakların intraselüler yerleşimi, yaygın nöronal hücre 

kaybı, nöroinflamasyon ve oksidatif stres ile karakterize bir hastalık olarak 

karşımıza çıkmaktadır [3, 4].  

 

AH’nın tedavisinde Amerikan Besin ve İlaç İdaresi (FDA) tarafından onaylanmış 

dört ilaç bulunmaktadır. Bu ilaçların üçü kolinesteraz inhibitörleri (donezepil, 

rivastigmin ve galantamin) ve diğeri de yarışmasız NMDAR inhibitörü olan 

memantin’dir. Klinikte kullanılan bu ajanlar hastalığın progresyonunu baskılayarak, 

semptomatik etki gösterirken kognitif fonksiyonlarda radikal bir değişiklik meydana 

getirememektedir [5]. 

 

Son yıllarda yapılan çalışmalar, kronik hiperglisemi, hiperlipidemi, insulin rezistansı 

ve oksidatif stres gibi patofizyolojik komplikasyonlarla karakterize Diabetes mellitus 

(DM) olgularında, hipokampal nöronlarda ve kognitif fonksiyonlarda azalma 

meydana geldiği gösterilmiş [6, 7] ve DM’nin, AH’nın oluşumu veya 

progresyonunda bir risk faktörü olduğu sonucuna varılmıştır [8]. Ayrıca DM ve 

AH’nın patogenezlerinde oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon, inflamasyon, 

hücre içi yüksek Ca2+ seviyeleri gibi birçok ortak yolağın bulunması iki hastalığın 

birbiriyle doğrudan ilişkili olduğunu göstermektedir [9]. DM-AH olgularında, 

hiperglisemiye bağlı olarak hücresel redoks homeostazın bozulması, toksik reaktif 

oksijen metabolitlerinin, ileri glikolipooksidasyon ürünlerinin (AGEs/ALEs) ve 

bunların proteinler ile yaptıkları komplekslerin (AGEs/ALEs-protein eklentileri) 

üretiminin artmasına neden olmaktadır [10, 11]. Bunun sonucunda Aβ agregatların 

oluşması ve birikmesi, tau proteinin hiperfosforilasyonu gerçekleşmektedir [12-14]. 
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Ayrıca, hiperglisemik ortam beyinde nöroinflamatuvar yanıtın oluşmasına ve 

mitokondriyal disfonksiyona aracılık etmektedir [15, 16].  

 

AH ve DM arasındaki ilişkinin kısmen aydınlatılmış olması ve hastalığın kompleks 

hücresel patogenezi, in vitro veya in vivo modellerin yetersiz kalması, tasarlanan 

ilacın beyin dokusuna hedeflendirilememesi, uygun ilaç taşıyıcı sistemlerin 

seçilememesi, kan-beyin bariyer engeli, kullanılan ilacın moleküler düzeyde 

selektif olmaması veya sadece semptomları gidermeye yönelik olması gibi birçok 

sorun nedeniyle gerek AH gerekse DM-AH olgularında radikal tedaviye 

ulaşılamamıştır. Bu nedenle, semptomatik tedavi yerine, patogenezde görev alan 

yolakları birden fazla mekanizma ile inhibe edebilen, sinaptik disfonksiyon, 

nöroinflamasyon, oksidatif/nitrozatif stres ve nöronal kaybı baskılayarak rejeneratif 

mekanizmaları uyarabilecek etkiye sahip ajanlara ihtiyaç duyulmaktadır.  

 

Son yıllarda yapılan çalışmalarla, endokannabinoid sistem (EKS) ve 

düzenleyicilerinin nörodejeneratif hastalıklarda protektif etkilerinin olduğu 

bilinmektedir. Endokannabinoid sistem ve modülatörlerinin, periferik ve merkezi 

sinir sisteminde (MSS) birçok patolojik ve fizyolojik fonksiyonlarda görev 

almaktadır [17]. MSS’de nöronal plastisiste, nöroinflamasyon, nörodejenerasyon, 

sirkadyan ritim ve redoks homeostazındaki rollerinin aydınlatılması ile kannabinoid 

sistem düzenleyicilerinin AH’da potansiyel terapötik etkilerinin olabileceği 

görüşünü ortaya çıkarmıştır [18, 19].  

 

Günümüzde, nörodejeneratif hastalıkların patogenezinden sorumlu 

mekanizmalarının araştırılmasına yönelik çalışmalarda genellikle benzer yolaklar 

üzerine odaklanılmış, buna karşın birçok mekanizma ile ilişkili olan redoks strese 

bağlı dejeneratif yolakların araştırılması ve bu yolakların hedeflenerek patolojinin 

önlenmesine yönelik araştırmalar üzerinde yeterince durulmamıştır. Ayrıca, birbiri 

ile ilişkili olan DM ve AH gibi patolojilerde iki patogenezi de eş zamanlı taklit 

edecek in vitro modellerin kısıtlı olması ile yeni modellerin oluşturulması gerekliliği 

ortaya çıkmaktadır.  

 

Bu bilgiler doğrultusunda çalışmamızda DM ve AH arasındaki ilişkiyi 

değerlendirmek üzere primer hipokampal nöron hücre kültürlerinde 
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oksidatif/nitrozatif stres, nöroinflamasyon ve mitokondriyal disfonksiyonun eşlik 

ettiği glukolipotoksisite ve Aβ aracılı in vitro DM-AH oluşturulması ve 

karakterizasyonu amaçlanmıştır. 

 

Oluşuturulan DM-AH modelinde, 1) endokannabinoid grubu bileşikler olan 

anandamid (AEA) ve 2-araşidonilgliserol (2-AG), sentetik kannabinoid reseptör 

agonistleri WIN 55,212-2 ve CP 55,940, ve endokannabinoid sistem modülatörü 

olan URB-597 bileşiğininin potansiyel nöroprotektif etki ve etki mekanizmalarının 

araştırılması, 2) endokannabinoid sistem-redoks modülasyon-nöroinflamasyon 

ekseninde DM-AH’nı modifiye edecek terapötik bir yaklaşım sağlanması, 3) 

inflamatuvar nörodejenerasyonda kannabinoid sistemin rolünün aydınlatılması 

amaçlanmıştır.  

 

Bu tez çalışması, kannabinoid reseptölerinin stimülasyonu ile oluşan potansiyel 

nöroprotektif etki, redoks strese verilen yanıtın, oksidatif/nitrozatif süreçlerin ve 

redoks modülatör proteinlerin detayları ile araştırılacak olması, ayrıca farklı 

gruptan kannabinoid bileşiklerinin oluşturacağı etkinin reseptör bağımlı olup 

olmadığının ve bu etkiye antioksidan mekanizmaların aracılık edip etmediğinin 

belirlenmesi, kannabinoid türevi bileşiklerin diğer nörodejeneratif patogenezlerdeki 

davranışlarına ışık tutacak ve bilgi üretecektir 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Alzheimer Hastalığı 

 

Alzheimer Hastalığı (AH) geri dönüşsüz progresif bir nörolojik bozukluk olup hafıza 

kaybı, sebep-sonuç ilişkilendirmesinde gecikme, bilişsel ve davranışsal anomaliler 

ile karakterize edilmektedir [20, 21]. Fiziksel ve mental sağlığı ciddi şekilde 

etkileyen AH için yaşlanma en önemli risk faktörü olarak gösterilmekte ve 65 yaş 

üstü bireylerdeki insidansı her 5 yıllık periyotlarda iki katına kadar çıkabilmektedir 

[22]. 

 

AH’nın patolojik özellikleri ilk defa Alois Alzheimer tarafından 1906 yılında “37th 

Southwestern German Psychiatrists” toplantısında sunulmuştur. Alois Alzheimer’ın 

bu çalışmasından dolayı çalışma arkadaşı Emil Kraepelin tarafından bu hastalığa 

Alzheimer adı 1910 yılında verilmiştir [23]. 1963 yılına kadar geçen süre sonunda 

Robert Terry ve Michael Kidd adlı araştırmacılar, Alzheimer hastalarından alınan 

beyin biyopsilerinde elektron mikroskopi yöntemi kullanarak yaptıkları analizler 

sonucunda nörofibriler yumakların (NFY) varlığını göstermeleriyle [24], bu 

hastalığın patogenezinde görev alan mekanizmaların ve bu hastalığa karşı 

ilaçların geliştirilmesi için gerekli çalışmalar hız kazanmıştır [25]. 

 

Yaşlı populasyonda yaygın olarak görülen AH, demans olgularının, %50-80 gibi 

yüksek bir oranını oluşturmaktadır [26]. Bu nedenle günümüzde Dünya Sağlık 

Örgütü (DSÖ) tarafından insan sağlığını etkileyen öncelikli sorunlar arasında yer 

almaktadır. Dünya genelinde 50 milyona yakın insanın etkilendiği ve 30 yıl 

içerisinde bu sayının 3 katına çıkacağı öngörülmekle birlikte 65 yaş üstü bireylerde 

% 10 ve 85 yaş üstü bireylerde ise bu oranın % 30 üzerinde olduğu bildirilmiştir 

[27].  

 

AH, klinik açıdan incelendiğinde, sporadik ve ailesel AH olarak ikiye ayrılmaktadır 

[28]. Sporadik olgular AH teşhisi konulan bireylerin büyük bir kısmını (%90-95) 

oluşturmaktadır [29, 30]. Sporadik AH, 65 yaş üstü bireylerde geç-başlangıçlı AH 

(GBAH); 65 yaş öncesi bireylerde ise erken-başlangıçlı AH (EBAH) olarak 
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tanımlanmaktadır [31]. Ancak iki olgunun klinik seyrinin ve son evre patolojik 

bulgularının benzer olması yaş dışında ayırıcı bir faktörün olmadığını 

göstermektedir [32]. Son yıllarda yapılan çalışmalar, sporadik AH’na bağlı 

morbiditenin %71 oranında arttığını ve bu artışın inme (%23), kardiyovasküler 

hastalıklar (%14) veya prostat kanseri (%11) gibi diğer patolojilerle 

kıyaslandığında dramatik boyutlarda olduğunu göstermiştir [33]. AH’nın %1-2’lik 

kısmını oluşturan ailesel AH ise kalıtsal olarak aktarılan otozomal dominant AH 

(ODAH) olarak adlandırılıp erken yaşlarda ortaya çıkarak, diğer nörolojik 

anomaliler ile birlikte beyinde daha geniş bir yüzey alanda tutulum göstermektedir 

[34]. 

 

Semptomatik AH, sinsi bir şekilde ilerleyerek geri dönüşümsüz sonuçlar 

doğurabilmektedir. Tipik AH olgularında, erken evrede hafıza ve öğrenme 

fonksiyonlarında azalma gözlenirken, orta-ileri seviye olgularda dikkat dağınıklığı, 

günlük yaşamsal işlevsellikte azalma, konuşma güçlüğü, görsel-uzamsal 

becerilerde azalma, praksi (pratik yapma-uygulama güçlüğü), gnozis (sezgisel 

yeteneklerde azalma) ve bunların sonucunda davranışsal ve sosyal boyuttan 

uzaklaşma gözlenmektedir [35]. Atipik AH olgularında ise hafıza fonksiyonları 

dışında posterior kortikal atrofiye bağlı olarak görsel-uzamsal işlevsellikte azalma, 

praksi ve gnozis yaygın olarak görülmektedir [36]. Tipik veya atipik olgulara ek 

olarak afazinin de gözlendiği logopenik varyantlarda, hastaların dil ve konuşma 

becerilerinde azalma, uygun kelimelerin seçilmesinde güçlük, konuşurken 

tekrarlama ve takılmalar gözlenmektedir [37, 38]. 

 

Antemortem AH nöropatolojik tanısında, serebrospinal sıvıdan veya pozitron 

emisyon tomografisi (PET) ile serebral amiloid beta (Aβ) ve Tau agregatlarının 

görüntülenmesi yöntemi kullanılmaktadır [39-42]. Günümüzde ise merkezi sinir 

sistemi (MSS)’nde dağılmış Aβ plaklarının plazmadaki türevlerinin biyobelirteç 

olarak ölçülmesi esasına dayanan yöntemler üzerine çalışmalar yer almaktadır 

[43-45]. Bu çalışmalar, erken evre Aβ oluşumu ve buna bağlı olarak kortikal 

nöronlardaki metabolik aktivitenin azaldığı, hiperfosforile tau birikimi, hipokampal 

nöronların ölümü ve semptomatik kognitif fonsiyon kaybının aktif olduğu ve bu 

tablonun 10-20 yıl devam ettiği bireylerde gerçekleştirilmektedir [34, 40, 46-53]. 

Elde edilen bulgular, serobrospinal sıvı ve nörofilament hafif zincirin (NfL) tüm 
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nörodejeneratif demans olgularının teşhis ve takibinde biyobelirteç olarak 

kullanılabileğini kanıtlamaktadır [54, 55]. Bu bulguların, ODAH ve GBAH bireylerde 

serebrospinal sıvı ve plasma NfL düzeylerindeki değişimlerinin, kortikal kalınlığı 

gösteren yapısal MRI bulguları ve kognitif performans verileriyle korele 

olduğununun gösterilmesiyle teşhiste önemli bir adım atılmıştır [56, 57].  

 

2.2. Alzheimer Hastalığının Oluşum Hipotezleri 

 

2.2.1. Kolinerjik disfonksiyon hipotezi 

 

Kolinerjik hipotez ilk kez Peter Davis ve A.J.F. Maloney tarafından 1976 yılında 

yapılan bir çalışma ile açıklanmıştır [58, 59]. Bu çalışmada, insan beyninin 20 

bölgesinde asetilkolin, γ-aminobutirik asit, dopamin, noradrenalin ve 5-

hidrokistriptamin gibi nörotransmitterlerin sentezinde görev alan enzimlerin 

aktiviteleri, AH ve sağlıklı bireylerde kıyaslamalı olarak incelenmiştir [60, 61]. Elde 

edilen bulgular doğrultusunda, AH’na sahip bireylerin beyin dokusunun amigdala, 

hipokampüs ve kortekslerinde kolin asetil transferaz enzim aktivitesinin anlamlı 

ölçüde azaldığı ve sinaptik aralıkta asetilkolin düzeylerinin düşük olduğu 

belirlenmiştir [62, 63]. Kolin asetil transferaz, enzimi asetilkolin sentezinde görev 

alan bir enzim olup katalitik aktivitesi için kolin, asetil-KoA ve adenozin trifosfat 

(ATP) subtratlarına ihtiyaç duymaktadır. AH’na sahip bireylerde bu enzim 

aktivitesinin düşük olması ile kolinerjik fonksiyon kaybı hipotezi ortaya çıkmıştır 

[58, 64]. Benzer bulguların, Parkinson Hastalığı (PH), depresyon gibi diğer 

nörolojik ve psikiyatrik bozukluklarda da bildirilmesiyle kolinerjik disfonksiyon 

hipotezi nörodejeneratif hastalıklarda kabul gören bir hipotez haline gelmiştir [65]. 

 

2.2.2. Amiloid-β hipotezi 

 

Amyloid hipotezi, 1991 yılında John Hardy ve David Allsop tarafından yapılan bir 

çalışma ile açıklanmıştır. 21. kromozomda bulunan amiloid prekürsör protein 

(APP) geninin patojenik mutasyonu sonucunda Aβ birikimi olur ve bu süreç AH’nın 

ilk aşamalarında gerçekleşmektedir. Ayrıca AH’nın patolojik yolaklarının Aβ 

birikimi, tau fosforilasyonuna bağlı NFY oluşumu ve nöron kaybı ile 

açıklanabileceğini düşünmüşlerdir [66].   
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Aβ plakları ilk kez 1984 yılında izole edilmiş ve AH’nın teşhisi ve patogenezinin 

aydınlatılmasına ışık tutmuştur. Temel olarak Aβ, APP’nin çoklu proteolitik kesimi 

sonucunda 39-43 amino asitlik kalıntılarının ürünü olduğu bilinmektedir. APP’nin 

kesim işlemi 2 yolak ile gerçekleşmektedir. Bu yolaklardan ilki, APP’nin önce α-

sekretaz ve ardından γ -sekretaz enzimi ile parçalanması sonucu çözünebilir Aβ 

oluşumu iken; ikinci yolak olarak önce β-sekretaz (BACE1) ve ardından γ-sekretaz 

(Presenilin, PSEN) enzimi ile kesim sonucu çözünmeyen Aβ plaklarının oluşumu 

ile karakterizedir [67]. Normal koşullar altında APP, çoğunlukla α-yolağı ile 

hidrolize edilmekte ve az bir kısmı ise β-yolağı üzerinden hidrolize edilerek 

bağışıklık sistemi ile elimine edilmektedir. Ancak APP’de kesim bölgesinde 

meydana gelen mutasyon sonucunda BACE1 enzimi ile meydana gelen kesim 

işlemi baskın hale geçerek çözünemeyen Aβ plaklarının birikim gerçekleşmektedir 

(Resim 2.1). 

 

 
 
Resim 2.1. Amiloid prekürsör proteinin (APP) α veya β-sekretaz enzimiyle 

kesilmesi [68] 
 
Aβ üretimi öncelikle endozomlarda gerçekleşmekte, sinaptik aktiviteye bağlı olarak 

nöronlardan salgılanmaktadır [69, 70]. Salgılanan bu peptidler çoğunlukla β-sheet 

konformasyonunda olduklarından oligomerik, protofibril veya fibriler formlarda 

agregatlaşma eğilimi göstermektedir. Aβ42 fibrilleri çoğunlukla 7-8 nm çapında 

protofilamentlerin birbirine paralel olarak yerleşerek katlanmaları sonucu oluşup 
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nörotik plakların merkezinde çapraz olarak yerleşmektedir [71]. Öte yandan 

oligomerik Aβ42’ler, monomerlerden sonra oluşan ara formlar olup nöritlerin 

etrafında bulutsu bir nörotik plak görüntüsü oluşturmaktadır [72]. Aβ42’in herhangi 

bir formdan agregatlaşma sürecine girmesinde mikroglial hücreler ilk basamakta 

görev almakta ve süreci hızlandırarak nöroinflamasyona aracılık etmektedir. [73]. 

Bu şekilde yüksek miktarda oluşan Aβ plakları dendritik ve aksonal atrofiye aracılık 

ederek, olgun nöron hücrelerinde nörotoksik etki göstermektedir. Plakların birikim 

düzeylerine bağlı olarak kognitif fonksiyonlarda azalma meydana gelmektedir. 

Hipokampal nöron hücrelerinde uzun süreli potensiyalizasyonun (LTP) ve 

beraberinde sinaptik plastisisitenin azalması ile kognitif bozukluklara ek olarak 

nöronal hücre kaybının da gerçekleştiği gözlenmiştir. 

 

Amiloid yolak hipotezi en kabul gören hipotezlerden biri olmasına ragmen, 

günümüzde daha da geniş bir tanımı içine alacak şekilde düzenlenmiştir. AH’ının 

genetik formu olan ODAH, Down sendromu (Trizomi 21), APP lokus duplikasyunu 

gibi risk faktörleriinin de Aβ42/40 oranı, toplam Aβ düzeylerini ve fibriler 

agregasyon sürecini hızlandırdığını göstermiştir [74]. Benzer şekilde, geç evrede 

oluşan AH olgularında apolipoprotein E (APOE) mutasyonları da Aβ42 oluşumunu 

hızlandırarak, Aβ42 klerensini yavaşlatmaktadır [75, 76]. Genetik açıdan 

incelendiğinde, Aβ düzeylerindeki değişimin AH’na katkısı açıklanabilmektedir. 

Fakat serebral Aβ’nın bölgesel birikimi sonucunda nöronal metabolik aktivitede 

meydana gelen azalma arasında bir korelasyon oluşmaması [77] veya biriken 

plakların bulunduğu bölgede fonksiyon kaybına ek olarak beyinin diğer 

bölgelerinde de fonksiyon kaybına aracılık etmesi gibi nedenler [78, 79], Aβ 

hipotezini hedef alan terapötik yaklaşımların klinik faz çalışmalarında yetersiz 

kalmasına aracılık etmiştir. Bu bilgiler doğrultusunda, Aβ hipotezinin, patogenezin 

başlangıcında bir etken olabileceği düşünülmüştür. Aβ’ nın aracılık ettiği hücre içi 

sinyalizasyon yolaklarına ek olarak özellikle tau fosforilasyon düzeyi ve 

nöroinflamasyonu uyaracak etkenlerin de bu patogenezi açıklamada gerekli 

olduğu gerçeği ortaya çıkmaktadır [80]. Bu nedenle, Aβ hipotezini AH’ nın hücresel 

fazı, tau patolojisini ise AH’nın biyokimyasal fazı olarak tanımlanmıştır [81]. 

Hücresel homeostatik dengenin bozulmasına bağlı nörovasküler ve nöronal 

aktivite kaybı, astrosit ve mikroglial aktivasyona bağlı nörinflamasyon ve hücresel 
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stres artmaktadır. Bu patogenezden de Aβ ve tau proteopatisinin birlikte sorumlu 

olduğu düşünülmektedir [80].  

 

2.2.3. Tau hipotezi 

 

Hücre içi tau içeren NFY’ler AH’nın önemli bir patolojik göstergesidir. NFY, helikal 

flamentlerin agregasyonu ile oluşmaktadır. Patolojik NFY, hiperfosforile edilmiş tau 

proteinlerinden oluşmaktadır. Tau proteinleri mikrotübül-bağlayıcı proteinler 

ailesinden olup akson ve dendritlerde iletimin ana iskeletini oluşturmaktadır. Tau 

hiperfosforilasyonu sonucunda oluşan  fibriler veya yanlış katlanmış NFY’ler 

öncelikle beyinin bir bölgesinde birikip ardından beyinin büyük bir bölümüne 

yayılmaktadır (Resim 2.2). 

 

 
Resim 2.2. Tau proteinlerinin hiperfosforilasyonu ile mikrotubüllerin depolimerize 

olarak nörofibriler yumakların oluşumu [82] 

 

Tau hipotezi temel olarak, hiperfosforilasyona bağlı olarak Tau proteinin 

mikrotübülleri depolimerize ederek nöron içi ve nöronlar arası sinyal iletimini 

bozması ile açıklanmaktadır. Fakat son yıllarda yapılan çalışmalarda amiloid 

hipotezi ile birlikte ilişkilendirilmektedir. Bir risk faktörü olan APOE4 mutasyonu 

varlığında tau proteinin fosforilasyonu artmakta ve Aβ agregatlarının eliminasyonu 

azalmaktadır. Tau proteininin fosforilasyonunun regülasyonunda görev alan diğer 

bir protein olan glikojen sentaz kinaz 3β (GSK3β) aktivitesinin artmasıyla bir 
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yandan tau proteini hiperfosforile olurken, diğer yandan APP aracılı patolojik Aβ 

oluşumu katalizlenmektedir. Ayrıca tau proteini Aβ aracılı sinaptik toksisite ve 

nöronal ağ oluşumunu baskılamaktadır. Öte yandan tau proteini, APP proteininin 

hücre zarına taşınmasını artırarak ferroportin-1 aracılı demir iyonlarının hücreden 

atılımını hızlandırmaktadır. 

 

AH patogenezinde artmış olan tau fosforilasyonu ile tau proteini sitozolik yerleşim 

göstererek agregasyon ve ardından yumak oluşumu eğilimi göstermektedir. Aşırı 

fosforillenmiş olan tau proteini aksonal kompartmandan, somatodendirik 

kompartmana doğru hareket ederek glutamat reseptör taşınımı ve sinaptik 

etkileşimi inhibe etmektedir [83]. Hücre içerisinde tau fosforilasyonundan sorumlu 

olan kinazların başında GSK 3β , siklin bağımlı kinaz-5 (Cdk5), cAMP-bağımlı 

protein kinaz (PKA) ve kalsiyum kalmodulin bağımlı protein kinaz II (CaMKII) 

gelmektedir [84].  

 

2.2.4. Kalsiyum homeostazı ve eksitotoksisite hipotezi 

 

AH’da, Ca2+ aşırımı ile oluşan eksitoksisite sonucunda sinaptik fonksiyon kaybı 

görülmektedir. Eksitotoksisitenin oluşmasına aracılık eden N-Metil-D- Aspartat 

reseptörlerinin (NMDAR), glutamata karşı duyarlılığı AH’da artmaktadır [85]. 

Glutamat beyindeki primer eksitatör aminoasit olup, iyonotropik ve metabotropik 

reseptörler üzerinden etki göstermektedir. İyonotropik glutamat reseptörleri (iGluR) 

nöronal ağın oluşması sırasında hızlı iletimden sorumlu reseptörlerdir. Bu 

reseptörler, α-amino-3-hidroksil-5-metil-4-izoksazolpropiyonik asit (AMPA) 

reseptörleri (AMPAR), kainat reseptörleri ve NMDAR olmak üzere 3 gruba 

ayrılmaktadır [86]. Glutamerjik sinyalin fazla miktarda olması ile AH’da görülen 

eksitotoksisiteye bağlı nörodejenerasyon oluşmaktadır. Oluşan bu 

eksitotoksisitenin, Ca2+ iyonlarına olan geçirgeniliğinin diğer reseptörlere oranla 

fazla olan NMDAR’nden kaynaklandığı bilinmektedir [87]. NMDAR fizyolojik 

koşullarda sinaptik iletim ve plastisiteyi sağlayarak öğrenme ve hafıza 

fonksiyonlarının oluşmasına aracılık etmektedir. Fakat, patolojik koşullarda, fazla 

miktarda Ca2+ iyonlarının hücre içine geçişine aracılık ederek, kademeli sinaptik 

fonksiyon kaybına ve hücre ölümüne neden olmaktadır [88, 89]. 
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Post sinaptik yoğunluk proteini 95 (PSD-95 proteini), AMPAR ve NMDAR’nin post 

sinaptik mebrana taşınımı, sinaptik yerleşimi ve stabilizasyonunda görev 

almaktadır [90, 91]. LTP’nin sağlanmasında sinaptik kuvvet artışının önemli rolü 

olmasına rağmen, PSD-95 proteininin aşırı ekspresyonuna bağlı olarak oluşan 

akım, nöronlarda doygunluk meydana getirerek NMDA aracılı LTP’nin 

sonlanmasına sebep olur. Bu doygunluk nöronlarda AMPAR aracılı LTD’nin 

oluşumuna aracılık etmektedir [91]. Öte yandan AH’nda, NMDAR ve AMPAR’nin 

yüzey ekspresyonunun anlamlı ölçüde azaldığı gözlenmiştir. Eksitotoksisitenin 

aracılık ettiği nöron içi Ca2+ artışı ile birlikte NMDAR’nin yüzey ekspresyonu 

azaltılarak homeostaz sağlanmaya çalışılmakta, ancak yetersiz kalmaktadır [92]. 

Bunun sonucunda da Ca2+ aracılı sinyal yolaklarının aşırı uyarılması ile 

nörodejeneratif mekanizma baskın hale geçmektedir. Özellikle AH’nın ilk 

evrelerinde görülen iskemik beyin hasarının oluşumundan sorumlu artmış nöronal 

nitrik oksit sentaz (nNOS) aktivitesi, bu yolakların başında gelmektedir. 

NMDA/PSD-95 kompleksine PDZ bölgeleri aracılığı ile bağlanan nNOS enzimi, 

Ca2+ eksitotoksisitesi ile birlikte aşırı miktarda NO radikali oluşumuna aracılık 

ederek nöronal hücrelerde nitrozatif hasara neden olmaktadır [93]. nNOS 

enziminin artmış olan aktivitesine bağlı olarak meydana gelen NO radikali, nitrit, 

peroksinitrit ve süperoksit radikalleri gibi diğer reaktif oksijen türevlerinin 

oluşumunu hızlandırarak mitokondriyal membran geçirgenliğini artırır ve 

mitokondriyal süperoksit dismutaz (SOD) enzimini de bloke ederek mitokondriyal 

düzeyde oksidatif stresi arttırmaktadır [94]. Ayrıca oluşan NO radikali endoplazmik 

retikulum (ER)’ da yer alan protein-disulfit izomeraz (PDI) enzimini nitrolize ederek, 

hücresel protein katlanmalarını engellemektedir [95]. Diğer yandan, oksidatif stres 

nöronal DNA, lipid ve özellikle protein düzeyinde hasara neden olarak, AH’nın 

temel histopatolojik belirteci olan Aβ peptidlerin yanlış katlanmasına ve agregatlar 

halinde birikmesine yol açmaktadır [96, 97]. 

 

Ayrıca AH’nın patogenezinde etkin rol alan Aβ plakları, Ca2+ / Kalmodulin bağımlı 

kinaz II (CaMKII) aktivitesini değiştirerek AMPAR ve NMDAR’nin yüzey 

ekspresyonunu ve iyon akışını azaltmaktadır [98]. NMDAR ve AMPAR’nde 

meydana gelen bu azalma, post sinaptik yoğunluğun da azalmasına aracılık 

etmektedir [99]. Hücre içi NFY’lerin oluşumuna aracılık eden tau proteini, Fyn 

protein kinazı fosforile ederek NMDAR’nin NR2 alt ünitelerinin PSD-95 proteini ile 
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etkileşimini kolaylaştırır. Bunun sonucunda NMDAR aracılı sinyalizasyon yolakları 

(nNOS) kesintisiz ve kontrolsüz şekilde devam ederek hücreyi eksitotoksisiteye 

bağlı apoptoza, yani nöronal hücre kaybına götürür. NMDA/PSD-95 etkileşimi de 

hücresel sinyalizasyonu uyararak Aβ toksisitesini arttırmaktadır. Bu da AH’nın 

temelini oluşturur [100]. Ancak AH’nda postsinaptik nöronlarda biriken Aβ plakları, 

gerek kapladıkları yüzey alanı, gerekse etkiledikleri sinyal yolakları ile PSD-95 

proteinin β tabakalı sekonder yapısını bozarak hem nöronal sinyalizasyon hem de 

morfolojiyi olumsuz yönde etkilemektedir [101]. PSD-95 proteinindeki bu azalma 

özellikle NMDAR’nin membran stabilizasyonunu da azaltmaktadır. Bu durum AH 

gibi NMDAR’nin aracılık ettiği Ca2+ eksitotoksisitenin azalmasına aracılık etse de, 

nöronal hücrelerde öğrenme ve hafıza oluşumundan sorumlu moleküler yolakları 

da olumsuz etkilemektedir [102, 103]. Bu yolakların başında CREB ve C/EBP 

(CCAAT enhancer binding protein) transkripsiyon faktörleri aracılı regüle edilen 

yolaklar gelmektedir [104].  

 

AH’da CREB proteininin fosforilasyon düzeylerinde değişiklikler meydana 

gelmektedir. Artmış β sekretaz (BACE1) aktivitesi ile birlikte cAMP düzeylerinde 

belirgin ölçüde azalma gözlenirken [105], mitojen aktive protein kinaz (MAPK), 

CaMK II ve IV düzeylerindeki azalma sonucunda, fosforile CREB düzeyinde de 

düşüş meydana gelir [102]. Bu da hastaların öğrenme ve hafıza fonksiyonlarındaki 

değişiklikleri açıklar niteliktedir. AMPAR’inden hücre içine Ca2+ akışı, CaMK II 

enzimi tarafından kontrol edilmektedir. AH’nda, azalmış CaMK II enzim düzeyine 

bağlı olarak AMPAR’nin fosforilasyonu gerçekleşememektedir. Bunun sonucunda 

da LTP’nin korunması engellenmektedir [106]. 

 

2.2.5. Nörovasküler disfonksiyon hipotezi 

 

Bu hipotez temel olarak, beyin mikroçevresinin homeostazı ve metabolizması, 

substrat dağıtımı ve atıkların kan yoluyla drenajındaki değişikliklerin 

değerlendirilmesi esasına dayanmaktadır. Bu aşamada nöronlar, astrositler ve 

vasküler hücreler, beyin yapısının ve fonksiyonunun bütünlüğünü destekleyen 

hassas bir fonksiyonel birim oluşturmaktadır [107-109]. Serebrovasküler 

fonksiyondaki değişikliklerin, hem serebrovasküler patolojilerin hem de AH dahil 

olmak üzere diğer nörodejeneratif hastalıkların patogenizinde rol aldığı 
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gösterilmiştir [110]. 1994 yılında, beyin mikrovaskülaritesinin, AH'da hasar 

gördüğü gösterilmiştir [111]. Aβ, serebral arterlerin daralmasını uyarmaktadır. AH 

fare modellerinde, Aβ birikiminden önce neokortikal mikrosirkülasyonun bozulduğu 

bildirilmiştir. Alzheimer hastalarındaki beyin görüntüleme çalışmalarında, 

nörovasküler disfonksiyonun, nörodejenerasyonun başlamasından önce 

gerçekleştiği gösterilmiştir [112, 113]. Anormal anjiyogenez ve serebrovasküler 

sistemin yaşlanması, Aβ'nin kan-beyin bariyeri (KBB) boyunca tamamen 

uzaklaştırılamamasına nörovasküleritenin oluşamamasına ve damar 

dejenerasyonuna aracılık etmektedir [114]. Sonuç olarak nörovasküler fonksiyon 

kaybı, beyin hipoperfüzyonuna, beyin hipoksisine ve nörovasküler inflamasyona 

aracılık etmektedir. Buna ek olarak, KBB bütünlüğünün bozulması sonucu, nöronal 

disfonksiyon ve nöron kaybı ile AH patogenezi ilerleyici hale geçmektedir. 

 

2.2.6. Nöroinflamasyon hipotezi 
 

MSS’ nde inflamatuvar yanıtın oluşmasında glial hücreler sorumlu olup, mikroglia 

ve astrositlerin AH’nın patogenezinde de görev aldığı bilinmektedir [115-117]. 

Mikroglia hücreleri beyin dokusunda özelleşmiş makrofajlar olup beyinde bulunan 

hücrelerin %10-15’lik kısmını oluşturmaktadır. Bu oranın AH olan bireylerde arttığı 

ve NFY’ların bulunduğu bölgelerde 2-5 kat daha fazla kümelendiği gözlenmiştir 

[118].  

 

Aβ ve sitokin ile indüklenmiş mikroglial ve astroglial aktivasyonun AH’na sinerjistik 

etki göstererek patogenezi daha da kötüye götürmektedir. Tüm-genom sekans 

analizleri (GWAS) sonucunda, AH’nın patogenezinde, mikroglia hücrelerinde 

kodlanan TREM2, CR1, SHIP1, BIN1, CD33, PICALM, CLU ve MS4A genlerinin 

rol aldığı gösterilmiştir [119, 120]. Bu genlerden özellikle TREM2’nin R47H 

varyantının, AH riskini artırmaktadır [121]. TREM2 proteini, mikroglialar üzerinde 

ifadelenen bir protein olup fagositoz, inflamatuvar sinyalin oluşmasında ve 

mikroglial sağkalımın düzenlenmesinde görev almaktadır. AH’da ise, Aβ 

oligomerlerine bağlanarak fagositoz yoluyla hücreden uzaklaştrılmasına aracılık 

etmektedir [121, 122]. Başlangıçta bir koruma mekanizması şeklinde gerçekleşen 

bu hipotez, Aβ plaklarının fagositozu ile aktive olan NLRP3 inflamazom 

kompleksinin kaspaz-1’i aktive etmesiyle inflamatuvar yanıtın başlamasını 
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uyarmaktadır [123]. Aktif kaspaz-1, IL-1β’nın öncülünden proinflamatuvar etki 

gösteren aktif formuna dönüşmesine aracılık etmektedir [124]. Diğer yandan, aktif 

inflamazom kompleksi apoptoz-ilişkili speck-benzeri CARD bölmesi içeren protein 

(ASC) ailesini uyarır. Uyarılan ASC’ler, ekstraselüler yerleşmiş Aβ plaklarına 

çapraz bağlanarak oligomerizasyonu ve buna bağlı agregasyon sürecini 

başlatmaktadır [125]. 

 

Aktive edilmiş mikroglial hücreler tau-aracılı patolojiye de doğrudan katkı 

sağlamaktadır. Fare modellerinde yapılan çalışmarda TREM2 geni delesyonu 

yapıldığında tau aracılı nörodejenerasyonun ve astrogliozisin inhibe edildiği 

gösterilmiştir [126, 127].  

 

Bir diğer mekanizma olarak ise, AH olan bireylerde Aβ’nın, mikroglial hücrelerde 

bulunan CD36-TLR4-TLR6 reseptör kompleksi ve NLRP3 inflamazom 

kompleksine bağlanarak pro-inflamatuvar sitokinlerin (TNF-α, IL-1β, TGF-β, IL-12, 

IL-18) salgılanmasını ve hücrelerin apoptoza yönlenerek nöronal dejenerasyona 

aracılık ettiğini göstermiştir [128]. 

 

İnflamatuvar hipotez ile ilişkili olarak bağırsak-beyin ekseni hipotezi ortaya 

atılmıştır. Bu hipotezde, bağırsakta bulunan flora bakterilerinden üretilen 

metabolitlerin, bağışıklık sistemini aktive etmesine bağlı olarak mikroglial 

aktivasyonu uyarması esasına dayanmaktadır [129]. Fare modellerinde ve AH’na 

sahip bireylerde yapılan çalışmalarda bireysel farklılıklara bağlı flora değişkenlikleri 

ve bağırsak-beyin arasındaki direk ilişkinin aydınlatılamamış olması bu hipotezi 

kısıtlayan etkenler arasında sayılmaktadır [130-132]. Fakat, APP/PS1DE9 

transgenik fare modelinde, yüksek doz antibiyotik kokteyli verilmiş gruplarda Aβ42 

çözünür formlarının arttığı, plak oluşumun azaldığı ve ayrıca aktive astro-

mikrogliozisin baskılandığı gösterilmiştir [133]. 

 

2.2.7. Mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif stres hipotezi 

 

2004 yılında, Swerdlow ve Khan ilk olarak mitokondriyal disfonksiyon hipotezini 

ortaya koymuş ve mitokondriyal fonksiyonun APP ifadesini ve işlenmesini ve Aβ 

plaklarının birikiminde etkili olabileceğini belirtmişlerdir. Oksidatif stres, AH 
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patogenezini başta makromolekül peroksidasyonu, Aβ metal iyon redoks 

potansiyeli ve mitokondriyal disfonksiyon olmak üzere 3 ana mekanizma üzerinden 

etkilemektedir [134-136] 

 

Oksidatif stres, redoks düzenleyicilerinin ve moleküller arasındaki etkileşimin 

azalmasına neden olan, pro-oksidan ve antioksidan dengenin bozulması olarak 

tanımlanmakta ve çoğunlukla süperoksit de dahil olmak üzere artan reaktif oksijen 

türevleri (ROS) ve/veya reaktif nitrojen türevlerinden (RNS) kaynaklanmaktadır. 

Radikal anyonlar (O2), hidrojen peroksit (H2O2), hidroksil radikalleri (HO−), nitrik 

oksit (NO) ve peroksinitritler (ONOO) olarak sınıflandırılmaktadır [137]. Sağlıklı 

hücrelerde ROS, mitokondri, ER, peroksizomlar, NADPH oksidazlar ve monoamin 

oksidazlar dahil olmak üzere birçok kaynaktan üretilebilmektedir [138, 139].  

 

Fizyolojik koşullarda mitokondriyal elektron transport zinciri (ETZ)’nde yer alan 

Kompleks 1 ve Kompleks 3 tarafından ROS üretimi meydana gelmektedir. Üretilen 

ROS, sitokrom c oksidaz aktivitesinin kontrolünde bir antioksidan koruma 

mekanizması ile denetlenmektedir [140]. Ancak, AH’na sahip bireylerde 

hipokampal sitokrom c oksidaz düzeylerinde ciddi bir azalmanın varlığı 

gösterilmiştir [141]. Bu azalmaya ek olarak insulin üretimi ve etkilediği yolaklarda 

da değişiklikler meydana gelerek nöronal mitokondri hasarının oluştuğu 

gözlenmiştir [142]. Oligomerik Aβ peptidlerinin mitokondri iç zarında birikmesi ile 

ETZ ana bileşenleri olan enzimler baskılanmakta ve bunun sonucunda antioksidan 

savunma mekanizması bloke edilmektedir [136, 143]. Bu mekanizmanın bloke 

edilmesi ile mitokondri membranında bulunan mitokondri-ilişkili ER membrane 

proteini (MAM) düzeylerinde artış meydana gelmektedir. MAM proteini, Aβ 

plaklarının mitokondriye girişini hızlandırmak üzere mitokondri dış zar translokaz 

proteini (TOM) ile etkileşerek Aβ peptidlerinin mitokondriye translokasyonunu 

sağlamaktadır [144]. Bunun sonucunda mitokondriyal fonksiyon kaybına bağlı 

membran potansiyelinde düşüş ve apoptotik yanıt başlamaktadır [136, 143]. Bu 

yolaklara ek olarak tau proteininin hiperfosforilasyonu ve miktrotübüllerin 

dağılmasıyla mitokondrilerin kinesin ve dynein motor proteinleri aracılığıyla 

gerçekleşen taşınımı da sekteye uğramaktadır [145]. Fonksiyonel ve fonksiyon 

kabına uğramış mitkondrilerin, anterograd ve retrograd taşınımının bozulması ile 
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disfonksiyonel mitokondriler, nöronlarda birikerek intranöronal oksidatif hasarın 

kümülatif şekilde artmasına neden olmaktadır [145, 146].  

 

Lipid peroksidasyonu sonucunda nöronal poliansatüre nöronal lipidler okside 

olarak, biyokimyasal aktif son ürünler olan 4-hidroksi-2,3-nonenal (4-HNE), 

malondialdehit ve F2-izoprostanlar oluşmaktadır [147, 148]. Oluşan bu reaktif son 

ürünler, tau hiperfosforilasyonu ve hücre içi Ca2+ sinyalizasyonunu regüle ederek 

apoptotik yolakların uyarılmasına aracılık etmektedir [149, 150]. Ayrıca hücre içi 

ROS düzeylerindeki artış, mitokondriyal DNA üzerinde hidroksilasyon, 

karbonilasyon ve nitratasyon gibi eklentilerinin oluşmasına ve bunun sonucunda 

epigenetik paternin değişerek mutajenik  özelliklerin kazanılmasına neden 

olmaktadır [150-152]. Nükleotidlerde oksidatif stresin maruziyet süre ve şiddetine 

göre 8- Hidroksideoksiguanin (8-OhdG) eklentileri meydana gelmektedir. Bu 

mutajenik eklentiler AH’na sahip bireylerde temporal, parietal ve frontal loblarda  

Aβ ve p-tau birikimine aracılık ettiği yapılan çalışmalarda gösterilmiştir [151, 153].  

 

Lipid peroksidasyonuna benzer bir mekanizma ile özellikle proteinlere okside 

sakkaritlerin eklendiği glikasyon mekanizması, AH patogenezinde yaygın olarak 

görülmektedir [82, 134]. ETZ’de meydana gelen fonksiyon kaybı ile biyoenerjetik 

mekanizma bozularak aşırı miktarda oluşan ROS, glukoz ürünlerini okside 

etmektedir. Okside olan glukoz ürünleri reaktif özellikte olduklarından proteinlere 

bağlanarak fonksiyon kaybı başta olmak üzere ER stresi ve buna bağlı olarak 

katlanmamış protein cevabının oluşmasına aracılık etmektedir. Glikasyon işlemi 

sonucu oluşan ileri glikasyon son ürünleri (AGE) hücre içinde nörotoksin gibi 

davranarak nöroinflamasyonu uyarmaktadır. AGE eklentileri, kendilerine özgü 

reseptörler olan reseptör-AGE (RAGE)’lere bağlanarak nitrik oksit (NO), IL-1β ve 

Tnf-α salgılanması ve bunu takiben nöronal dokuda hasar meydana gelmesine 

aracılık etmektedir. AH patogenezinin kritik elemanları olan Aβ ve tau proteinleri 

de artmış ROS durumunda glikasyona uğrayarak AGE-eklentileri oluşturmaktadır 

[135]. Bu eklentiler, önce mikrotübüllerin yeniden düzenlenimini (re-modelling) 

bozarak hücre iskeletinin bütünlüğünün kaybolmasına ve oluşan Aβ-AGE 

eklentileri ile de geri dönüşsüz agregatların hücreyi ölüme götürmesine aracılık 

etmektedir [154]. 
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AH’da, oksidatif stres ve etkilediği tüm yolaklar Resim 2.3’te sunulmuştur. 

 
 

Resim 2.3. AH patofizyolojisinde oksidatif stres, mitokondrial disfonksiyon, 

makromolekül oksidasyonu, hücre içi ROS oluşumu, metal iyon 

dengesinin bozularak Aβ plaklarının oluşumu, Tau 

hiperfosforilasyonu ve Aβ sentezine aracılık etmektedir. NMDAR ve 

fyn kinaz aktivasyonu ile dendrik ve sinaptik ve buna bağlı LTP’nin 

baskılanması ile kognitif disfonksiyon görülmektedir. (ROS: reaktif 

oksijen türevleri; Aβ: amiloid beta; AGE:ileri glikasyon son ürünleri, 

RAGE: reseptör AGE, NMDAR: N-metil-D-aspartat reseptörü, LTP: 

Uzun süreli potensiyelizasyon) 

 

2.2.8 Glukoz hipometabolizması hipotezi 

 

Glukoz metabolizma bozukluğu, AH’nın erken döneminde görülen patolojik bir 

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

vivo ve in vitro modellerde yapılan çalışmalarda hipometabolizmaya bağlı olarak 

nöronal hücrelerde atrofinin meydana geldiği gözlenmiştir [155-157]. Meydana 

gelen artofi, AH’nın ilk evrelerinde bölgesel olarak gerçekleşip, 2- deoksi-2-florin-
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18-floro-D-Glukoz ile işaretlenmiş positron emisyon tomografisi (18FDG-PET) ile 

teşhis edilebilmektedir [158]. İnsan beyni, total vücut ağırlığının yaklaşık %2’sini 

oluşturmasına rağmen vücut total oksijen ihtiyacının %20’sine kadar ihtiyaç 

duymaktadır. Beyin hücrelerinin enerji ihtiyacı mitokondriyal trikarboksilik asit 

döngüsü (TCA) ve oksidatif fosforilasyona bağlı ATP üretiminden karşılanmaktadır 

[159-161]. Ancak AH’da glukoz metabolizmasında azalma meydana gelmekte ve 

bu azalma AH’nın patogenezini daha da ileri evreye götürmektedir [162-164]. Yaşlı 

olgularda glukoz metabolizmasının %17-24 oranlarında azaldığı ve bunun 

sonucunda glukoz kullanımı ve ATP üretiminde aksaklıklar meydana gelmektedir 

[165]. Bozulmuş glukoz metabolizması, mitokondriyal disfonksiyona aracılık 

ederek oksidatif stres aracılı nöron hücrelerinin kaybına aracılık etmektedir [166, 

167]. 

 

2.2.9. Metal iyon hipotezi 

 

Metal iyonları, sağlıklı bireylerin MSS’nde enzimatik reaksiyonların ko-faktörü, 

mitokondriyal ve nöronal fonksiyonların düzenlenmesi gibi birçok fonksiyonda 

görev  almaktadır [168]. Fizyolojik koşullar atında bakır (Cu2+), çinko (Zn2+) ve 

demir (Fe) gibi iyonlar beyin dokusunda çok az miktarda ve kontrol edilebilir 

düzeylerde bulunmaktadır. Öte yandan AH’da, bu biyometallerin homeostazında 

dengesizlik olduğu ve Aβ plakların agregasyon süreçlerine katkıda bulunduğu 

gözlenmiştir. AH’da serum Cu2+ düzeylerinin arttığı, Zn2+ düzeylerinin kanda 

artarken; serobrospinal sıvıda azaldığı gösterilmiştir. Diğer önemli biyometal olan 

ve başta mitokondri ETZ’de rolü olan Fe iyonlarının yaşa-bağlı AH olgularında 

arttığı gözlenmiştir.  

 

AH’da, artmış olan ROS düzeylerine bağlı olarak okside olmuş Aβ peptidlerinin N-

terminalinde, Zn2+/Cu2+’ın bağlanmasına olanak sağlayan cepler oluşturmaktadır 

[169]. Bu ceplere bağlanan Zn2+/Cu2+ Aβ peptidlerinin agregasyon sürecini 

hızlandırarak daha stabil agregatların oluşmasına aracılık etmektedir [170]. Oluşan 

bu stabil agregatların, sinaptik aralıktan klerensi sağlanamadığından inflamatuvar 

yanıtın başlaması kaçınılmaz hale gelmektedir [171].  
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2.2.10. Lenfatik sistem hipotezi 

 

Lenfatik sistem ve kan damarları vücuttaki sıvı dengesinin korunması ve 

sağlanmasında ana düzenleyiciler olarak tanımlanmaktadır [172-174]. İnsan beyin 

dokusunu saran üç katmanlı meninksler  yaygın bir şekilde lenfatik damarlara 

sahiptir. Beyin tarafından üretilen proteinler, metabolitler ve diğer atıklar 

insterstisiyel sıvı aracılığıyla serobrospinal sıvıya ulaşır [175]. Klasik yaklaşımda 

gerçekleşen transvasküler uzaklaştırma işleminde metabolik artıklar ve diğer 

moleküller beyinden drene edilmek üzere kapiller duvardan taşınarak kan beyin 

bariyerini geçmektedir [175, 176]. Öte yandan, bu yaklaşıma ek olarak 

perivasküler uzaklaştırma kavramı öne sürülmüştür. Bu yaklaşımda para-arterital 

boşluklar veya paravenöz aralıklardan serobrospinal sıvının giriş veya çıkışına 

bağlı olarak atıkların uzaklaştırıldığı gösterilmiştir [176-179]. Bu yaklaşımın kilit 

yapılarının ise astrositlerde ifadelenen ve serobspinal-interstisiyel sıvı 

değimişimine olanak sağlayan akuaporin-4 kanallarının olduğu belirlenmiştir [178, 

179].  

 

Yaşlanma sürecinde atıkların trans/peri-vasküler uzaklaştırılması sırasındaki 

aksaklıklar, Aβ agregatlarının beyinde birikmesine neden olduğu gözlenmiştir. 

Ayrıca, akuaporin-4 kanallarının eksikliği Aβ plaklarının birikimini artırmakta ve 

lenfatik ağın hasarlanmasına bağlı olarak meninkslerde  Aβ plakları birikmektedir 

[180, 181]. 

 

2.3. Alzheimer Hastalığına Semptomatik Tedavi Yaklaşımı  

 

AH’nın semptomatik tedavisinde Amerikan Besin ve İlaç İdaresi (FDA) tarafından 

onaylanmış dört ilaç bulunmaktadır. Bu ilaçların üçü kolinesteraz inhibitörleri 

(donezepil, rivastigmin ve galantamin) ve diğeri de yarışmasız NMDAR inhibitörü 

olan Memantin’dir [182]. Günümüzde kognitif fonksiyon kaybının geri 

döndürülmesi ve nörodejenerasyonun baskılanarak AH’nın tedavisinde 

kullanılacak 20 adetin üzerinde bileşik, klinik faz 3 çalışmalarına kadar gelmiş 

fakat geri dönüşsüz nöronal kaybın ve hastalığın kontrolsüz ilerleyişinde gerileme 

sağlayamadıkları için sonlandırılmıştır [183].  
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AH patogenezinde Menyertin bazal çekirdeği ve diğer septal çekirdeklerde yer 

alan kolinerjik nöronların kaybına bağlı kolinerjik disfonksiyon yaygın olarak 

görülmektedir. Bu kayıp sonucunda erken evrede dikkat ve hafıza kaybı görülerek 

AH ilerlemektedir. Kolinesteraz inhibitörleri (Donezepil, rivastigmin, galantamin) 

hafif-orta şiddetli AH tedavisinde sinaptik boşlukta asetilkolin seviyelerini artırarak 

kolinerjik iletimin artmasına aracılık etmektedir. Özellikle hafif-orta şiddetli 

olgularda etkili olan kolinesteraz inhibitörleri uzun süreli kullanıma bağlı kolinerjik 

yan etkilerinin artması ve uzun süreli AH olgularında hastalık belirtilerinde gerileme 

meydana getirmemesi ve ayrıca erken dönem hafif şiddetli olgularda kognitif 

fonksiyonları daha da geriletmesi gibi sebepler nedeniyle kısıtlı kullanıma 

sahiptirler [184].  

 

Memantin, yarışmasız NMDAR düzenleyicisi olup glutamat-aracılı eksitotoksisiteyi 

azaltarak nörodejenerasyonu baskılamaktadır. Özellikle orta-ağır şiddetli olgularda 

kognitif fonksiyonları artırması, yaşamsal faaliyetlerdeki iyileşmeyi hızlandırması 

ve nöropsikiyatrik semptomlara katkı sağlaması nedeniyle Memantin şiddetli 

olgularda sıkça tercih edilmektedir. 

 

2.4. Alzheimer Hastalığını Modifiye Edici Tedavi Yaklaşımı 

 

Hastalık modifiye edici ajanlar temel olarak hastalığın yavaşlatılması, durdurulması 

veya geriletilmesi üzerine kurgulanmış ajanlar olup ilaçların %60’ını 

oluşturmaktadır. Bu bağlamda anti-inflamatuar (NSAİİ, steroidler), antioksidan 

(selenyum, E vitamini), anti-iskemik (statin, aspirin), kolinerjik (lesitin), besinler 

(Omega-3, B vitaminleri, folik asit), monoklonal antikorlar (bapineuzumab, 

solanezumab) denenmiş fakat klinik faz çalışmalarından geçememiştir. Modifiye 

edici ajanlar ile yapılan çalışmaların başarı oranı %0.4’den ileriye gidememiştir 

[185]. Başarı oranının düşük olması; 1) AH’nın geç evresinde olan bireylerin 

seçilmesi, 2) yanlış ve/veya seçici olmayan terapötik hedeflerin seçilmesi, 3) yanlış 

doz ve/veya dozların uygulanması, 4) içleme/dışlama kriterlerinin yaygınlık 

göstererek bireyler arası farklılıkların (genetik, etnik, tıbbi öykü, komorbit 

patolojiler) fazla olması, 5) çalışma tasarımındaki hatalar gibi nedenler ile 

açıklanmaktadır [186, 187]. 
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2019 yılında klinik faz III çalışmalarında yer alan ajanların çok az bir kısmının Aβ 

ve tau agregatlarını hedef aldığı Huang ve ark. (2020) tarafından yapılan 

derlemede gösterilmiştir (Çizelge 4.1). 

 

Çizelge 4.1. Klinik Faz 3 çalışmalarında Aβ ve tau’yu hedef alan ajanlar 

Ajan Etki Mekanizması Hedef / Amaç Durumu 

Albumin 1 

immunglobulin 
Plazma değişimi Aβ klerensi Tamamlandı 

ALZT-OP1a + ALZT-

OP1b 

Mast hücre 

stabilizatörü, anti-

inflamatuvar 

Nöroinflamasyon 
Yürütlükte, kabul 

başlamamış 

ANAVEX2–73 Anti-tau, Anti-Aβ 
Anti-tau, Anti-Aβ 

ve antiinflamatuvar 
Kabul edilmiş 

Crenezumab 
Monoklonal oligomerik 

Aβ antikoru 
Aβ klerensi Tamamlandı 

E2609 Elenbecestat BACE inhibitörü Aβ üretiminin azaltılması 
Yürütlükte, kabul 

başlamamış 

Gantenerumab 
Monoklonal Aβ 

antikoru 
Aβ klerensi Kabul edilmiş 

Gantenerumab ve 

Solanezumab 

Monoklonal Aβ 

antikoru 

Aβ klerensi, Aβ üretiminin 

azaltılması 

Yürütlükte, kabul 

başlamamış 

Solanezumab 
Monoklonal Aβ 

antikoru 

Aβ klerensi, Aβ üretiminin 

azaltılması 

Yürütlükte, kabul 

başlamamış 

GV-971 

sodium 

oligomannurarate 

Aβ agregat inhibitörü 
Aβ agregat oluşumunun 

engellenmesi 
Tamamlandı 

 

Huang ve ark. (2020) tarafından yapılan meta-analiz ile birlikte, AH’nın 

patogenezinde görev alan tek bir yolağı (Aβ, tau) hedef almanın klinik 

çalışmalarda başarısız olma olasılığını yükselteceğini göstermiştir. Bu nedenle 

AH’da, birden fazla yolağı hedefleyen, hastalığın patogenizine katkı sağlayan 

komorbit faktörleri elimine eden ve hastalığın klinik seyrini değiştirecek ajanların 

gerekliliği ortaya çıkmaktadır. Günümüzde araştırmacılar, doğrudan Aβ peptidleri 

hedef almayan veya klinikte farklı hastalıkların tedavisinde kullanılan ajanlar 

yeniden konumlandırarak, AH’da klinik faz çalışmalarına başlamışlardır (Çizelge 

4.2). 

  



23 

 

Çizelge 4.2. AH’da klinik Faz 3 çalışmalarında yer alan ve Aβ dışı hedeflere özgü 
ajanlar  

Ajan Mekanizma Hedef / Amaç Durumu 

AC-1204 Ketozisin uyarılması 
Metabolik, kognitif fonk. 

Artış 
Tamamlandı 

Levetiracetam SV2A düzenleyici Nöroprotektif 
Uygulama 

başladı 

Aripiprazol D2 ve 5-HT1A agonisti Kognitif fonk. artış Sonlandırıldı 

AVP-786 
Sigma-1 reseptör agonist, 

NMDAR antagonist 
Ajitasyonun baskılanması 

Uygulama 

başladı 

AXS-05 

Sigma-1 reseptör agonist, 

NMDAR antagonist, 

Dopamin-norepinefrin geri 

alım inh. 

Ajitasyonun baskılanması 
Uygulama 

başladı 

Azeliragon 
Anti-inflamatuvar, RAGE 

antagonist 

Nöroinflamasyonun 

baskılanması 
Sonlandırıldı 

Brexpiprazol 
5-HT1A ve D2 agonist, 

5-HT2A antagonist 
Ajitasyonun baskılanması Tamamlandı 

Hindistan Cevizi 

Yağı 

ADP-ribolizasyon 1 protein 

inh. 

Anti-Aβ, antiinflamatuar, 

antioksidan, nöroprotektif 
Sonlandırıldı 

COR388 Bakteriyel proteaz inh. 
Nöroinflamasyonun 

baskılanması 

Uygulama 

başladı 

Esitalopram Seratonin geri alım inh. Ajitasyonun baskılanması 
Uygulama 

başladı 

Gabapentin 

Enakarbil 
Glutamat reseptörler 

Nöroprotektif, kognitif 

fonk. artış 

Uygulama 

başladı 

Ginkgo biloba Anti-oksidan, anti-Aβ Antioksidan, Anti-Aβ 
Uygulama 

başladı 

Guanfasin α-2 ve 5HT2B agonisti Kognitif fonk. artış 
Uygulama 

başladı 
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Çizelge 4.2.(devam) AH’da klinik Faz 3 çalışmalarında yer alan ve Aβ dışı 
hedeflere özgü ajanlar  

Ajan Mekanizma Hedef / Amaç Durumu 

Idalopirdin 5-HT6 antagonisti Kognitif fonk. artış Tamamlandı 

Intepirdin 5-HT6 antagonisti Kognitif fonk. artış Sonlandırıldı 

Insulin Metabolik yolak 
Glukoz kullanımı, Kognitif 

fonk. artış 
Tamamlandı 

Lumateperon 5-HT2A antagonisti Kognitif fonk. artış Sonlandırıldı 

Losartan, 

amlodipin 

ATII reseptör blokörü,  Ca2+ 

kanal blokörü 

Antiinflamatuvar, metabolik 

control, kognitif fonk. artış 
Uygulama başladı 

Masitinib Selektif Tirozin kinaz inhibitörü 
Nöroinflamasyonun 

baskılanması 

Yürülükte, 

uygulama 

başlamadı 

Metilfenidat Dopamin geri alım inhibitörü 
Apatinin (Davranış) 

baskılanması 
Uygulama başladı 

Mirtazapin Alfa-1 antagonsit 
Ajitasyonun(Davranış) 

baskılanması 
Uygulama başladı 

Suvoreksan Oreksin reseptör antagonisti Uykunun düzenlenmesi Tamamlandı 

EVP-6124 
Selektif α7 nikotinik reseptör 

parsiyel agonisti 

Kolinerjik sistem aracılı 

kognitif fonk. artış 
Sonlandırıldı 

Nabilon CB1, CB2 agonisti Ajitasyonun baskılanması Tamamlandı 

Nilvadipin Ca2+ kanal blokörü 
Anti-Aβ, antiinflamatuar, 

nöroprotektif 
Tamamlandı 

Nuedexta 

NMDAR antagonisti 

Sigma-1 reseptör agonisti, 

SSRI 

Kognitif fonk. artış, 

nöroprotektif 
- 

Pioglitazon PPAR-γ agonisti 

Nöroinflamasyonun 

baskılanması, nöroprotektif, 

kognitif fonk. artış 

Sonlandırlıldı 

Troriluzol Glutamat düzenlenmsi Nöroprotektif Uygulama başladı 

TRx0237 (LMTX) 
Tau stabilizatörü, Agregat 

inhibitörü 
Anti-Tau Tamamlandı 

Kolekalsiferol Vitamin D reseptör agonisti 
Metabolik düzenlenim, 

kognitif fonk. artış 
Tamamlandı 

Zolpidem, 

Zoplikon 
GABA-A reseptörleri Uykunun Düzenlenmesi Uygulama başladı 
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2.5. Alzheimer hastalığı (AH) ve Diabetes Mellitus (DM) İlişkisi 

 

Diabetes mellitus (DM) sistemik metabolik bir hastalık olup kronik hiperglisemi, 

hiperlipidemi, kronik inflamasyon, oksidatif stres ve insulin direnci (Tip 2) veya 

yoksunluğu (Tip 1) ile karakterize edilmektedir [188, 189]. İnsulin eksikliği/veya 

yoksunluğunun eşlik ettiği Tip 1 Diyabet (T1DM) otoimmun bir hastalık olup, 

pankreatik β hücrelerinin harabiyeti sonucu oluşmaktadır [190, 191].  Tip 2 

diyabette (T2DM) ise insulinin hücrelere alınımı (insulin direnci) veya 

salgılanmasında sorun yaşanmaktadır [192]. Her iki patolojik durum sonucunda 

kandaki glukoz seviyelerinin yükselmesine bağlı olarak makro ve mikrovasküler 

komplikasyonlar meydana gelmektedir [193]. Diyabetik komplikasyonlardan biri 

olan kognitif fonksiyon kaybı hastaların yaşam kalitesini anlamlı ölçüde 

azaltmaktadır [194-196]. Kognitif fonksiyonlarda meydana gelen azalma, oksidatif 

stres [197], ileri glikasyon sonürünlerinin oluşumu [198] ve mitokondriyal 

disfonksiyon ile ilişkilendirilmektedir [199]. Ayrıca,  beyinde bozulmuş insulin sinyal 

yolakları, glukoz homeostazındaki dengesizlik [200] ve mikrovasküler değişiklikler 

[201] diyabet aracılı kognitif fonksiyonun ilerleyici bir şekilde kaybına aracılık 

etmektedir. Bu bilgiler doğrultusunda araştırmacılar, T2DM komplikasyonları ile AH 

patogenezindeki yolakların biyokimyasal, moleküler ve histopatolojik yönden 

benzerlikler gösterdiğini ortaya koymuşlardır [202-206]. İnsulin reseptör sinyal 

yolakları Aβ üretiminde görev alarak AH oluşumunda doğrudan etkili olabileceği 

bildirilmiştir [207]. Bu nedenle AH, Tip 3 DM (T3DM) ve/veya beyine özgül diyabet 

olarak adlandırılmıştır [208]. 

 

T2DM’un, AH’nın erken evresinden başlayarak etkilediği ve hastalığın 

patogenezinin ilerlemesine aracılık ettiği yolaklar tam olarak aydınlatılamamıştır. 

Günümüzde, 1) insulin direncine bağlı olarak glukoz metabolizmasında görev alan 

Akt proteininin fosforilasyonu baskılanarak, GSK3β-aracılı tau fosforilasyonunun 

artırılması [204]; 2) hiperinsulinemi durumunda insulini parçalayan enzim (IDE) için 

insulin ve Aβ’nın yarışması sonucu Aβ’nın birikimi [209, 210]; 3) ER stresine bağlı 

olarak yanlış katlanmış proteinlerin birikimi [211]; 4) Oksidatif stres ve inflamasyon 

[154, 212, 213]; 5) Lipid metabolizmasının bozulması sonucunda oluşan 

peroksidasyon ürünleri olan 4-HNE düzeylerinin artması [212, 213]; 6) Glukoz 
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metabolizmasının oksidatif son ürünleri olan AGE düzeylerinin artması, AH ve 

T2DM komplikasyonlarının temel ortak yolakları olarak tanımlanmıştır [214].  

 

Moleküler olarak DM ve AH arasındaki ilişki Resim 2.4’te özetlenmiştir. DM, 

obezite kronik inflamasyon ile karakterize patolojiler olup tüm doku ve organları 

etkilemektedir. İnflamatuvar sitokinler reseptörlerine bağlanarak (1) nüklear faktör 

kappa B (NF-𝜅B/I𝜅B𝛼) yolağını uyararak proinflamatuvar yanıtın başlamasına 

aracılık etmektedir (2). Besin dengesizliğine bağlı olarak inflamatuvar yolakların 

yanı sıra DNA hasarı oluşur ve redoks modulasyonun ortadan kalkması ile 

glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon (GSH) ve okside GSH (GSSG) düzeyleri 

azalarak oksidatif stres uyarılmaktadır (3). Benzer şekilde pankreatik 𝛽-hücreleri 

besin dengesizliğine bağlı olarak glikoliz sekteye uğrayarak gliseraldehit-3fosfat 

dehidrogenaz (GAPDH) aktivitesi azalıp indirgenmiş piruvatın oksidasyonu başlar, 

ATP üretiminde azalma meydana gelir (4). Metabolik disfonksiyona bağlı olarak 

süperoksit ve takiben hidrojen peroksit oluşumu uyarılır, nitrik oksit varlığında ise 

peroksinitritler oluşarak nitrozatif stres gerçekleşir. Elektron transport zincirinde 

(ETZ) fonksiyon kaybına bağlı olarak ATP sentezi azalmaya devam eder (5). Bu 

süreçler endoplazmik retikulum (ER) stresi ile birleşerek insulin salgılanması 

baskılanır (6). Yüksek oranda dolaşan glukoz, lipid ve kronik inflamasyon amiloid 

beta (Aβ) agregatlarının oluşumunu uyarır ve insulin direncine bağlı olarak nöronal 

hücrelere glukoz transportu azalır (7), glikojen sentaz 3 beta (GSK 3β) aktivitesi 

artırılır (8). Artan GSK 3β ile birlikte tau hiperfosforilasyonu uyarılır (9). Diğer 

yandan ROS/RNS ve Aβ aracılığıyla TCA döngüsünde görev alan alfa enolaz 

(ENO1), malat dehidrogenaz (MDH), ATP sentaz ve GAPDH enzimleri 

baskılanarak ATP sentezi azaltılır ve fosforile tau aracılı apoptoz uyarılmaktadır 

(10) [215] . 
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Resim 2.4. DM ve AH patogenezi ile ilişkilendirilen mekanizmalar [215].  

 
2.6. Endokannabinoid Sistem  

 

Cannabis sativa, eski çağlarda ve geleneksel Çin tıbbında iyileştirici olarak 

adlandırılmış ve astım, malaria, gut, nevralji, konvüzyonların hafifletilmesinde 

kullanılmıştır [216, 217]. 20. yüzyıldan itibaren ise içerisindeki bileşenler 

aydınlatılarak kannabinoidler olarak adlandırılmıştır. Cannabis sativa bileşiminde, 

500’den farzla farklı fitokimyasal bileşik içeren ve bu bileşenlerin 85’ten fazlasını 

kannabinoidlerin oluşturduğu bir bitkidir [218]. Bitkisel kannabinoidler içerisinde 

psikoaktif Δ9-tetrahidrokannabinol (THC) ve non-psikotik kannabidiol (CBD) en 

yaygın bulunan türevler olup, hücrelerde kendilerine özgül reseptölere 

bağlandığının gösterilmesiyle, endojen kannabinoidlerin (endokannabinoid) varlığı 

da aydınlatılmıştır [219-221]. 2005 yılında, multiple sklerozda görülen ağrı ve 

spastisitenin giderilmesinde THC ve CBD içeren Nabiximol preparatının 

onaylanması ile kannabinoid profilli ilaç araştırmaları hız kazanmıştır [222]. 
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Endokannabinoidler, endokannabinoid sistem adı verilen bir sistem dahilinde 

sentezlenerek, metabolize olan ve kendine özgül reseptörlere bağlanarak etki 

göstermektedir [223]. Klasik nörotransmitterlerden farklı olarak 

endokannabinoidler, gelen uyarana bağlı olarak postsinaptik olarak sentezlenip 

hızlı bir şekilde salgılanarak presinaptik olarak etkilerini oluşturmaktadır. Sinaptik 

aralıkta gerçekleşen bu olaya retrograd salgılanma adı verilmektedir [224]. 

Retrograd salgılanma sonucunda endokannabinoidler, presinaptik yerleşim 

gösteren kannabinoid reseptörlerine (CBR) bağlanarak eksitatör veya inhibitör 

sinapslardaki hızlı ve/veya uzun süreli nörotransmitter salgılanmasını 

baskılamaktadırlar. Diğer nörotransmitterlerden farklı olarak endokannabinoidler, 

bir uyaran varlığında membran prekürsörlerinden hareketle sentezlenip veziküller 

içeresinde depolanmadan direk etki göstermektedir [225]. 

 

Endokannabinoid sistem, hücre ölümü-sağkalımı, immun yanıtın oluşması, nöronal 

hücrelerin olgunlaşması, nöronal iletim, metabolik ve üreme gibi birçok 

fonksiyonun düzenlenmesinde görev almaktadır [225]. Endokannabinoid sistem 

elemanları, vücutta ve özellikle MSS’de yaygın dağılım gösteren fosfolipid-türevi 

nöronal düzenleyicilerdir.  

 

Endokannabinoid ailesinin, etanolamin ve araşadinoik asidin bir türevi olan 

anandamid (araşidoniletanolamin, AEA) ve AEA’nin gliserol esteri olan 2-

araşidonigliserol (2-AG) olmak üzere iki ana bileşeni bulunmaktadır. AEA ve 2-AG 

presinaptik membranda yer alan fosfolipidlerin enzimatik kesimi sonucunda 

oluşmaktadır. AEA, N-açil-fosfatidil-etanolaminin (NAPE), fosfolipaz D (PLD) ile 

hidolize edilmesi ile; 2-AG ise fosfatidilinositol 4,5-bifosfatın(PIP2), fosfolipaz C 

(PLC) veya PLD ile hidrolize edilerek diaçilgliserol (DAG) oluşumu sırasında 

meydana gelmektedir. Oluşan DAG, DAG lipaz aracılığı ile 2-AG’ye 

dönüştürülmektedir (Resim 2.5) [226].  
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Resim 2.5.  Endokannabinoidlerin sentez ve hidroliz şeması [227]  
 

Endokannabinoidler, endotelyal hücreler, adipositler, glial hücreler ve makrofajlar 

gibi birçok hücre tarafından üretilebilmektedir. 2-AG, çoğunlukla beyin dokusunda 

lokalize olmakta ve CB1 ve CB2 reseptörlerinin tam agonisti olarak etki 

göstermektedir. AEA ise CB1 reseptörünün parsiyel agonisti gibi davranmaktadır. 

Bu reseptörler dışında kannabinomimetikler, peroksizom proliferatör aktive edilmiş 

alfa reseptörleri (PPAR-α), transient reseptör potansiyeli vanniloid-1 (TRPV1) 

kanallarını ve GPR55, GPR119 gibi yetim (orphan) endokannabinoid reseptör 

ailesinin yeni üyelereni de aktive etmektedir [228]. CB1 reseptörleri G-proteini 

kenetli reseptör ailesinden (GPCR) olup başta serebellum, korteks, hipokampus, 

ve bazal ganglia olmak üzere beyinde yaygın olarak ifadelenmektedir [225]. Kalp, 

vaz deferans, mesane ve incebağırsak gibi periferal organlarda da CB1 

reseptörlerinin ifadelendiği gösterilmiştir. Öte yandan, yaygın olarak periferal 

yerleşim gösteren kannabinoid reseptörlerine ise CB2 reseptörleri adı verilmiştir 

[229-231]. CB2 reseptörleri periferal sistemde yaygın olarak dağılım göstermesi ve 

özellikle bağışıklık sistemindeki rolleri ile önem kazanmıştır. Yapılan çalışmalar ile 

birlikte, CB2 reseptörlerinin MSS’de de özellikle inflamasyon aracılı yolaklarda da 

görev aldığı belirlenmiştir [229, 230]. MSS’de mikroglialar ve astrositler üzerinde 

ifadelenen CB2 reseptörlerinin, yalnızca inflamasyona bağlı uyarılmış hücrelerde 

düzeylerinin arttığı belirlenmiştir [225, 229-232]. 
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CBR’ler, hücre sağkalımı, proliferasyon, epigenetik düzenlenim, migrasyon, 

farklılaşma ve olgunlaşma gibi birçok süreçte görev almaktadır. CBR’ler bu 

etkilerini Gi/0 protein kenetli reseptöler olması ile hücre içinde, a) adenilat siklaz ve 

siklik MAP kinaz inhibisyon (PKA); b) hücre dışı sinyal ile regüle 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 

hücre homeostazında görev almaktadır [233]. Ayrıca çoğunlukla CB1R aracılığıyla 

uyarılabilir hücrelerde membran potansiyelinin düzenlenmesinde Ca 2+ ve K+ 

kanallarının geçirgenliğini doğrudan kontrol etmektedir [234, 235].  

 

Post sinaptik hücrede, Ca2+ girişine bağlı olarak AEA ve 2-AG sentezi gerçekleşir. 

Sentezlenen endokannabinoidler presinaptik nöronda CB1R’leri aktive eder. Aktive 

olmuş CB1R, GABAerjik nöronlarda depolarizasyon kaynaklı baskılanmış 

inhibisyonu (DSI) engelleyerek kısa süreli depresyona (STD) aracılık etmektedir 

[236, 237]. Öte yandan glutamerjik nöronlarda depolarizasyon kaynaklı 

baskılanmış eksitasyonu (DSE) engelleyerek kısa/uzun süreli depresyonu (LTD) 

uyarmaktadır. Ayrıca AEA, postsinaptik TRPV1 reseptörleri üzerinden eksitatör 

nöronlarda LTD oluşumununa aracılık etmektedir [238] (Resim 2.6).  

 

 
 
Resim 2.6. Endokannabinoid sistemin sinaptik iletimdeki rolü [238]  
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2.7. Alzheimer Hastalığı (AH) ve Endokannabinoid Sistem (EKS) İlişkisi 

 

AH’da aşırı miktarda oluşan Aβ peptidler, öncelikle çözünür oligomerlere ve 

ardından çözünemeyen ekstraselüler senil plaklara dönüşmektedir. Çözünür Aβ 

oligomerleri, fibriller Aβ peptidlere benzer şekilde nörotoksik etkilerden sorumludur 

[239-242]. Aβ plakları nörotoksik etkilerini meydana getirirken nöroinflamatuvar 

süreçleri de uyarmaktadır [243, 244]. Beyinde nöroinflasyondan  sorumlu olan glial 

hücrelerin uyarılmasıyla inflamatuvar mediyatörler ve nörotoksik serbest radikaller  

salgılanmaktadır [245, 246]. Aktive olan mikroglial hücreler Aβ agreatlarının 

etrafını sararak bir yandan fagositoz ile agregatların uzaklaştırılmasını sağlarken, 

diğer yandan inflamatuvar sürece katkıda bulunur [247]. Fagosite edilemeyen Aβ 

peptidler, Src ve Syk tirozin kinazları uyarmaktadır [248]. Uyarılan bu kinazlar, 

MAPK ve nüklear faktör κB (NFκB) yolaklarını aktive ederek inflamatuvar yanıt ve 

ROS oluşum süreçlerini başlatmaktadır [245]. Benzer şekilde Aβ peptidler, 

doğrudan MAPK yolağı ve ekstraselüler sinyal ile düzenlenen kinaz (ERK) 

yolaklarını da uyarabilmektedir [249]. Bu şekilde birçok yolağın aktive olması 

sonucunda Aβ aracılı inflamatuvar süreçlerin belirteci olan IL-1β ve Tnf-α 

salgılanarak AH’da görülen kronik inflamasyon gerçekleşir [250]. Glial hücrelerden 

salgılanan IL-1β, astrosit ve nöronlarda MAPK ve NFκB yolaklarını aktive ederek 

nöroinflamasyonun şiddetini ve tau fosforilasyonunu artırmaktadır [245, 250]. 

Ayrıca Aβ oligomerleri, uyarılabilir nitrik oksit sentaz (iNOS) enziminin üretimini 

artırarak astrositlerden nitrik oksit (NO) ve Tnf-α salgılanmasını uyarmaktadır 

[251]. Diğer yandan, hücresel bağışıklık sisteminin aktivasyonu ve patojenlerin 

tanınmasında görev alan toll-benzeri reseptör 4 (TLR-4) aktivasyonu da benzer 

yolakları kullanarak sinaptik plastisitenin baskılanmasına aracılık etmektedir [252, 

253]. Hücresel stres yolaklarının başında gelen p38-MAPK yolağı, NMDA ve 

metabotropik (mGLU) glutamat reseptörlerinin aşırı çalışmasına bağlı olarak LTP 

inhibe edilmesinde görev almaktadır [254, 255]. MAPK yolağının diğer bir uyaranı 

ise ileri glikasyon son ürünü reseptörleri olan RAGE yolağıdır. RAGE 

reseptörlerine Aβ plakları bağlanması ile MAPK yolağı uyarılarak tau 

fosforilasyonunda artış ve LTP’de azalma meydana gelmektedir [245].  

 

AH’da görülen, inflamasyon ve stres koşullları altında glial hücrelerden (mikroglia, 

astrosit) endokannabiboidlerin sentezi uyarılır ve endokannabinoidler CB1R/CB2 
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ve PPAR resepörleri üzerinden iNOS, COX-2 ve proinflamatuvar sitokinlerin 

salgılanmasını baskılamaktadır [256]. Ayrıca AEA, Notch-1 sinyalizasyonunu 

uyararak nörogenez, nörit oluşumu ve nöronal ağın oluşumuna aracılık etmektedir. 

Mitokodrial CB1 reseptörlerinin uyarılması ile mitokodrial apoptotik belirteçlerin 

salgılanması inhibe edilerek, ROS oluşumuna bağlı hücre içine Ca2+ girişi 

engellenmiş olur. Bu şekilde endokannabinoidler, antioksidan, antiinflamatuvar ve 

antiapoptotik etkileri ile AH progresyonunu baskılayabilmektedir [19]. 

 
Resim 2.7. Endokannabinoid sistem ve AH ilişkinin moleküler mekanizması [19] 
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Endokannabinoid sistemde CB2R aktivasyonu ile AH’da mikroglial aktivasyona 

bağlı olarak artan proinflamatuvar sitokinlerin seviyeleri baskılanmakatadır. CB1R 

üzerinden ise Aβ’nın MSS’den uzaklaştırılması, tau hiperfosforilasyonu ve 

mitokondriyal disfonksiyon baskılanarak protektif etki gözlenmektedir [19] (Resim 

2.8) 

 

 
 

Resim 2.8. Endokannabinoidlerin AH patogenezindeki protektif rolü[19] 

 

AH ile kannabinoid sistem arasındaki ilişki tam olarak aydınlatılamamış olsa da 

son yıllarda yapılan çalışmalar AH’nın tedavisinde alternatif yaklaşımlar 

getirilmesine olanak sağlamıştır.  

 

In vitro koşullara kannabidiol, glutamat nörotoksisitesine karşı, kannabinoid 

reseptörlerinden bağımsız olarak  nöroprotektif ve antioksidan etkiler 

oluşturmaktadır [257, 258]. PC12 nöronal hücrelerde kannabidiol, Aβ 

uygulanmasından sonra sağkalım oranını artırarak, ROS üretimini ve lipid 

peoxidasyonu düşürmektedir. Öte yandan kannabidiol, amiloid-β’nın indüklediği 
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tau hiperfosforilasyonunu ve ifadelenmesini, ayrıca inflamatuvar belirteçleri inhibe 

ederek Aβ aracılı nöroinflamatuvar yanıtı azaltır [259]. AH gibi nörodejeneratif 

hastalıkları kontrol etmek için yapılan araştırmalarda kannabidiol’ün nöroprotektif 

potansiyeli pozitif sonuçlar [260, 261].  

 

Kannabidiol’ün antioksidan etkisinin mekanizmasını aydınlatmaya yönelik yeni 

çalışmalarda, kannabidiol’ün oksidatif stresi kontrol edebilmek ve homeostazı 

sağlamak için endojen antioksidan savunmayı arttırdığını gösterilmiştir. 

Kannabidiol, bir transkripsiyon faktörü olan nükleer NF-E2 ilişkili faktör-2 (Nrf2)’nin 

tetiklediği sinyal yolaklarını indükleyerek SOD sentezini artırmakta ve p38 ve NFkB 

düzeyini azaltarak nöroprotektif etki göstermektedir [17, 262, 263]. 

 

Nöroprotektif etkileri en çok çalışılan kannabinomimetik olan AEA, mitokondriyal 

oksidatif fonksiyonların düzenlenmesinde aktif rol almaktadır [17]. 2-AG ise CB1R 

reseptörlerini aktive ederek STAT3 aracılığı ile serebral iskemiye karşı koruyucu 

özellik göstermektedir [264]. Antioksidan özellikleri olan CBD ve benzerlerinin Aβ 

aracılı nörodejenerasyona karşı korumadıkları gösterilmiştir [265]. CB1R/CB2R 

tam agonisti olan WIN 55,212-2, sitriatal doku ve beyin sinaptozomlarında oksidatif 

mitokondrial disfonksiyonu azaltırken, elektron transport zincir kompleksini de 

inhibe etmektedir [266]. Benzer şekilde CB1R/CB2R tam agonisti olan CP 55-940, 

eksitotoksisite karşısında kısa sureli mitokondrial disfonksiyonu geri çevirmekte ve 

oksidatif belirteçleri düzeltmekter [17], FAAH inhibitörü olan URB597, retinal 

ganglion hücrerelerini korumaktadır [267].  

 

Mevcut bu literatür bulgularına rağmen, kannabinomimetiklerin redoks stres aracılı 

inflamatuvar nörodejenerasyona karşı etki ve etki mekanizmaları henüz 

bilinmemektedir.  Son yıllardaki gelişmelere rağmen, geniş bir kimyasal grubun 

üyesi olan endojen ve sentetik kannabinomimetiklerin etki ve etki 

mekanizmalarınının araştırılmasına yönelik çalışmalarda genellikle benzer yolaklar 

üzerine odaklanılmış, buna karşın birçok mekanizma ile ilişkili olan redoks strese 

bağlı dejeneratif yolakların araştırılması ve bu yolakların hedeflenerek patolojinin 

önlenmesine yönelik araştırmalar yetersiz kalmıştır.  
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Bu doktora tez projesi kapsamında, farklı kannabinoid grubundan bileşikler ile 

oksidatif/nitrozatif stresin aracılık ettiği inflamatuvar nörodejenerasyon modelinde, 

kannabinomimetiklerin reseptör bağımlı- ve bağımsız nöroprotektif etki 

mekanizmalarının araştırılması, redoks yolaklar ve sinyal proteinleri ile etkileşimin 

kannabinoid-aracılı nöroproteksiyondaki rolünün test edilmesi amaçlanmıştır. Buna 

ek olarak, DM ve AH arasındaki ilişkiyi değerlendirmek üzere primer hipokampal 

nöron hücre kültürlerinde oksidatif/nitrozatif stres, nöroinflamasyon ve 

mitokondriyal disfonksiyonun eşlik ettiği glukolipotoksisite ve Aβ aracılı in vitro DM-

AH oluşturulması ve karakterizasyonu ile model çalışması gerçekleştirilmiştir.  

 

Oluşuturulan DM-AH modelinde, 1) endokannabinoid grubu bileşikler olan 

anandamid (AEA) ve 2-araşidonilgliserol (2-AG), sentetik kannabinoid reseptör 

agonistleri WIN 55,212-2 ve CP 55,940, ve endokannabinoid sistem modülatörü 

olan URB-597 bileşiğininin potansiyel nöroprotektif etki ve etki mekanizmalarının 

araştırılması, 2) endokannabinoid sistem-redoks modülasyon-nöroinflamasyon 

ekseninde DM-AH’nı modifiye edecek terapötik bir yaklaşım sağlanması, 3) 

inflamatuvar nörodejenerasyonda kannabinoid sistemin rolünün aydınlatılması 

amaçlanmıştır.  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1. Kullanılan Makine ve Teçhizatlar 

 

Deneysel aşamalarda, sınıf II biyolojik güvenlik kabini (Nuve, Türkiye),  CO2 

inkübatör (Sanyo, Japonya), Modulus™ Microplate Multimode Reader (Turner 

BioSytems, ABD), mikroplaka okuyucu (PowerWave XS, Biotek, ABD),  RTCA 

iCELLigence System (ACEA Biosciences,ABD), sıvı azot tankı (Cyrogenics, 

İngiltere), -86°C  ve -20°C derin dondurucu (Sanyo, Japonya), soğutmalı 

mikrosantrifüj (Micro 200R, Hettich, Almanya), soğutmalı santrifüj (Rotina 420R, 

Hettich, Almanya),ortam sterilizatörü (Virobuster Steribase 300 plus, Almanya) 

Inverted Microscope Leica DM6000/ Leica DFC420 kamera (ABD), mikroplaka 

yıkayıcı (ELX50, Biotek, ABD), BioShaker (Biosan MultiBio 3D, Letonya), combi-

spin vortex (Biosan, Letonya), kuru blok ısıtıcı (Biosan, Letonya), Western blot-

Trans Blot sistemi (Biorad, ABD), güç kaynağı (Biorad, ABD), GBOX Chemi XRQ 

Chemiluminescence and Fluorecence Imaging System (Syngene, İngiltere) 

cihazları kullanılmıştır.  

 

3.2. Kullanılan Kit, Kimyasal ve Sarf Malzemeler 

 

Deneysel aşamalarda Beta Amyloid Peptide 1-42 (Aβ1-42, mouse, rat) (Anaspec, 

Belçika); Hibernate A, Neurobasal A, B-27™ Supplement (50X), Glutamax (100x), 

At Serumu (HS, Yeni Zelanda menşei) ve Fötal Sığır 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 sülfat (10 

mg/ml) ve amfoterisin B (100X) (Biowest, Fransa); Poly-D-lizin hidrobromit (mol wt 

70,000-150,000), sitozin ß-D-arabinofuranozid, D-mannitol (≥98%), dimetil 

sülfoksit (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, İngiltere); Rat Advanced 

Glycation End Products (AGE) ELISA kit, Rat 4-Hydroxynonenal (HNE) ELISA kit, 

Rat Super Oxidase Dimutase (SOD) ELISA kit, Rat Catalase (CAT) ELISA kit, Rat 

Glutathione Peroxidase (GPx) ELISA kit ve Rat Glutathione Reductase (GRx) 
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ELISA kit Bioassay Technology Laboratory (Çin) firmasından ital edilmiştir. Rat 

inducible nitric oxide synthase (iNOS) ELISA KIT ve Rat 3-nitrotyrosine (3-NT) 

ELISA Kit Cusabio Technology LLC (ABD) firmasından; Rat IL-1 beta ELISA Kit ve 

Rat TNF alpha ELISA Kit ise Boster Bio (ABD) firmasından ithal edilmiştir. D-(+)-

Glukoz, MP Biomedicals (İsveç); 2’,7’-Diklorodihidrofluorescein diasetat (DCFH-

DA) Cayman Chemicals (ABD) firmasından ithal edilmiştir. RIPA Tamponu (10X) 

Cell Signaling Technology Inc. (ABD); Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo 

Fisher Scientific (ABD) firmasından ithal edilmiştir. Kullanılan diğer tüm plastik sarf 

malzemeleri belirtilmediği taktirde Corning (ABD) firması veya alt firması olan 

Axygen Inc. (ABD) firmasından ithal edilmiştir. 

 

3.3. Yöntemler 

 

3.3.1. Hipokampus dokusu izolasyonu ve primer hipokampal nöron kültürü 

 

Çalışmamızda 18-19 günlük gebe Wistar albino cinsi dişi sıçanlar, Gazi 

Üniversitesi Deney Hayvanları Yerel Etik Kurulu onayı alınarak ve Laboratuvar 

Hayvanları Bakım ve Kullanımı Temel İlkeleri esas alınarak kullanılmıştır (Etik 

Kurul Onay No: G.Ü. 16.081). Sıçanlar, Gazi Üniversitesi Laboratuvar Hayvanları 

Yetiştirme ve Deneysel Araştırmalar Merkezi’nde (GÜDAM), fetüslerin alınacağı 

güne kadar serbest yem, serbest su ile beslenerek ve sıçanların sirkadyen ritmine 

(12 saat aydınlık: 12 saat karanlık) uygun olacak şekilde barındırılmışlardır. 

Hipokampal hücreler, embriyonik yaşı 18-19 olan (E18-E19) Wistar albino sıçan 

fetüslerinden izole edilmiştir. Kısaca, gebe Wistar albino sıçanlara intramusküler 

ketamin (45 mg/kg) ve ksilazin (5 mg/kg) enjeksiyonu ile anestezi altında batın 

bölgesine açılan insizyon ile ovaryektomi yapılarak E18-E19 fetal sıçanlar 

alınmıştır. Elde edilen E18-E19 sıçanlar servikal dislokasyon ile feda edilerek 

kafatasları açılmış ve beyin dokusu açığa çıkarılmıştır (Resim 3.1). 
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Resim 3.1. Hipokampus dokusunun elde edilmesi amacıyla, gebe sıçana açılan 

insizyon ile ovaryektomi yapılması ve alınan E18-E19 sıçanların hafif 

anestezi altında servikal dislokasyon sonucu beynin dokusunun 

izolasyonu  

 

E18-E19 fetal sıçanların beyin hemisferleri sagital insizyon ile iki yana ayrılarak 

hipokampus dokuları görünür hale getirilmiş, işlem sırasında 1X fosfat salin 

tamponu (PBS) ile yıkama yapılarak hipokampüslerin kandan temizlenmesi 

sağlanmıştır. Hipokampüsler C şeklinde opak görünümleri sayesinde çevre 

dokulardan ayrılarak ekstrakte edilmiştir. İzole edilen hipokampus dokuları, 

Hibernate A ve B27 ile desteklenmiş PBS içeren falkonlara aktarılarak, alışmanın 

devam edeceği yer olan laminar kabin içine getirilmiştir [268]. Falkondaki 

hipokampus dokularına pastör pipeti yardımıyla hafifçe pipetaj yapılarak daha 

küçük parçalara ayrılması sağlanmıştır. Materyal PBS ile 500 rpm’de 10’ar dk 

süresince 3 kere yıkanmıştır. Kontaminasyon riskini önlemek için yıkama amacıyla 

kullanılan PBS’e de %0,5 P/S, %0,5 gentamisin ve %0,05 amfoterisin B 

eklenmiştir. Yıkama işleminin ardından PBS ortamdan uzaklaştırılmış ve daha 

sonra falkonlara yaklaşık 6-8 ml papain (2 mg/mL, Hibernate A) enzim solüsyonu 

eklenmiştir. Papain enzim solüsyonu eklendikten sonra, 15 ml’lik falkonlar etüv 

içinde dik duracak şekilde, 30 ºC’de 30 dakika (dk) süresince inkübe edilmiştir. Bu 

sürenin sonunda 40-60 μl DNAz 1 (2 ünite/uL) ortama eklenerek, 30 ºC’de 12 dk 

daha bekletilmiştir [269]. Süre sonunda falkon tüpler etüvden alınmış ve pastör 

pipeti yardımıyla nazikçe pipetaj yapılarak enzimatik parçalanma hızlandırılmıştır. 
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Elde edilen süspansiyon, Hibernate A ile ıslatılmış hücre süzgeci (40 μm)  

kullanılarak filtre edilmiş ve 50 ml’lik falkonlara aktarılmıştır [270]. Ardından, 1800 

rpm’de 10 dk daha santrifüj uygulanıp, pelletin görülmesi üzerine süpernatan 

aspire edilerek uzaklaştırılmış 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 desteği içeren Neurobasal A besiyeri  (Çoğalma besiyeri) 

kullanılarak hücreler süspande edilmiştir. Bir gün önceden 10 µg Poli-D-Lizin 

(PDL) ile kaplanmış olan petri kültür kaplarına çoğalma besiyeri eklenip, süspande 

edilmiş olan hücreler 37 0C’de %5 CO2 içeren ortamda inkübe edilmiştir [271]. 

İnkübasyondan 6-8 saat sonra hücreler mikroskop altında incelenerek 

yapışmaların olduğu görülmüş, bunun üzerine çoğalma besiyerinin %50-60’ı 

uzaklaştırılarak, %3 HI-HS, %2 B27, 0.5 mM Glutamax, %1 N21-Max, %0.5 P/S, 

%0.05 Gentamisin ve %0.5 Amfoterisin B desteği içeren Neurobasal A besiyeri 

(Farklılaşma besiyeri) eklenmiştir [272]. Bu aşamada hücrelerin tamamının yüzeye 

yapışmadığı, yüzen hücrelerin olduğu görülmesi durumunda, ortamdan alınan 

materyal falkonlara aktarılarak, santrifüj uygulanmış ve elde edilen pellet, 

farklılaşma besiyeri ile tekrar süspande edilerek petrilere aktarılmıştır. Bu 

aşamadan sonraki ilk besiyeri değişimi, primer hipokampal hücreler ekildikten 2 

gün sonra gerçekleştirilmiştir. Nöron dışı glial hücrelerin büyümesini inhibe etmek 

amacıyla, kültürün 2. günü 1-5 μmol/L AraC kültür ortamına eklenerek, 

arabinofuranozil sitozin C (AraC) nin 48 saat kültür ortamında kalması 

sağlanmıştır. 48 saat sonunda besiyeri yarı oranında değiştirilmiştir [273]. Bu 

aşamadan itibaren, mikroskopta hücre farklılaşması incelenerek stabil kültür elde 

edildikten (ortalama 7-15 gün) sonra moleküler çalışmalara başlanmıştır [274]. 

 

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

oluşturulması 

 
Hiperglisemi modelinin oluşturulması sırasında primer hipokampal hücreler %70-

80 doygunluğa ulaştıktan sonra, D-Glukoz’un (2.5 M; 1X PBS)  farklı 

konsantrasyonları (25, 50, 75, 100 ve 150 mM) farklılaşma besiyerine ilave 

edilerek 24 veya 48 saat süreyle inkübe edilmiştir [275, 276]. Farklılaşma besiyeri 

(5 mM; D-Glukoz) normo-glisemik (NG) ortam, 25 mM D-Glukoz içeren besiyeri 

düşük-glisemik (LG) ortam olarak adlandırılırken; 150 mM D-Glukoz içeren 
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besiyeri hiper-glisemik (HG) ortam olarak tanımlanmıştır. Yüksek glukoz 

konsantrasyonuna bağlı hiperosmolar etkinin deneylerimize olan interferansından 

kaçınmak için 25 mmol/L mannitol, LG ortamına eklenmiştir. Primer hipokampal 

hücrelerde lipotoksik konsantrasyonun belirlenmesi için BSA ve palmitik asit 

(PAM) değişen oranlarda (PAM/BSA; 0.25:1, 0.5:1, 1:1, 2:1, BSA ile son 

konsantrasyon 0.150 mM olacak şekilde %1 FBS içerisinde çözülerek) tek başına 

24 ve 48 saat süreyle uygulanmıştır [277]. Optimal glukotoksisite (HG) ve 

lipotoksisite (PAM) koşulları için gerekli süre ve konsantrasyonun belirlenmesi 

RTCA iCELLigence sistemi kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Hücrelerde gluko-

lipotoksisite oluşturmak için besiyerine eklenmesi gereken GLU+PAM/BSA 

konsantrasyonu belirlenen süre ve konsantrasyon kullanılarak gerçekleştirilmiştir 

[277-281]. AH veya Hiperglisemik Alzheimer hastalığı (HG-AH) modeli içinhücreler 

artan konsantrasyonlarda Aβ1-42 (10 nM-4 µM) veya HG ortamda 24 saat ve aynı 

koşullarda ortama Aβ1-42 ilave edilerek 24 saat daha inkübe edilerek 

oluşturulmuştur. Endo- ve sentetik- kannabinoidler (%10 DMSO ile hazırlanmış 5 

mM stok çözelti) 24 saat süreyle farklı konsantrasyonlarda (1 nM- 25 µM) 

besiyerinde seyreltilerek primer hücrelere uygulanarak olası sitotoksik etkileri 

incelenmiştir. Kannabinomimetiklerin, HG+Aβ1-42 modelindeki potansiyel 

terapötik/rejeneratif etkilerini değerlendirmek için ise hücreler kannabinomimetikler 

ile 6 saat ile koşullandırıldıktan sonra ortama HG, 24 saat süreyle ilave edilip 

ardından bu ortama Aβ1-42, 24 saat süreyle eklenerek analizler gerçekleştirilmiştir.  

 

3.3.3. Hücre canlılığı analizi 

 

Konvansiyonel (4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliumbromid (MTT) yöntemi, 

MTT boyasının mitokondriyal redüktazlar tarafından parçalanarak mor renkli 

formazan kristallerini oluşturması esasına dayandığından mitokondriyal metabolik 

aktivite hakkında da bilgi vermektedir. Kısaca, PDL ile kaplanmış 96’lık kültür 

kabına 3 × 104 hücre/kuyu olacak şekilde ekilen hücrelere kannabinomimetikler ve 

nörotoksik ajanlar (GLU, PAM, Aβ1-42) belirtilen konsantrasyonlarda inkübe 

edilmiştir. İnkübasyon süresi sonunda, kültür ortamı uzaklaştırılarak taze 

besiyerinde hazırlanmış 10 μL MTT çözeltisi (5 mg/ml; 1X PBS) ilave edilerek 4 

saat 37 °C’de bekletilmiş ve süre sonunda formazan kristallerinin oluşup 

oluşmadığı inverted-mikroskop yardımıyla kontrol edilmiş (yaklaşık 4-6 saatte 
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kristal oluşumu gözlenmiştir) ve ardından besiyeri uzaklaştırılarak oluşan formazan 

kristalleri 100 μL DMSO’da çözündürülerek 570 nm’de mikroplaka okuyucuda 

absorbans değerleri ölçülmüştür (Bio-Tek ELX800, BioTek Instruments Inc., 

Winooski, VT). Okunan değerler kontrol gruplarının yüzde ifadesi olarak 

karşılaştırılmıştır. Sham kontrol gruplarına ajanların çözüldüğü DMSO veya PBS 

çözeltilerinin düşük konsantrasyonları (~%0.025) verilmiştir [282, 283].  

 

İkinci yöntem olarak nötral kırmızı alım yöntemi (NR) kullanılmıştır. Nötral kırmızı 

boyama yöntemi kantitatif olarak canlı hücrelerin sayılmasına olanak sağlayan bir 

yöntem olup özellikle primer hücreler gibi metabolizması yavaş ve MTT, WST gibi 

mitokondriyal aktivitenin hakim olduğu, uzun sürede yanıt veren hücrelerde 

kullanılan bir prosedürdür [284]. Vital (canlı) boya sınıfında olan nötral red canlı 

hücreler tarafından alınarak lizozomal matrikse bağlanmaktadır. Bu şekilde 

membran bütünlüğü, lizozomal aktivite gibi konularda da bilgi edinilmesine olanak 

vermektedir. Kısaca, PDL ile kaplanmış 96’lık kültür kabına 3 × 104 hücre/kuyu 

olacak şekilde ekilen hücreler toksik veya kannabinomimetikler ile belirlenen süre 

ve konsantrasyonda inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonunda hücrelere, her bir 

kuyucuğa 40 µg/mL gelecek şekilde nötral kırmızı (4 mg/1 mL) stok çözeltisinden 

ilave edilerek 3-4 saat 37°C’de inkübe edilmiştir. Ardından hücreler soğuk PBS ile 

3 defa yıkandıktan sonra, hücreler içerisindeki nötral kırmızı boyasını açığa 

çıkarmak için %50 etanol, %49 distile su ve % 1 glasiyal asetik asit içeren destain 

çözeltisi ile muamele edilmiştir. Elde edilen kırmızı-pembe renkli çözeltinin 

absoransı 540 nm’de mikroplaka okuyucuda ölçülmüştür (Bio-Tek ELX800, BioTek 

Instruments Inc., Winooski, VT). Okunan değerler, sadece besiyeri ve nötral 

kırmızısı içeren gruplardan çıkarılarak, kontrol gruplarının yüzde ifadesi olarak 

karşılaştırılmıştır [284, 285]. 

 

3.3.4. Eş zamanlı hücre analizörü ile hücre impedansının  ölçülmesi (RTCA 

iCELLigence ) 

 

Proliferasyon, sitotoksisite ve hücre adezyon profili gibi parametreler hakkında bilgi 

veren ve hücrelerin elektriksel alanına bağlı olarak oluşan direncin ölçülmesi 

esasına dayanan mikroelektronik biosensör iCELLigence eş zamanlı hücre analiz 

sistemi ile GLU ve PAM toksisitesi değerlendirilmesi yapılmıştır. Bu değerlendirme, 
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tabanında mikroelektrod sistemi bulunan özel 8 kuyucuklu kültür kaplarına (E-

Plate) ekilen hücrelerin adezyon, çoğalma profillerine göre birim alana düşen 

hücre veya yayılım profiline göre oluşan direncin ölçülmesi temelinde 

gerçekleştirilmiştir [286]. Kısaca, primer hipokampal hücreler poli-D-lizin (10 

µg/mL) ile kaplanmış E-plate kültür kaplarına ekildikden sonra yaklaşık 8 saat 37 

ºC ve %5 CO2’li ortamda inkübe edilerek yapışmaları sağlanmıştır. Ardından, E-

plate kültür kapları RTCA iCelligence sistemine alınarak 37 ºC ve %5 CO2’li 

ortamda adaptasyon sürecine geçilerek 15 dakikalık periyotlarda ölçümler 

alınmıştır. Adaptasyon-alışma sürecinden sonra hücreler glukoz (25-150 mM) ile 

muamele edilerek yaklaşık 92 saat veya PAM/BSA (0.075-0.150 mM) ile 24 saat 

boyunca 15 dakika aralıklarla ölçüm yapılmıştır. Yapılan ölçümler adezyon ve/veya 

proliferasyon profilleri hakkında bağıl impedans değerleri olarak kaydedilmiştir 

[287, 288]. Düşük proliferatif özelliği olan farklılaşmış nöronların proliferasyon 

profilinden ziyade adezyon veya nöronal bağlantı profilleri hakkında bilgi 

edinilmektedir. 

 

3.3.5. Glukotoksisite modeli oluşturulmuş primer hipokampal nöron 

hücrelerine oligomerik Aβ1-42 plaklarının uygulanması 

 

Liyofilize haldeki amiloid beta viali 30 dakika oda sıcaklığında bekletilerek 

rekonstitue (eşitleme) laminar kabin altında 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol 

(HFIP) çözeltisi yardımıyla 1 mM olacak şekilde çözündürülmüştür. Ardından şeffaf 

homojen bir çözelti elde edilene kadar vorteks işlemine tabi tutulmuş ve 18-24 saat 

(1 gece) vialin ağzı açık olacak şekilde laminar kabin altında, karanlık ortamda 

HFIP uçurulması sağlanmıştır. Bu şekilde monomer hale geçerek biofilm 

görüntüsü alan peptid -20 °C’de saklanmıştır. Ardından kullanılacağı zaman 5 mM 

konsantrasyonda olacak şekilde DMSO ile çözündürülerek aliquatlanmış ve bu 

şekilde monomerik yapıda peptid elde edilmiştir. Elde edilen bu monomerik 

peptidler kullanılacakları zaman -20 °C’den çıkarılarak çözündürülmüş ve 500 nM-

8 µM konsantrasyonlarda besiyerinde seyreltilerek 24 saat 4 °C’de bekletilerek 

oligomerik agregatlar oluşuturması sağlanmıştır. 
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3.3.6. Primer hipokampal nöron hücrelerinde hücre içi reaktif oksijen 

türevleri (ROS) düzeylerinin belirlenmesi 

 

In vitro koşullarda oluşturulan diyabetik Alzheimer hastalığı modelinde (DM-AH) 

kannabinomimetiklerin hücre içi ROS düzeylerinde meydana gelen değişim 2',7'-

diklorofuoresin diasetat (DCFH-DA) fluoresan probu kullanılarak 

değerlendirilmiştir. Kısaca,  PDL ile kaplanmış 96’lık kültür kabına 3 × 104 

hücre/kuyu olacak şekilde ekilen hücrelere kannabinomimetikler ve nörotoksik 

ajanlar ile belirtilen konsantrasyonlarda inkübe edilmiştir. İnkubasyon süresi 

sonunda hücreler, 1X PBS ile yıkanarak taze besiyerinde her bir kuyucuğa 20 μM 

DCFH-DA ilave edilerek 37°C’de 15-30 dakika inkübe edilmiştir. İnkübasyon 

sonunda PBS ile iki defa yıkama işlemini takiben DCF fluoresan ışıması 488 nm 

eksitasyon ve 530 nm emisyonda 15 dakikalık periyotlar içerisinde pozitif kontrol 

(H202;1 mM, 15 dakika) grubu ışıma verene kadar mikroplaka okuyucuda 

ölçülmüştür. Ölçülen değerler pozitif kontrol grubuna göre yüzde değişim olarak 

ifade edilmiştir. Deneyler 5-6 tekrarlı olarak gerçekleştirilmiştir [289-291].  

 

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

agregatlarının gösterilmesi 

 
In vitro koşullarda oluşturulan diyabetik Alzheimer hastalığı modelinde (DM-AH) 

patogenezinde görülen Aβ agregatlarının, çekirdek (nüklear) veya çekirdek dışı 

(non-nüklear) yerleşiminin kannabinomimetikler varlığında meydana getirdiği 

değişim ThT yöntemi ile değerlendirilmiştir. Kısaca, primer hipokampal hücreler, 

kuyucuk başına 1×106 hücre olacak şekilde 6’lık kültür kaplarına ekilip belirlenen 

süre ve konsantrasyonlarda ajanlar ile muamele edilmiştir. İnkübasyon süresi 

sonunda hücreler 1X PBS ile 3 defa yıkanıp, %4 paraformaldehit (PBS içinde) 

çözeltisi ile oda sıcaklığında 15-20 dakika fiksasyon işlemine alınmıştır. Fikse olan 

hücreler 1X PBS ile 3 defa yıkandıktan sonra 1X PBS içerisinde hazırlanmış 10 

µM Hoechst 33342 (mavi-çekirdek boyası) ile 5 dakika oda sıcaklığında ve 1X 

PBS ile yıkama işleminden sonra 10 µM ThT çözeltisi ile oda sıcaklığında 15-20 

dakika muamele edilerek boyama işlemi yapılmıştır. 1X PBS ile 3 defa yıkama 

işlemi sonucunda fluoresan ışıma veren hücreler Leica DM6000/ Leica DFC420 

kamera sistemi ile en az 4 farklı alandan görüntü alınmıştır. Alınan görüntülerdeki 
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iki boyanın ışıma yoğunlukları Image J 1.50i (NIH, ABD) programı kullanılarak 

piksel analizi yapılıp istatistiksel değerlendirme yapılmıştır [292-294]. 

 

3.3.8. Primer hipokampal nöron hücrelerinde mitokondri membran 

potansiyeli ölçümü (ΔΨm) 

 

In vitro koşullarda oluşturulan DM-AH patogenezinde görülen mitokondriyal 

fonksiyon kaybının değerlendirilmesi ve kannabinomimetiklerin bu potansiyelde 

meydana getirdiği değişimi incelemek üzere JC-1 mitokondriyal probu kullanılarak 

fluoresan boyama işlemi yapılmıştır. Kısaca, hücreler, 5x105 hücre/kuyu olacak 

şekilde PDL (10 µg /mL) ile kaplanmış 24’lük kültür kaplarına ekildikten sonra 

kannabinomimetikler ve nörotoksik ajanlar ile inkübasyon işlemleri uygulanmıştır. 

Ardından, 1X PBS çözeltisi ile 2 defa yıkama işlemi yapıldıktan sonra besiyerinde 

seyreltilerek hazırlanmış 10 μM JC-1 (1 mM, DMSO) ile 20-30 dakika 37 °C’de 

karanlıkta inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonucunda hücreler 2 defa PBS ile 

yıkandıktan sonra floresan mikroskopta incelenmiştir. Leica DM6000/ Leica 

DFC420 kamera sistemiyle alınan görüntüler Leica LAS AF7000 software sistemi 

ile 485 nm eksitasyon, 525/ 590 nm emisyonda incelenmiştir. Mitokondri membran 

potansiyelinin az olduğu apoptotik hücrelerde  monomerik formda kalan JC-1 yeşil 

floresan verirken, sağlıklı hücreler j-agregatları oluşturarak kırmızı floresan 

vermektedir. Kırmızı/yeşil (agregat/monomer) floresan boyanma oranına bakılarak 

mitokondri membran potansiyelindeki değişim değerlendirilmiştir. Kırmızı ve yeşil 

renklerin piksel yoğunluğu Image J 1.50i programı kullanılarak ölçülerek 

istatistiksel değerlendirme yapılmıştır. Deneyler 4 tekrarlı olarak ve her kuyudan 

en az 6 görüntü alınarak gerçekleştirilmiştir [295, 296]. 

 

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

(WB) analizleri için hücrelerden protein izolasyonu 

 

İn vitro tedavi protokolleri uygulandıktan sonra süpernatan uzaklaştırılmıştır. 

Hücreler 1X PBS ile 3 defa yıkandıktan sonra, hücreler total protein izolasyonu için 

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 µM leupeptin) veya çekirdek 

parçalayıcı çekirdek 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 inhibitör kokteyli) ile 

buz üzerinde muamele edilmiştir. 15- 20 dakika +4 OC’de inkübe edilen hücreler 

petri kaplarından kazınarak, 1.5 mLlik steril tüplere alınmıştır. Hücre pelleti problu 

sonikatör yardımıyla +4 OC’de parçalandıktan sonra, +4 OC, 12,000 g’de 15 dakika 

santrifüj edilmiştir. Santrifüj işlemi sonrası protein lizatını içeren süpernatan steril 

1.5 mLlik tüplere alınmıştır [297]. Protein miktar tayini, bikinkoninik asitin (BCA) 

proteinlerle etkileşerek renk vermesi esasına dayanan ve bu rengin 562 nm’de 

spektrofotometrik olarak ölçüdüğü BCA protein miktar tayini kiti kullanılarak 

uygulanmıştır. Okunan absorbans değerleri, BSA standartları kullanılarak 

oluşturulmuş kalibrasyon eğrisine göre µg/mL cinsinden hesaplanmıştır.  

 

3.3.10. İntrinsik antioksidan enzim aktivitesi (SOD, CAT, GPx ve GRx), 

oksidatif-nitrozatif stres ileri son ürünleri (AGE, HNE, 3-NT) ve 

inflamatuvar belirteçlerin (iNOS, IL-1β ve TNF-α) düzeylerinin ELISA 

yöntemi ile berlirlenmesi 

 

Hücrelerden izole edilen protein ve süpernatanlardan kit protokolleri esas alınarak 

analizler gerçekleştirilmiştir. Kısaca, proteinler (SOD, CAT, GPx, GRx, AGE, HNE, 

3-NT, iNOS) veya süpernatanlardan (IL-1β, TNF-α) 50-100 µL örnekler alınarak, 

kit içerisinde yer alan emdirilmiş 96 kuyucuklu kültür kaplarında 2 saat 37 °C’de 

inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonucunda, kuyucuklar 3 defa yıkama çözeltisi ile 

yıkanıp, biotin konjuge özgül antikorlar ile 1 saat 37 °C’de muamele  edilmiştir. 

Tekrar yıkama işleminden sonra bağlanmamış birincil antikor uzakşatırılıp, avidin-

konjuge-HRP sekonder antikoru ile 1 saat 37 °C’de inkübe edilerek, yıkama işlemi 

sonrasında kromojen substrat ve ardından durdurma çözeltisi ile muamele 

edilmiştir. Renk verme/değişimi esasına dayanan bu yöntemde, renk değişimi  450 

nm ‘de mikroplaka okuyucu yardımıyla absorbans verileri olarak ölçülmüştür 

(PowerWave XS2; BioTek Instruments Inc., ABD).  Okunan absorbans değerleri, 

kit içerisinde yer alan standartlar kullanılarak oluşturulan absorbans-miktar 

kalibrasyon eğrisine göre hesaplanarak protein miktarlarına göre normalize 

edilmiştir. Enzim aktivitesi testleri için farklı zamanlarda (0, 15, 30 dakika) kinetik 

ölçüm yapılmıştır. Elde edilen değerler yüzde (%) değişim olarak sunulmuştur. 

Tüm ELISA analizleri en az iki tekrarlı çalışılmıştır.  
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3.3.11. Western Blot analizi 

 

Toplam protein konsantrasyonları belirlenmiş olan protein lizatlarından, eşit 

miktarda (25-30 μg) olacak şekilde protein karışımı alınarak, 5X Laemmli yükleme 

tamponu (%10 SDS, 20% Gliserol, %0.01 Bromofenol mavisi, 0.3125M Tris HCl 

pH:6.8) 4:1 oranında karıştırılarak, 5 dakika süresince 95°C’de proteinlerin 

denatürasyonu sağlanmış ve yükleninceye kadar +4 °C’ de bekletilmiştir. Sodyum 

dodesil sülfat-poliakrilamid jel (SDS-PAGE) elektroforez sistemiyle (Biorad), 

yükleme jeli (%4)  ve büyük molekül ağırlıklı proteinler için %8-10 lük; küçük ve 

orta büyüklükteki antikorlar için %10-12lik SDS-PAGE ayırma jeli kullanılarak dikey 

elektroforez uygulanmıştır. Her bir kuyucuğa denatüre edilmiş protein örnekleri ve 

bir kuyucuğa boyalı peroksidaz işaretli protein moleküler ağırlık belirteci 

yüklenerek elektroforez işlemi önce 100 V’da 15 dakika ve ardından ayırma jelinde 

120 V’da 1.5-2 saat +4 °C’de buz üzerinde yürütme işlemi uygulanmıştır.  

 

Elektroforez işlemi tamamlandıktan sonra, metanol ile aktive edilmiş 0.2 µm 

poliviniliden florur (PVDF) membrana transferin gerçekleştirilmesi için poliakrilamid 

jel ile membran yüzeyleri arasında boşluk kalmayacak şekilde karşı karşıya 

getirilerek, filtre kâğıtlarıyla sarılmış bir şekilde transfer düzeneğine yerleştirilmiştir. 

Islak transfer sistemi kullanılarak 300 mA sabit akımında küçük molekül ağırlıklı 

proteinler için 1-1.5 saat, büyük molekül ağırlıklı proteinler için 2.5-3 saat 4 °C’de 

buz üzerinde transfer işlemi uygulanmıştır. Transfer etkinliğini değerlendirmek 

üzere membranlar %1 asetik asit içeren %0.1 Ponceau S çözeltisi ile muamele 

edilmiştir.  Boyanın uzaklaştırlması için %0,1 Tween-20 eklenmiş tris-tamponlu tuz 

çözeltisi (1X TBST) ile yıkama yapılmıştır. Yıkama işlemi sonrası birincil 

antikorların özgül olmayan bağlanmasını engellemek için membranlar, 1X TBST 

içerisinde hazırlanmış %3 BSA çözeltisi ile 1 saat oda sıcaklığında bloklama 

işleminine tabi tutulmuştur. Bloklama işlemi sonunda membranlar  %3 BSA içeren 

1X TBST içerisinde seyreltilmiş anti-tavşan p-Nrf2 (1:300), anti-tavşan p-CREB 

(1:1000), anti-tavşan p-GSK3β (1:1000), tavşan β-Aktin antikorları ile 4 °C’de bir 

gece inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonunda membranlar, 3 defa 5 dakika boyunca 

1X TBST çözeltisinde yıkanmıştır. Yıkama işlemini takiben membranlar, %3 BSA 

içeren 1X TBST içerisinde seyreltilmiş HRP konjuge anti-tavşan IGG (1:2000) 

sekonder antikoru ile oda sıcaklığında 2 saat boyunca inkübe edilmiştir. kübasyon 
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sonunda membranlar, 3 defa 5 dakika boyunca 1X TBST çözeltisinde yıkandıktan 

sonra kemilüminesan ışıma veren kromojen substrat ile muamele edilmiştir. Elde 

edilen kemiluminesans ışıma SYNGENE Marka GBOX Chemi XRQ görüntüleme 

sisteminde fotoğraflanarak bant görüntüleri kaydedilmiştir. Elde edilen bant 

görüntülerinin dansitometrik piksel analizi Image J 1.50i (NIH, ABD) programı 

kullanılarak gerçekleştirilmiş ve sonuçlar β-Aktin bantlarına göre normalize 

edilerek verilmiştir. Western blot analizi her bir antikor için en az 3 tekrarlı olarak 

gerçekleştirilmiştir [282, 295] 

 

3.3.12. İstatistiksel analiz 

 

Elde edilen bulgular GraphPad Prism 7 programı kullanılarak istatistiksel olarak 

değerlendirilimiştir. Normal dağılım gösteren parametrik veriler için tek yönlü 

varyans analizi (ANOVA), normal dağılıma uymayan veriler için Kruskal Wallis testi 

uygulanmıştır. Veriler ortalama ± standart hata olarak verilmiştir. p<0,05, p<0,01, 

p<0,001 istatistiksel olarak anlamlı sayılmıştır. 
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 4. BULGULAR 

 

4.1. Hipokampus Dokusu İzolasyonu ve Primer Hipokampal Nöron Kültürü 

 

Primer hipokampal hücreler hipokampüs dokusundan izole edildikten sonra PDL 

(10 µg/mL) kaplı kültür kaplarına ekilmiştir. İzolasyon sonucunda kültür kaplarına 

çoğalma 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 

desteği içeren Neurobasal A besiyeri) içerisinde ekilen hücrelerin yuvarlak, yüzen 

ve fazla sayıda olduğu gözlenmiştir (Şekil 4.1A). 6-8 saat sonra hücrelerin 

besiyerinin farklılaşma 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 desteği içeren Neurobasal A besiyeri) ile değiştirilip, 37 oC, %5 

CO2’li ortamda inkübe edilmiştir. 2. günde hücrelerin yuvarlak yapıdan 

uzaklaşarak, petri yüzeyine yapıştığı ve  aksonal uzantıların oluşmaya başladığı 

belirlenmiştir (Şekil 4.1B). 3 günde ise, aksonal uzantıların arttığı ve hücreler arası 

sinapsların artarak, nöronal ağ oluşumu başlamıştır (Şekil 4.1C). 3. günde ortama 

glial hücrelerin proliferasyonunu baskılayan AraC (5-10 µM, 2 gün) ilave 

edilmesiyle, 5. günde nöronal morfoloji yakalanmış, nöronlar arasındaki sinaptik 

bağlantılar belirgin hale gelmiştir (Şekil 4.1.1D). 7-9. günlerde ise nöronal 

farklılaşma tamamlanmış (Şekil 4.1E) ve nöronal ağın %80-90 doygunluğa 

ulaşması 15. günde tamamlanmıştır (Şekil 4.1F) 



50 

 

 
 

Resim 4.1. Primer hipokampal nöron hücrelerin farklılaşma süreci; O. saat (A), 2. 
gün (B), 3 gün (C), 5. gün (D),  8. gün (E), 15. gün (F). (Ölçek: 200 
µm) 

 

4.2. Primer hipokampal nöron hücre kültürlerinde 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 

düzenleyicisi URB-597 bileşiğinin primer hipokampal hücrelerin 
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canlılığı/proliferasyonu üzerine olan etkisi MTT ve NRU analizi ile 

değerlendirilmiştir. AEA’nın 24 saat süreyle primer hipokampal nöron kültürlerine 

uygulanması sonucunda, 50 ve 100 nM konsantrasyonlarda hücre canlılığında 

%12-17 aralığında istatistiksel olarak anlamlı bir artış gözlenirken (p<0,05), 10 ve 

25 µM konsantrasyonlarda %12-16 aralığında değişen azalma meydana gelmiştir 

(p<0,05) (Şekil 4.2A). Benzer şekilde düşük konsantrasyonlarda 2-AG 

uygulanması, hücre canlılığı/toksisitesi üzerinde anlamlı bir değişiklik meydana 

getirmemesine rağmen (p>0,05), 5 µM üzeri konsantrasyonlarda hücre 

canlılığında %12-16 arasında istatistiksel azalma gözlenmiştir(p<0,05) (Şekil 

4.2B). 

  

 

 
Şekil 4.1. Primer hipokampal nöron hücrelerine artan konsantrasyonlarda (1 

nM- 25 µM) AEA (A) veya 2-AG (B) uygulanmasının hücre canlılığı 
(MTT, NRU) üzerine olan etkisi. NRU: Nötral kırmızısı alımı; AEA: 
Anandamid; 2-AG: 2-araşidonigliserol. Kontrol: % 0.02  DMSO 
çözeltisi uygulanmış hücreler (n=6). *p<0,05, kontrol grubuna göre 
(Tek-yönlü ANOVA post hoc Tukey testi) 

 

FAAH enzim inhibitörü olan URB-597’nin primer hipokampal hücrelere 24 saat 

süreyle uygulanması ile yapılan NRU analizinde 500 nM ve üzere 

konsantrasyonlarda hücre canlılığında %15-23 arasında bir azalma gözlenirken 

(p<0,05), MTT analizinde konsantrasyona bağımlı olarak %19-40 arasında bir 
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azalma gözlenmiştir. (500 nM- 5 µM, p<0,05; 10 µM<; p<0,01) (Şekil 4.2A). Öte 

yandan CP 55-940 uygulanması hücre canlılığı/toksisitesinde anlamlı bir 

değişiklik meydana getirmezken (p>0,05) (Şekil 4.2B), WIN 55,212-2 sadece 10 

µM ve üzeri konsantrasyonlarda hücre canlılığında istatistiksel olarak anlamlı bir 

azalma meydana getirmiştir (p<0,05) (Şekil 4.2C) 

 

 
 
Şekil 4.2. Primer hipokampal nöron hücrelerine artan konsantrasyonlarda (1 

nM- 25 µM) URB-597 (A) veya CP55-940 (B) veya WIN 55,212-2 (C) 
uygulanmasının hücre canlılığı (MTT, NRU) üzerine olanetkisi. NRU: 
Nötral kırmızısı alımı; AEA: Anandamid; 2-AG: 2-araşidonigliserol  
Kontrol: % 0.02  DMSO çözeltisi uygulanmış hücreler.(n=6). *p<0,05, 
kontrol grubuna göre (Tek-yönlü ANOVA post hoc Tukey testi) 
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4.3. Primer Hipokampal Nöron Hücre Kültürlerinde Glukotoksisite 

Modelinin Oluşturulması ve Kannabinomimetiklerin Bu Modeldeki 

Etkileri 

 

Primer hipokampal hücrelerde kronik hiperglisemiye bağlı glukotokisiste modeli 

oluşturulması sırasında hücrelere 24 ve 48 saat süreyle D-glukoz (GLU, 25-150 

mM) uygulanmıştır. Buna göre, 25-100 mM konsantrasyon aralığında her iki 

sürede de  hücre canlılığında istatistiksel olarak anlamlı bir azalma meydana 

gelmemiştir (p>0,05). Öte yandan, 24. saatte sadece 150 mM glukoz 

konsantrasyonda hücre canlılığında azalma (%11) gözlenirken, 48. saatte 125 

mM (%13) ve 150 mM (%19) konsantrasyonlarda gözlenmiştir (p<0,05) (Şekil 

4.3).  

 

 

 
Şekil 4.3. Primer hipokampal nöron hücrelerine 24 veya 48 saat süreyle artan 

konsantrasyonlarda D-glukoz (25-150 mM)  uygulanmasının hücre 
canlılığı/sağkalımı üzerine olan etkisi. Kontrol: % 0.1 PBS çözeltisi 
uygulanmış hücreler (n=6). *p<0,05, kontrol grubuna göre (Tek-yönlü 
ANOVA post hoc Dunnett’s testi) 

 

Glukotoksisitenin, primer hipokampal hücrelerin adezyon, farklılaşma ve 

proliferasyon profilleri üzerine olan etkileri eş zamanlı hücre analiz sistemi (RTCA 

iCelligence) ile değerlendirildi. Hücrelerin E-plate sistemine konulup adaptasyon 

sürecini tamamladıktan sonra (~16 saat), artan konsantrasyonlarda glukoz 

uygulaması ile hücre adezyonu/proliferasyon belirteci olan impedans değerleri 
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kontrol ve 25 mM glukoz (LG) uygulanmış hücrelerde 24, 48 ve 72 saat boyunca 

artmaya devam ettiği gözlenmiştir. Öte yandan, artan GLU konsantrasyonuna 

bağlı olarak impedans değerlerindeki artışın kontrol grubuna kıyasla uygulanan 

süre boyunca azalarak devam ettiği belirlenmiştir (Şekil 4.4). 

 

 

 
Şekil 4.4. Artan glukoz konsantrasyonuna (25-150 mM) bağlı olarak primer 

hipokampal nöron hücrelerinin adezyon/proliferasyon profillerinin 
zamana göre değişimi (n=3). Kontrol: %0.1 PBS uygulanmış hücreler. 
GLU: D-Glukoz 

 

Glukoz aracılı toksisite sonuçlarımıza göre, 150 mM GLU’nun 48 saat süreyle 

uygulanması hiperglisemik glukotoksisite modeli (HG) olarak kabul edilmiştir  

 

Endokannabinoidlerin (AEA, 2-AG), sentetik kannabinomimetiklerin (CP 55-940, 

WIN 55,212-2) ve endokannabinoid sistem düzenleyicisi, FAAH enzim inhibitörü 

URB-597, primer hipokampal nöron hücrelerine farklı konsantrasyonlarda 

uygulandıktan sonra, 6. saatte ortama 150 mM glukoz (GLU) uygulanarak 48 saat 

daha inkübe edilmiş ve in vitro glukotoksisite tedavi protokolü oluşturulmuştur. 

Ardından MTT analizi ile sitotoksisite değerlendirilmiştir.   

 

Kannabinomimetikler, 54 saat (6+48 saat) süreyle tek başına uygulanması 

sonucu toksisite analizi yapılmıştır. Buna göre, AEA veya WIN 55,212-2 

bileşiklerinin tek başına (1 nM-1 µM) 54 saat süreyle uygulanmasıyla, hücre 
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canlılığında istatistiksel olarak anlamlı bir değişiklik meydana gelmemiştir 

(p>0,05). Öte yandan URB-597 (10-500 nM), 2-AG (50-500 nM), CP-55,940 

(100-500 nM) uygulanması ile primer hipokampal nöron hücrelerinin canlılığında 

artış gözlenmiştir (p<0,05) (Şekil 4.5A)  

 

Glukotoksisite modelinde, 150 mM GLU (HG) uygulanması ile hücre canlılığı 

yaklaşık %20 oranında azaltmıştır (p<0,05, kontrol grubuna göre). 

Endokannabinoidlerin (AEA ve 2-AG), 10 nM-1 µM glukoz toksisitesini geri 

çevirdiği belirlenmiştir (p<0,05, HG grubuna göre). Endokannabinoidlerden farklı 

olalarak sentetik kannabinoid CP 55-940, 1-500 nM konsantrasyon aralığında 

protektif etki gösterirken, WIN 55,212-2 uygulanan tüm konsantrasyonlarda 

protektif etki göstermiştir (p<0,05). URB-597 uygulaması (10-500 nM), glukoz 

aracılı hücre canlılığında meydana gelen azalmayı geri çevirmiştir (p<0,05, HG 

grubuna göre) (Şekil 4.5B). 

 

 

Şekil 4.5. Primer hipokampal nöron hücrelerine anandamid (AEA), 2-
araşidonilgliserol (2-AG), URB-597,  CP 55-940, WIN 55,212-2 (1 
nM- 1 µM) tek başına 54 saat (A) veya 6 saat inkübe edildikten sonra 
ortama 150 mM glukoz (HG) uygulanarak ilave 48 saat inkübasyon 
işlemleri sonucunda (B) hücre canlılığında meydana gelen değişim. 
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(n=6).*p < 0.05, kontrol grubuna göre; +p < 0.05, GLU grubuna göre 
(Tek-yönlü ANOVA post hoc Holm Sidak testi) 

 

4.4. Primer Hipokampal Nöron Hücre Kültürlerinde Lipotoksisite Modelinin 

Oluşturulması ve Kannabinomimetiklerin Bu Modeldeki Etkileri 

 

Primer hipokampal hücrelerde lipotoksisite modeli oluşturmak amacıyla palmitik 

asit (PAM) ve taşıyıcısı olarak BSA farklı oranlarda (PAM/BSA; 0.25:1, 0.5:1, 1:1, 

2:1 BSA ile son konsantrasyon 0.150 mM olacak şekilde) 24  ve 48 saat süreyle 

hücrelere uygulanmış ve MTT deneyi ile canlılık analizi yapılmıştır. PAM/BSA’nın 

primer hipokampal nöron hücrelerinde 24 ve 48 saat konsantrasyonlarda 

uygulanması ile hücre canlılığı konsantrasyona bağımlı olarak azalmıştır. 24. 

saatte, 0.0375 mM konsantrasyondan itibaren canlılık istatistiksel olarak anlamlı 

ölçüde azalmış (p<0,05-p<0,001) ve IC50 değeri 0.15 mM olarak belirlenmiştir 

(p<0,001). Öte yandan, 48. saatteki canlılık 0.075 mM konsantrasyondan itibaren 

anlamlı şekilde azalırken,  IC50  değeri 0.3 mM olarak hesaplanmıştır (p<0,001). 

Her iki zaman aralığında 0.3 mM ve üzeri konsantrasyonlarda hücre canlılığı 

dramatik bir şekilde azalmıştır (p<0,001) (Şekil 4.6). 

 

 
Şekil 4.6. Primer hipokampal hücrelerde 24 ve 48 saat PAM/BSA 

uygulanmasının hücre canlılığı üzerine olan etkisi. PAM: palmitik asit, 
BSA: sığır serum albumini. (n=6). *p < 0.05; **p < 0.01; ʄp < 0.001, 
0.150 mM BSA verilmiş kontrol (Tek-yönlü ANOVA post hoc 
Dunnett’s testi) 

 

Lipotoksisitenin, primer hipokampal hücrelerin adezyon, farklılaşma ve 

proliferasyon profilleri üzerine olan etkileri eş zamanlı hücre analiz sistemi (RTCA 

iCelligence) ile değerlendirildi. PAM/BSA uygulaması ile toksik etkinin başlangıcı 
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hakkında bilgiler elde edilmiştir. Elde edilen bulgulara göre, E-Plate kuyucuklarına 

ekilen hücreler adaptasyon sürecinden sonra kontrol grubuna taşıyıcı olarak 

0.150 mM BSA uygulandığında adezyonu/proliferasyon profilinde artış 

gözlenmiştir. Ancak, PAM/BSA’nın artan konsantrasyonlarına bağlı olarak 

proliferasyon profilinin azaldığı ve primer hipokampal hücrelerde PAM/BSA 

uygulanmasını takiben hücrelerin verdiği yanıtın yaklaşık 4. saatten itibaren geri 

dönüşsüz hale gelerek zamana bağlı olarak impedansta azalma olduğu 

belirlenmiştir (Şekil 4.7). 

 

 

Şekil 4.7. Artan PAM konsantrasyonuna (0.075-0.150 mM) bağlı olarak primer 
hipokampal nöron hücrelerinin adezyon/proliferasyon profillerinin 
zamana göre değişimi (n=2). Kontrol: 0.150 mM BSA taşıyıcısı 
uygulanmış hücreler. PAM: Palmitik asit; BSA: Sığır serum albumini 

 

PAM toksisitesi sonuçlarına göre, 0.15 mM (PAM/BSA) 4 saat süreyle 

uygulanması lipotoksisite modeli olarak kabul edilmiştir.  

 

Endokannabinoidlerin (AEA, 2-AG), sentetik kannabinomimetiklerin (CP 55-940, 

WIN 55,212-2) ve endokannabinoid sistem düzenleyicisi, FAAH enzim 

inhibitörünün (URB-597),  primer hipokampal nöron hücrelerine 50 saat (6+44 

saat) farklı konsantrasyonlarda uygulandıktan sonra, ortama 0.15 mM PAM/BSA 

uygulanarak  4 saat daha inkübe edilmiş ve in vitro lipotoksisite tedavi protokolü 

oluşturulmuştur. Ardından MTT ile sitotoksisite analizi yapılmıştır.  
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Kannabinomimetiklerin 1 nM- 1 µM konsantrasyonları ile 54 saat süreyle inkübe 

edilen hipokampal nöronların toksisitesi Şekil 4.5A’da gösterilmiştir. Lipotoksisite 

modelinde, primer hipokampal nöron hücrelerine PAM/BSA (0.15 mM, 4 saat) 

uygulanması ile hücre canlılığı % 32 oranında  azalmıştır (p<0,01, 0.15 mM BSA 

uygulanmış kontrol grubuna göre). Meydana gelen bu azalma, endokannabinoid 

AEA tarafından geri döndürülemezken, 2-AG (1-100 nM) tarafından %17-20 

oranlarında geri döndürülebilmiştir (p<0,05, PAM/BSA grubuna göre). Benzer 

şekilde sentetik kannabinomimetik olan WIN 55,212-2, PAM aracılı hücre 

canlılığındaki azalmada istatistiksel olarak anlamlı bir değişiklik meydana 

getirmezken, CP 55-940 düşük konsantrasyonlarda (1 -100 nM) hücre canlılığını 

% 30-32 oranında arttırmıştır (p<0,01, PAM/BSA grubuna göre). 500 nM ve 1 µM 

konsantrasyonlarda ise bu artış, %17-23 arasında gerçekleşmiştir (p<0,05, 

PAM/BSA grubuna göre). URB-597 bileşiği ise 10 nM-1 µM konsantrasyon 

aralığında uygulandığı zaman, PAM/BSA aracılı toksisiteyi azaltarak hücre 

canlılığını %15-20 oranında arttırmıştır (p<0,05, PAM/BSA grubuna göre) (Şekil 

4.8) 

 

 
 
Şekil 4.8. Primer hipokampal nöron hücreleri, anandamid (AEA), 

araşidonilgliserol (2-AG), URB-597, CP 55-940, WIN 55,212-2 (1 nM- 
1 µM) ile 50 saat (6+44 saat) inkübe edildikten sonra ortama 0.15 
mM palmitik asit (PAM/BSA) uygulanarak ilave 4 saat inkübasyon 
işlemleri sonucunda hücre canlılığında meydana gelen değişim (n=6). 
**p < 0.01, 0.15 mM BSA uygulanmış kontrol grubuna göre; +p < 
0.05, ++p < 0.01, 0.15 mM PAM/BSA (1:1) grubuna göre (Tek-yönlü 
ANOVA post hoc Holm Sidak testi) 
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4.5. Primer Hipokampal Nöron Hücre Kültürlerinde Glukolipotoksisite 

Modelinin Oluşturulması ve Kannabinomimetiklerin Bu Modeldeki 

Etkileri 

 

Glukotoksisite ve lipotoksisite modeli bulgularına göre, çalışmamızda 

glukolipotoksisite modeli olarak, primer hipokampal hücreler öncelikle 44 saat 150 

mM glukoz ile inkübe edildikten sonra, 44. saatte ortama 0.150 mM PAM/BSA 

(1:1) uygulanıp ilaveten 4 saat daha inkübe edilmiştir. Bu şekilde, hücrelerde 

toplamda 48 saat glukoz ve son 4 saat ise Glukoz+PAM/BSA’ya maruz kalmıştır. 

PAM/BSA (0.150 mM) tek başına primer hipokampal nöron hücrelerine 4 saat 

süreyle uygulanmasıya hücre canlılığında %30 bir azalma meydana gelmektedir 

(p<0,01, kontrol grubuna göre). Benzer şekilde glukozun (150 mM)  tek başına 

uygulanması ile canlılık %18 azalırken (p<0,05), son 4 saatte ortama glukoz 

varlığında 0.150 mM PAM/BSA ilave edildiğinde, canlılığın %25 oranında azaldığı 

gözlenmiştir (p<0,05; kontrol grubuna göre) (Şekil 4.9).  

 

 
 
Şekil 4.9. Primer hipokampal nöron hücrelerine PAM/BSA (4 saat) veya GLU 

(48 saat) veya  önce GLU (44 saat) ve ardından ortamda GLU varken 
PAM/BSA (4 saat) uygulanmasının hücre canlılığı üzerine olan etkisi. 
PAM: palmitik asit/BSA, 0.150 mM; BSA: sığır serum albumini, 0.150 
mM; GLU; D-glukoz, 150 mM (n=6). *p < 0.05; **p < 0.01, çözücü 
verilmiş kontrol grubuna göre (Tek-yönlü ANOVA post hoc Dunnett’s 
testi) 

 

Elde edilen glukolipotokisiste bulgularına göre, endokannabinoidlerin (AEA, 2-

AG), sentetik kannabinomimetiklerin (CP 55-940, WIN 55,212-2) ve 
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endokannabinoid sistem düzenleyicisi, FAAH enzim inhibitörünün (URB-597),  

primer hipokampal nöron hücrelerine farklı konsantrasyonlarda (1 nM-1 µM) 

uygulandıktan sonra, 6. saatte ortama GLU uygulanarak  44 saat daha inkübe 

edilmiş ve 44. saatte ortama 0.15 mM PAM/BSA uygulanarak ilaveten 4 saat 

daha inkübasyon sağlanmıştır. Bu şekilde oluşturulan in vitro glukolipotoksisite 

tedavi protokolü sonucunda MTT analizi ile sitotoksisite değerlendirilmiştir. 

 

GLU+PAM uygulanması ile hücre canlılığı kontrol grubuna göre %25-30 

azalmaktadır (p<0,05). AEA’nın 1 nM-1 µM konsantrasyonlarda uygulanması ile, 

GLU+PAM aracılı-meydana gelen hücre canlılığındaki azalmada istatistiksel 

olarak anlamlı bir değişiklik meydana gelmezken, diğer endokannabinoid olan 2-

AG sadece 10 nM ve 50 nM konsantrasyonlarda uygulandığında hücre canlılığını 

sırasıyla %22 ve %13 oranında arttırmıştır (p<0,05). Sentetik kannabinoidlerden 

WIN 55,212-2, 2-AG ile benzer profil göstererek sadece 10 nM (%12) ve 50 nM 

(%17) konsantrasyonlarda, GLU+PAM toksisitesinde hücre canlılığında anlamlı 

bir artış meydana getirmiştir (p<0,05). CP 55-940 bileşiği, konsantrasyondan 

bağımsız (10-500 nM) olarak, GLU+PAM grubuna göre hücre canlılığını %13 

oranında arttırmıştır (p<0,05). FAAH inhibitörü URB-597 bileşiği, 1 nM (%15) ve 

10 nM (%12) konsantrasyonlarında  hücre canlılığında artış meydana getirmiştir 

(p<0,05) (Şekil 4.10). 

 
 

Şekil 4.10. Primer hipokampal hücreler anandamid (AEA), 2-Araşidonilgliserol 
(2-AG), URB-597, CP 55,940, WIN 55,212-2 (1 nM- 1 µM) ile 6 saat 
inkübe edildikten sonra ortama 44 saat 150 mM glukoz (HG) 
uygulanıp ardından 0.15 mM palmitik asit (PAM/BSA) ilave edilerek 4 
saat inkübasyon işlemleri sonucunda hücre canlılığında meydana 
gelen değişim (n=5-6). *p<0,05, kontrol grubuna göre; +p < 0.05, 
GLU+PAM/BSA (1:1) grubuna göre (Tek-yönlü ANOVA post hoc 
Holm Sidak testi) 
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4.6. Primer Hipokampal Nöron Hücre Kültürlerinde Oligomerik Amiloid 

Beta (Aβ1-42) ile Alzheimer Hastalığı (AH) Modelinin Oluşturulması ve 

Kannabinomimetiklerin Bu Modeldeki Etkileri 

 

Aβ1-42 peptidleri, 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP) yöntemi kullanılarak 

oligomerik formda hazırlanan Aβ1-42, plakları, primer hipokampal nöron 

hücrelerine değişen konsantrasyonlarda (10 nM- 4 µM) konsantrasyonlarda 24 

saat süreyle uygulanarak MTT analizi gerçekleştirilmiştir. Buna göre Aβ1-42  

uygulanması ile 100 nM ve üzeri konsantrasyonlarda hücre canlılığı 

konsantrasyona bağımlı olarak istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde azalmıştır 

(100 nM; p<0,05, 500 nM ve 1-4 µM; p <0.01, kontrol grubuna göre) (Şekil 

4.11A). 

 

Elde edilen Aβ1-42 toksisitesi bulgularına göre, kannabinomimetiklerin primer 

hipokampal nöron hücrelerine farklı konsantrasyonlarda (1 nM-1 µM) 30 saat 

(6+24) süreyle uygulandıktan sonra ortama 500 nM oligomerik Aβ1-42 peptitleri 

eklenerek  24 saat daha inkübe edilmiştir. Bu şekilde, in vitro Alzheimer hastalığı 

(AH) tedavi protokolü oluşturulmuştur.  

 

Oluşturulan in vitro AH modelinde, Aβ1-42 peptitlerinin (500 nM) uygulanması ile 

hücre canlılığı kontrol grubuna kıyasla % 25 oranında istatistiksel olarak anlamlı 

bir şekilde azalmıştır (p<0,01). Endokannabinoid türevlerinden AEA,  100 nM ve 

üzeri konsantrasyonlarda Aβ1-42 aracılı toksisiteyi azaltarak hücre canlılığını 

istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde artırırken(p<0,05; Aβ1-42 grubuna göre), 2-

AG bileşiği sadece 50 ve 100 nM konsantrasyonlarda benzer etkiyi göstermiştir 

(p<0,05; Aβ1-42 grubuna göre). Sentetik kannabinomimetik olan CP 55-940 

bileşiği, 10 nM ve üzeri konsantrasyonlarda, AEA bileşiğine benzer bir trend 

eğilimi gösterek hücre canlılığını konsantrasyon bağımlı olarak artırmaktadır 

(p<0,05; Aβ1-42 grubuna göre). Öte yandan, diğer sentetik türevler olan WIN 

55,212-2 sadece 1 µM; URB-597 ise 50 ve 100 nM konsantrasyonlarda  hücre 

canlılığını istatistiksel olarak artırmıştır (p<0,05, Aβ1-42 grubuna göre) (Şekil 

4.11B). 
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Şekil 4.11. Primer hipokampal hücreler artan konsantrasyonlarda (10 nM-4 µM) 

oligomerik Aβ1-42 ile 24 saat (A) veya anandamid (AEA), 2-
Araşidonilgliserol (2-AG), URB-597, CP 55-940, WIN 55,212-2 (1 nM- 
1 µM) ile 30 saat (6+24) inkübe edildikten sonra ortama 500 nM Aβ1-

42 uygulanıp, 24 saat daha inkübe edilmesi sonucunda hücre 
canlılığında meydana gelen değişim (n=6). *p < 0.05, **p < 0.01, 
kontrol grubuna göre; +p < 0.05, Aβ1-42 grubuna göre (Tek-yönlü 
ANOVA) 

 

4.7. Glukotoksisite Modeli Oluşturulmuş Primer Hipokampal Nöron 

Hücrelerine Oligomerik Aβ1-42 Plaklarının Uygulanması: in vitro 

Diyabetik Alzheimer Hastalığı (DM-AH) Modeli  

 

Glukotoksisite ve Aβ1-42 ile Alzheimer hastalığı modelinin oluşturulması ile primer 

hipokampal nöron hücreleri, önce glukoz (150 mM, 24 saat) ve ardından ortamda 

glukoz varlığında Aβ1-42 plaklarının farklı konsantrasyonları (10 nM- 4 µM, 24 

saat) ile muamele edilerek hiperglisemik ortamda in vitro diyabetik Alzheimer 

hastalığı (DM-AH) modeli oluşturulmuştur. DM-AH modelinde, primer hipokampal 

nöron hücrelerine glukoz (150 mM, 48 saat) uygulanması ile hücre canlılığı % 20 

oranında azalmıştır (p<0,05, kontrol grubuna göre). Hücrelere, önce glukoz (150 



63 

 

mM, 24 saat) ve ardından Aβ1-42 plaklarının 10 ve 50 nM konsantrasyonlarda 

uygulanması ile hücre canlılığı kontrol grubuna göre %17-20 arasında bir azalma 

gösterirken (p<0,05), 100 nM ve 500 nM konsantrasyonlarda canlılıktaki azalma 

%23-28 oranında gerçekleşmiştir (p<0,01). Bu azalma oranı 1 µM ve üzeri 

konsantrasyonlarda %40-48 aralığına kadar çıkmaktadır (p<0,001). Sadece 

glukoz grubu ile kıyaslandığında, glukoz varlığında Aβ1-42 plaklarının 500 nM ve 

üzeri konsantrasyonlarda sırasıyla %13 (p<0,05), %23 (p<0,01) ve % 28 (p<0,01) 

oranında hücre canlılığında azalma gözlenmiştir (Şekil 4.12). 

 

 
 
Şekil 4.12. Primer hipokampal hücreler 150 mM glukoz (GLU) ile 24 saat inkübe 

edildikten sonra, glukoz varlığında Aβ1-42 plaklarının (10 nM- 8 µM) 24 
saat uygulanması sonucunda hücre canlılığında meydana gelen 
değişim (n=6). *p < 0.05, **p < 0.01, ʄp < 0.001, kontrol grubuna göre; 
+p < 0.05, ++p < 0.01, GLU grubuna göre (Tek yönlü ANOVA post 
hoc Holm sidak test) 

 

İn vitro DM-AH modelinde, primer hipokampal nöron hücrelerinde morfolojik 

olarak meydana gelen değişim inverted-mikroskop ile değerlendirilmiştir.  

 

Primer hipokampal nöron hücrelerine 25 mM glukozun 48 saat süreyle 

uygulanması sonucunda hücre yoğunluğu, aksonal uzantı ve sinaptik 

bağlantıların normal ve yüksek olduğu gözlenirken (Resim 4.2A), 150 mM glukoz 

uygulanması ile hücrelerin  osmotik hasara bağlı olarak hücre morfolojisi 

değişerek hücre gövdesinde  şişme (swelling) ve aksonal bağlantılarda azalma 

gözlenmiştir (Resim 4.2B).  
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Nöron hücrelerinin, 150 mM GLU (24 saat) ile inkübe edildikten sonra ortamda 

GLU varlığında Aβ1-42 plaklarının 500 nM konsantrasyonda 24 saat süreyle 

uygulanması sonucunda, hücre morfolojisi glukoz maruziyetine benzer şekilde 

olduğu gözlenmiştir. Ayrıca yuvarlaklaşmış hücre (ölü hücre) oranının arttığı 

belirlenmiştir (Resim 4.2C).  

 

Aβ1-42 plaklarının konsantrasyonu artmasıyla birlikte nöronal hücreler yaygın 

dağılım  yerine, kümeleşme eğilmi göstererek karakteristik nöron morfolojisinden 

uzaklaşıp iğsi hücre görünümü almıştır (Resim 4.2D). Ayrıca, ortamda glukoz 

varlığında Aβ1-42 plaklarının yüksek konsantrasyonlarda uygulanması ile hücre 

zarlarında (kabarcık) bleb görünümünün oluşarak, hücre debrisinde artış 

meydana getirdiği, aksonal uzantıların yüksek oranda kaybolarak hücreler arası 

nöronal ağın yok olduğu gözlenmiştir (Resim 4.2E-F). 
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Resim 4.2. Primer hipokampal hücreler 25 mM (A) veya150 mM (B) glukoz 

(GLU) ile 48 saat veya 150 mM GLU ile 24 saat inkübe edildikten 
sonra, GLU  varlığında Aβ1-42 plaklarının 500 nM (C), 1 µM (D), 2 µM 
(E), 4 µM (F) 24 saat uygulanması sonucunda hücre morfolojilerinde 
meydana gelen değişim (Ölçek: 100 µm) 

 

DM-AH modeli, primer hipokampal nöron hücreleri, önce glukoz (150 mM, 24 

saat) ve ardından ortamda glukoz varlığında Aβ1-42 (500 nM, 24 saat) ile 

inkübasyon edilmesiyle oluşturulmuştur. 
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MTT analizi sonucuna göre, primer hipokampal hücrelere tek başına 150 mM 

glukozun (48 saat) ve 500 nM Aβ1-42 plaklarının (24 saat) veya HG+Aβ1-42 

(24+24 saat) uygulanması ile hücre canlılığının kontrol grubuna kıyasla sırasıyla, 

%20 (p<0,05), %25 (p<0,01) ve %30 (p<0,01) oranında azaldığı gözlemiştir (Şekil 

4.13A).  

 

Oluşturulan DM-AH modelinde, HG veya Aβ1-42 plaklarının tek başına kontrol 

grubuna (%43) uygulanması ile hücre içi ROS düzeylerinde sırasıyla %15 

(p<0,05) ve %28 (p<0,01) oranında artış gözlenirken, bu artış HG+Aβ1-42  

uygulanması ile %37 (p<0,01) kadar çıkmaktadır. Öte yandan, H2O2 (200 µM, 15 

dakika) pozitif kontrol grubu (%100) ile kıyaslandığında, HG+Aβ1-42 (%93) 

grubunun hücre içi ROS düzeyleri arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

olmadığı gözlenmiştir (p>0,05) (Şekil 4.13B). 

  

 
 
Şekil 4.13. Primer hipokampal nöron hücrelerine 150 mM glukozun (48 saat) ve 

500 nM Aβ1-42 plaklarının (24 saat) veya HG+ Aβ1-42 (24+24 saat) 
uygulanması ile hücre canlılığı (A) ve hücre içi ROS düzeylerinde (B) 
meydana gelen değişim. GLU; D-glukoz, 150 mM (n=5). *p < 0.05, 
**p < 0.01, çözücü verilmiş kontrol grubuna göre; ap < 0.05, bp < 0.01, 
cp < 0.001, H2O2 pozitif standart grubuna göre (Tek-yönlü ANOVA 
post hoc Dunnett’s testi) 
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4.8. İn vitro Diyabetik Alzheimer Hastalığı (DM-AH) Modelinde 

Kannabinomimetiklerin Toksisite Analizleri 

 

İn vitro DM-AH modelinde, endokannabinoidler ve sentetik kannabinomimetiklerin 

1 nM-1 µM konsantrasyonlarda 6 saat süreyle uygulandıktan sonra, önce glukoz 

(150 mM, 24 saat) ve ardından ortamda glukoz varlığında Aβ1-42 (500 nM, 24 

saat) ile inkübe edilerek in vitro DM-AH tedavi protokolü oluşturulmuştur.  

 

Canlılıkta meydana gelen değişim incelendiğinde, GLU+Aβ1-42 uygulanması ile 

hücre canlılığında meydana gelen azalma,endokannabinoid türevlerinden AEA 

(100 ve 500 nM) ve 2-AG (10 nM-1 µM) tarafından %13-16 oranında geri 

döndürülebilrken (p<0,05), URB-597 (10-500 nM) uygulanmasıyla bu oran %25-

30 aralığına kadar çıkmaktadır (p<0,01). Endokannabinoid 2-AG’ye benzer 

şeklide CP 55-940 ve WIN 55, 212-2 (10- 1 µM) bileşikleri, GLU+Aβ1-42 aracılı 

toksisite %16-20 oranında geri döndürülebilmiştir (p<0,05) (Şekil 4.14).  

 

Hücre içi reaktif oksijen türevlerinin düzeyleri incelendiğinde, GLU+Aβ1-42 

uygulanması ile pozitif kontrol (H202) grubuna  yakın bir ROS oluşumu 

gözlenmiştir (p>0,05). GLU+Aβ1-42 grubunda artmış olan ROS düzeyleri, 

endokannabinoidlerin(AEA, 2-AG) veya sentetik kannabinoidlerin (CP 55-940, 

WIN 55,212-2) uygulanması ile konsantrasyondan bağımsız olarak istatistiksel 

olarak anlamlı bir şekilde azaldığı gözlenmiştir (p<0,01). Öte yandan, GLU+Aβ1-

42 modeline URB-597 bileşiğinin 10 nM ve 50 nM konsantrasyonlarda 

uygulanması ile ROS düzeylerinde diğer kannabinomimetiklere benzer oranlarda 

azalma gözlenirken (p<0,01), 100 nM ve 500 nM konsantrasyonlarda bu azalma 

daha keskin hale gelmiştir ( p<0,001) (Şekil 4.14B) 
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Şekil 4.14. Primer hipokampal nöron hücrelerine artan konsantrasyonlarda (1 

nM- 1 µM, 6 saat) anandamid (AEA), 2-araşidonilgliserol (2-AG), 
URB-597, CP 55-940, WIN 55,212-2 bileşiklerinin HG (150 mM, 24 
saat) + Aβ1-42 (500 nM, 24 saat) modeline uygulanması ile hücre 
canlılığı (A) ve hücre içi ROS düzeylerinde (B) meydana gelen 
değişim. GLU; D-glukoz, 150 mM (n=5-6). *p < 0.05, **p < 0.01, 
çözücü verilmiş kontrol grubuna göre; +p<0,05, ++p<0,01, HG+ Aβ1-
42 grubuna göre; cp < 0.001, H2O2 pozitif standart grubuna göre (Tek-
yönlü ANOVA post hoc Holm Sidak testi) 

 
İn vitro DM-AH modeline uygulanan tedavi protokolünden elde edilen toksisite 

bulgularına göre, protektif etki AEA < 2-AG < CP 55940 < WIN 55,212-2 < 

URB597 şeklinde sıralanabilir. 

 

4.9. İn vitro Diyabetik Alzheimer Hastalığı (DM-AH) Modelinde 

Kannabinomimetiklerin Amiloid Beta Düzeyleri Üzerine Olan Etkisi  

 

DM-AH modelinde, endokannabinoidlerin ve sentetik kannabinomimetiklerin Aβ1-

42 düzeylerinde ve Aβ1-42 lokalizasyonunda meydana getirdikleri değişim 

Thioflavin T (agregat) ve Hoechst 33342 (çekirdek) ikili boyama yöntemi ile 

fluoresan mikroskop kullanılarak gerçekleştirilmiştir (Resim 4.3). 
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Resim 4.3. DM-AH modelinde kannabinomimetiklerin farklı konsantrasyonlarda 

(10nM- 1µM) uygulanması sonucu Aβ1-42 plak seviyeleri ve hücre 
içi lokalizasyonu. (Yeşil: Aβ1-42,Thioflavin-T; mavi: çekirdek, 
Hoechst 33342) (Ölçek: 100 µm) 

 

Elde edilen fluoresan mikroskop görüntülerinin kantitatif analizi Image J 1.5i 

programı kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Hoechst boyası ile çakışan ThT nüklear 

tutulum, sadece ThT ile boyanan bölgeler non-nüklear tutulum olarak 

değerlendirilmiştir. Buna göre, primer hipokampal hücrelere artan 
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konsantrasyonlarda glukoz uygulanması ile çekirdek dışı agregat oluşumu 

artarken(p<0,05), bu artış düşük glukoz (LG, 25 mM GLU) veya yüksek glukoz 

(HG, 150 mM GLU) içeren ortama oligomerik Aβ1-42 ilave edilmesiyle istatistiksel 

olarak dramatik boyutlara ulaşmıştır (p<0,05; LG+ Aβ1-42, p<0,01; HG+Aβ1-42) 

(Şekil 4.15A). HG+Aβ1-42 varlığnda, endokannabinoid türevlerinden sadece 

AEA, uygulanması ile konsantrasyona bağımlı olarak tüm konsantrasyonlarda 

non nüklear ThT tutulumu azalmaktadır (p<0,05-p<0,001). Sentetik 

kannabinomimetiklerden URB-597, 100 nM konsantrasyonda non-nüklear 

tutulumu ciddi şekilde azaltırken (p<0,01), 500 nM ve 1 µM konsantrasyonlarda 

CP 55,940 ve WIN 55,212-2 gibi daha az fakat istatistiksel olarak anlamlı ölçüde 

azaltmıştır (p<0,05) (Şekil 4.15B). 

 

 
Şekil 4.15. DM-AH modeli (A) ve bu modelde kannabinomimetiklerin (10nM- 

1µM) uygulanması (B) sonucu Aβ1-42 plaklarının non-nüklear 
yerleşim yüzdeleri. LG: 25 mM glukoz; HG: 150 mM glukoz (n=4). *p 
< 0.05, **p < 0.01, ʄp < 0.001, çözücü verilmiş kontrol grubuna göre; 
+p<0,05, ++p<0,01, ϕp<0,001, HG+ Aβ1-42 grubuna göre;(Kruskal 
Wallis post hoc Dunn’s testi) 

 

DM-AH modelinde agregatların nüklear yerleşimi incelendiğinde, agregatların 

ortamda sadece glukoz varlığında nüklear yerleşimin arttığı (LG: 25 mM GLU, p 
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<0.05; HG: 150 mM GLU, p<0,01) gözlenirken, oligomerik Aβ1-42 plaklarının 

ilave edilmesiyle LG ve HG ortamda sırasıyla %62 ve %84 oranında tutulum 

gözlemiştir (p<0,001) (Şekil 4.16A). 

 

 
 
Şekil 4.16. DM-AH modeli (A) ve bu modelde kannabinomimetiklerin (10nM- 

1µM) uygulanması (B) sonucu Aβ1-42 plaklarının bağıl nüklear 
yerleşim yüzdeleri. LG: 25 mM glukoz; HG: 150 mM glukoz (n=4). *p 
< 0.05, **p < 0.01, ʄp < 0.001, çözücü verilmiş kontrol grubuna göre; 
+p<0,05, ++p<0,01, ϕp<0,001, HG+ Aβ1-42 grubuna göre (Kruskal 
Wallis post hoc Dunn’s testi) 

 

4.10. İn vitro Diyabetik Alzheimer Hastalığı (DM-AH) Modelinde 

Kannabinomimetiklerin Mitokondri Membran Potansiyeline (ΔΨM) 

Etkileri 

 

In vitro koşullarda oluşturulan DM-AH modelinde mitokondriyal fonksiyon 

kaybının değerlendirilmesi ve kannabinomimetiklerin bu potansiyelde meydana 

getirdiği değişimi incelemek üzere JC-1 mitokondrial probu ile fluoresan boyama 

işlemi yapılmıştır (Resim 4.4).  
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Resim 4.4. DM-AH modelinde kannabinomimetiklerin farklı konsantrasyonlarda 

(10nM- 1µM) uygulanması sonucu mitokondri membran 
potansiyelinde meydana gelen değişin. (Kırmızı: JC-1 agregat, 
sağlıklı hücreler; Yeşil: JC-1 monomer, apoptotik/ nekrotik hücreler) 
(Ölçek: 100 µm) 

 

Elde edilen fluoresan mikroskop görüntülerinin kantitatif analizi Image J 1.5i 

programı kullanılarak gerçekleştirilmiştir.K ontrol grubunda mitokondriyal 

fonksiyonun aktif olmasına bağlı olarak JC-1 monomerlerini agregat haline 

getirerek kırmızı renkli fluoresan ışıma vermektedir. Nöron hücrelerine artan 

konsantrasyonlarda glukoz uygulanması ile mitokondri membran potansiyelinde 

düşüş gözlenmiştir (LG, p<0,01; HG, p<0,001). Aβ1-42 plaklarının 

uygulanmasıyla yeşil fluoresan (JC-1 monomer) oranı artarak, mitokondri 

membran potansiyelinde istatistiksel olarak anlamlı düşüş gözlenmiştir (p<0,001) 

(Şekil 4.17A). DM-AH modelinde, endokannabinoid türevlerinin uygulanması ile 

sadece 100 nM konsantrasyonda; CP 55,940 ve WIN 55,212-2 uygulanması ile 

10-500 nM konsantrasyon aralığında membran potansiyelindeki düşüş geri 

çevrilebilmektedir. Öte yandan DM-AH modelinde azalmış olan mitokondri 
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membran potansiyeli, URB-597’in 100 nM, 500 nM ve 1 µM konsantrasyonlarda 

uygulanmasıyla, sırasıyla  ~3 (p<0,001), 2 (p<0,01) ve 2.12 kat (p<0,01) artırdığı 

belirlenmiştir (Şekil 4.17B) 

 

 
 

Şekil 4.17. DM-AH modeli (A) ve bu modelde kannabinomimetiklerin (10nM- 
1µM) uygulanması (B) sonucu mitokondri membran potansiyelinde 
meydana gelen değişim. LG: 25 mM glukoz; HG: 150 mM glukoz 
(n=4). *p < 0.05, **p < 0.01, ʄp < 0.001, çözücü verilmiş kontrol 
grubuna göre; +p<0,05, ++p<0,01, ϕp<0,001, HG+ Aβ1-42 grubuna 
göre (Kruskal Wallis post hoc Dunn’s testi) 

 

4.11.  İn vitro Diyabetik Alzheimer Hastalığı (DM-AH) Modelinin Antioksidan 

(SOD, KAT, GPx, GRx), Oksidatif/Nitrozatif Stres (AGE, HNE, 3-NT) ve 

İnflamasyon (iNOS, IL-β, Tnf-α) Parametreler ile Karakterizasyonu 

 

DM-AH modelinde, primer hipokampal hücrelere 25 mM GLU (LG), 150 mM GLU 

(HG), LG+ 500 nM Aβ1-42 ve HG+ 500 nM Aβ1-42 uygulanması sonucu 

antioksidan enzim aktiviteleri, oksidatif/nitrozatif stres son ürünleri ve inflamatuvar 

belirteçlerde meydana gelen değişim ELISA yöntemi ile ölçülmüştür. Tüm 

kıyaslamalar kontrol grubuna (%100) göre gerçekleştirilmiştir.  
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ELISA analizleri sonucunda, normoglisemik ortamdaki primer hipokampal 

hücrelere LG uygulanması ile SOD, KAT, GPx ve GRx aktivitesinde anlamlı bir 

değişiklik gözlenmezken (p>0,05), ortamdaki GLU konsantrasyonunun artması 

(HG) ile enzim aktivitelerinde anlamlı bir düşüş belirlenmiştir (p<0,05). LG 

ortamda Aβ1-42 uygulanması ile sadece SOD ve GRx düzeylerinde anlamlı bir 

azalma meydana gelmiştir (p<0,05). HG+Aβ1-42 grubunda ise SOD, KAT, GPx 

enzim aktivitelerinde ~%40 oranında azalma gerçekleşirken (p<0,01), GRx 

aktivesindeki azalma LG+Aβ1-42 grubuna benzer şekilde ~%20 oranında 

gerçekleşmiştir (EK-1). 

 

DM-AH modelinde oksidatif/nitrozatif stres son ürünlerinde meydana gelen 

değişim incelendiğinde, HG ortamda AGE, HNE, 3-NT düzeyleri sırasıyla %160 

(p<0,01), %46 (p<0,05), %181(p<0,01) oranında artmıştır. Öte yandan, LG+Aβ1-

42 ortamda HNE ve 3-NT düzeyleri artış trendine devam ederken (p<0,01), AGE 

düzeylerindeki artış daha az gerçekleşmektedir (p<0,01). HG+Aβ1-42 

uygulanması ile AGE, HNE ve 3-NT düzeyleri sırasıyla %372 (p<0,001), %210 

(p<0,01), %355 (p<0,001) seviyelerine kadar yükselmiştir (EK-2).  

 

DM-AH modelinde inflamatuvar belirteçler olan iNOS, IL-β ve Tnf-α düzeylerinin, 

LG ortamda kontrol grubuna göre anlamlı bir değişiklik meydana gelmemiştir. Öte 

yandan HG ortamda IL-β ve Tnf-α düzeylerinde anlamlı bir artış gözlenmiştir 

(p<0,05). LG+Aβ1-42 uygulanması ile iNOS (p<0,05), IL-β (p<0,01) ve Tnf-α 

(p<0,01) düzeyleri artış trendine girmiştir. Bu artış, HG+Aβ1-42 uygulanması ile 

dramatik boyutlara ulaşmıştır (iNOS, p<0,01; IL-β ve Tnf-α, p<0,001) (EK-3). 

 

4.12. İn Vitro Diyabetik Alzheimer Hastalığı (DM-AH) Modelinde 

Kannabinomimetiklerin Intrinsik Antioksidan Enzim Aktiviteleri (SOD, 

KAT, GPx, GRx) Üzerine Olan Etkileri 

 

Süperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve 

glutatyon redüktaz (GRx) enzimlerin bazal aktiviteleri (kontrol grubu) %100 olarak 

alındığında HG + Aβ1-42 uygulanması ile SOD ve KAT aktivitesinde sırasıyla 

%25 ve %40 azalma meydana gelmiştir. AEA uygulanması ile, SOD ve KAT 

aktivitesi 10-500 nM konsantrasyonlarda anlamlı şekilde artırmaktadır (p<0,001-
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p<0,05). 2-AG ise SOD aktivitesini 100 nM; KAT aktivitesini  50 nM ve üzeri 

konsantrasyonlarda anlamlı şekilde artırmaktadır (p<0,05-p<0,01). Sentetik 

kannabinomimetik WIN 55,212-2 sadece 1 µM konsantrasyonda SOD 

aktivitesinde artış meydana getirirken (p<0,05), 10, 50, 500 nM (p<0,05) ve 1 µM 

(p<0,01) konsantrasyonlarda KAT aktivitesini de artırmaktadır. CP 55,940 bileşiği 

ise sadece 50 ve 100 nM konsantrasyonlarda KAT aktivitesinde artış meydana 

getirmiştir (p<0,05-p<0,01) (Şekil 4.18) 

 

 
 

Şekil 4.18. Artan konsantrasyonlarda (10 nM- 1 µM, 6 saat) anandamid (AEA), 
2-araşidonilgliserol (2-AG), URB-597, CP 55-940, WIN 55,212-2 
bileşiklerinin DM-AH modeline uygulanması ile süperoksit dismutaz 
(SOD) (A) ve katalaz (KAT) (B) aktivitesinde meydana gelen değişim 
(n=2). +p<0,05, ++p<0,01, ϕp<0,001, HG+Aβ1-42 grubuna göre 
(Kruskal Wallis post hoc Dunn’s testi) 

 

Kontrol grubunun GPx ve GRx aktiviteleri bazal aktivite (%100) olarak kabul 

edildiğinde , DM-AH modelinde aktivitesi azalmış olan GPx (%20) ve GRx (%40), 

AEA’nın 10-50 nM (p<0,011), 100-500 nM (p<0,01); 2-AG’nin 100-500 nM 

(p<0,01) ve 1 µM (p<0,01-p<0,05) konsantrasyonlarının uygulanması ile 

istatistiksel olarak anlamlı şeklide artmıştır. CP 55,940, 50-500 nM 

konsantrasyonlarda sadece GPx aktivitesini artırırken(p<0,05), WIN 55,212-2 10-
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50 nM (p<0,05) ve 1 µM (p<0,01-p<0,05) konsantrasyonlarda uygulanmasıyla 

GPx ve GRx aktivitesini artırmıştır (Şekil 4.19). 

 

 
 
Şekil 4.19. Artan konsantrasyonlarda (10 nM- 1 µM, 6 saat) anandamid (AEA), 

2-araşidonilgliserol (2-AG), URB-597, CP 55,940, WIN 55,212-2 
bileşiklerinin DM-AH modeline uygulanması ile glutatyon peroksidaz 
(GPx) (A) ve Glutatyon redüktaz (GRx) (B) aktivitesinde meydana 
gelen değişim (n=2). +p<0,05, ++p<0,01, ϕp<0,001, HG +Aβ1-42 
grubuna göre (Kruskal Wallis post hoc Dunn’s testi) 

 

4.13. İn vitro Diyabetik Alzheimer Hastalığı (DM-AH) Modelinde 

Kannabinomimetiklerin Oksidatif/Nitrozatif Stres İleri Son Ürünleri 

(AGE, HNE, 3-NT) Üzerine Olan Etkileri 

 

DM-AH modelinde, kontrol grubuna HG +Aβ1-42 uygulanması ile ileri glikasyon 

son ürünleri (AGE), ileri lipooksidasyon son ürünleri (HNE) ve nitrozatif stres son 

ürünü (3-NT) seviyelerinde sırasıyla %273 (p<0,001), %110 (p<0,01) ve %256 

(p<0,001) oranında kontrol gruba göre artış gözlenmiştir (Şekil 4.20).  

 

AEA’nın tüm konsantrasyonlarında AGE oluşumu baskılanmaktadır (p<0,01). 

Benzer şekilde, 2-AG, URB-597 ve WIN 55,212-2 bileşiklerinin uygulanan 
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konsantrasyonlarda, AGE seviyelerinde statistiksel olarak anlamlı bir düşüş 

meydana getirmişlerdir (p<0,001). Öte yandan CP 55,940, HG+Aβ1-42 

grubundan farklı olarak, 10 nM konsantrasyonda p<0,001; 50 nM-1 µM 

konsantrasyon aralığında ise p<0,01 anlamılık derecesinde AGE düzeylerini 

düşürmüştür (Şekil 4.20A).  

 

DM-AH modeline AEA, 50 ve 100 nM konsantrasyonlarda uygulanması HNE 

oluşumunu artırırken (p<0,05), 500 nM ve 1 µM konsantrasyonlarrda inhibe 

etmektedir (sırasıyla, p<0,05 ve p<0,01). 2-AG, 10 nM (p<0,05), 500 nM (p<0,01) 

ve1 µM (p<0,05) konsantrasyonlarda, URB-597 ise 50 nM (p<0,01), 100 nM 

(p<0,05), 500 nM (p<0,01) ve 1 µM (p<0,05) konsantrasyonlarda HG+Aβ1-42 

aracılı HNE oluşumunu baskılamaktadır. Öte 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 µM (p<0,05) 

konsantrasyonlarda , WIN 55,212-2 ise10 nM (p<0,01), 50 nM (p<0,05), 100 nM 

(p<0,05), 500 nM (p<0,01) ve 1 µM (p<0,001) konsantrasyonlarda HNE 

oluşumunu azaltmaktadır (Şekil 4.20B).  

 

HG+ Aβ1-42 uygulanmasına bağlı olarak artmış 3-NT düzeyleri, AEA’nın 50 nM 

(p<0,05), 100 nM (p<0,05), 500 nM (p<0,01) ve 1 µM (p<0,001) 

konsantrasyonlarda , 2-AG’nin tüm konsantrasyonlarda (p<0,05) uygulanması ile 

azalmıştır. Benzer şekilde sentetik kannabinomimetiklerden, URB-597, 50 nM 

(p<0,05), 100 nM (p<0,01), 500 nM (p<0,01) ve 1 µM (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 µM (p<0,001) konsantrasyonlarda and WIN 

55,212-2 ise uygulanan tüm konsantrasyonlarda (p<0,01), HG + Aβ1-42 aracılı 3-

NT oluşumunu baskılamıştır (Şekil 4.20C).  
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Şekil 4.20. Artan konsantrasyonlarda (10 nM- 1 µM, 6 saat) anandamid (AEA), 

2-araşidonilgliserol (2-AG), URB-597, CP 55-940, WIN 55,212-2 
bileşiklerinin DM-AH modeline uygulanması ile AGE (A), HNE (B) 3-
NT (C) aktivitesinde meydana gelen değişim (n=2). **p < 0.01, ʄp < 
0.001, çözücü verilmiş kontrol grubuna göre; +p<0,05, ++p<0,01, 
ϕp<0,001, HG+Aβ1-42 grubuna göre (Kruskal Wallis post hoc Dunn’s 
testi) 
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4.14. İn vitro Diyabetik Alzheimer Hastalığı (DM-AH) Modelinde 

Kannabinomimetiklerin Inflamatuvar Belirteçler (iNOS, IL-1β, TNF-α) 

Üzerine Olan Etkileri 

 
HG+Aβ1-42 ile indüklenmiş DM-AH modelinde, AEA, 2-AG, URB-597, CP 55-940 

ve WIN 55,212-2 bileşiklerinin artan konsantrasyonlarda uygulanması ile 

inflamatuvar belirteçlerde (iNOS, IL-1β ve TNFα) meydana gelen değişimin 

değerlendirilmesi için kontrol grubu bazal seviye (%100) olarak alınmıştır. Buna 

göre, GLU+Aβ1-42 uygulanmasıyla iNOS, IL-1β ve TNFα seviyelerinde sırasıyla 

%88 (p<0,01), %286 (p<0,001) ve %194 (p<0,001) oranında artış meydana 

gelmiştir (Kontrol grubuna göre) (Şekil 4.21) 

 

HG+Aβ1-42 aracılığı ile artmış olan iNOS düzeyleri, AEA’nın 100 nM-1 µM 

konsantrasyon aralığında uygulanması ile istatistiksel olarak anlamlı ölçüde 

baskılanmıştır (p<0,05-p<0,001). Benzer şekilde diğer kannabinomimetikler 

uygulanan tüm konsantrasyonlarda, artmış olan iNOS düzeylerini azaltmıştır 

(p<0,05-p<0,001). Meydana gelen bu azalma 2-AG, URB- 597  ve WIN 55,212-2 

bileşiklerinde özelikle 100 nM ve üzeri konsantrasyonlarda dramatik boyutlara 

ulaşmıştır (p<0,001) (Şekil 4.21A). 

 

HG + Aβ1-42 grubundaki inflamatuvar yanıta bağlı olarak IL-1β seviyelerinde 

meydana gelen artış, AEA’nın sadece  500 nM (p<0,05) ve 1 µM (p<0,01); 2-AG, 

URB-597 ve CP 55,940 bileşiklerinin ise uygulanan tüm konsantrasyonlarında 

(p<0,05-p<0,001) baskılanmıştır. Öte yandan, WIN 55,212-2’ninözellikle 50 ve 

100 nM konsantrasyonlarında uygulanması ile IL-1β seviyelerinde dramatik bir 

düşüş gözlenmiştir (p<0,001) (Şekil 4.21B). 

 

HG +Aβ1-42 aracılığı ile artmış olan Tnf-α düzeyleri, AEA’nın sadece 1 µM 

(p<0,05), 2-AG’nin 50 nM (p<0,01), 100 nM (p<0,05), 500 nM (p<0,05) ve 1 µM 

 (p<0,05) konsantrasyonlarında uygulanması ile istatistiksel olarak anlamlı bir 

düşüş meydana gelmiştir. Sentetik kannabinomimetiklerden URB-597 uygulanan 

tüm konsantrasyonlarda (p<0,05-p<0,01), WIN 55,212-2 ise sadece 50 ve 100 

nM (p<0,05) konsantrasyonlarda, HG+Aβ1-42 grubuna göre Tnf-α düzeylerinde 

azalma meydana getirmiştir. Öte yandan, CP 55,940 uygulanması ile Tnf-α 
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seviyelerinde istatistiksel olarak anlamlı bir değişiklik gözlenmemiştir (Şekil 

4.21C). 

 

 
 
Şekil 4.21. Artan konsantrasyonlarda (10 nM- 1 µM, 6 saat) anandamid (AEA), 2-

araşidonilgliserol (2-AG), URB-597, CP 55-940, WIN 55,212-2 
bileşiklerinin DM-AH modeline uygulanması ile indüklenebilir nitrik 
oksit sentaz (iNOS) (A), interlökin 1 beta (IL-1β) (B) tümör nekrozis 
faktör alfa (Tnf-α) (C) düzeylerinde meydana gelen değişim (n=2). **p 
< 0.01, ʄp < 0.001, çözücü verilmiş kontrol grubuna göre; +p<0,05, 
++p<0,01, ϕp<0,001, HG+Aβ1-42 grubuna göre (Kruskal Wallis post 
hoc Dunn’s testi) 
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4.15. İn vitro Diyabetik Alzheimer Hastalığı (DM-AH) Modelinde 

Kannabinomimetiklerin p-Nrf-2, p-CREB ve p-GSK 3β Protein 

Düzeyleri Üzerine Olan Etkileri 

 

DM-AH modelinde, endokannabinoidlerin ve sentetik kannabinomimetiklerin 

antioksidan yanıt elementi olan p-Nrf2 (aktif form), nörogenezde görev alan p-

CREB (aktif form) ve inflamasyon başta olmak üzere birçok yolakla ilişkisi olan p-

GSK 3β (inaktif) protein düzeyleri western blot analizi ile ölçümlenmiştir. p-Nrf2 ve 

p-CREB düzeyleri nüklear; p-GSK 3β düzeyleri ise total protein lizatından analizi 

yapılmıştır. Western blot analizi sonucunda kemilüminesan görüntüleme 

yapılarak protein bantları fotoğraflanmıştır (Resim 4.5). 

 

 
 
Resim 4.5. DM-AH modelinde artan konsantrasyonlarda (10 nM- 1 µM, 6 saat) 

anandamid (AEA), 2-araşidonilgliserol (2-AG), URB-597, CP 55-940, 
WIN 55,212-2 bileşiklerinin DM-AH modeline uygulanması izole 
edilen p-Nrf2, p-CREB, p-GSK3β protein bantları. K: Kontrol; LG: 25 
mM glukoz; HG: 150 mM glukoz 

 

Elde edilen protein bantlarının dansitometrik analizi için Image J 1.50i programı 

kullanılmıştır. Dansitometrik analiz sonucunda elde edilen bulgular istatistiksel 

olarak değerlendirilere, grafiklendirilmiştir (Şekil 4.22). 

 
Westren blot analizi sonucunda, primer hipokampal hücrelere 25 mM glukoz (LG) 

uygulanması ile p-Nrf2, p-CREB düzeyleri artarken ve p-GSK 3β düzeyleri 

azalmaktadır (p<0,05). Glukoz konsantrasyonu artırılarak hiperglisemik koşullara 

(HG:150 mM glukoz) ulaşıldığında p-CREB artış devam etmektedir (p<0,05). LG 
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ortamda, Aβ1-42 uygulanmasıyla p-Nrf2 (p<0,05), p-CREB (p<0,01) artarken ve 

p-GSK 3β (p<0,01) düzeylerinde azalma meydana gelmektedir. Aβ1-42’nin HG 

ortama uygulanmasıyla p-Nrf2 ve p-CREB baskılanmaktadır. Öte yandan p-GSK 

3β, HG+ Aβ1-42 uygulanmasıyla 6 kat daha fazla azalmaktadır (p<0,001) (Şekil 

4.22A). HG+Aβ1-42 modeline, AEA sadece 100 nM (p<0,05); 2-AG ise100-500 

nM (p<0,05) ve 1 µM (p<0,01) konsantrasyonlarda uygulanmasıyla azalmış olan 

p-Nrf2 düzeylerinde artış meydana getirmektedir. Benzer şekilde WIN 55,212-2 

sadece 100 nM; CP 55,940 ise 100 ve 500 nM konsantrasyonlarda p-Nrf2 

düzeylerini artırmaktadır (p<0,05) (Şekil 4.22B). HG+Aβ1-42 modelinde düşük 

olan p-CREB düzeyleri, AEA’nın 500 nM (p<0,001) ve 1 µM (p<0,01); 2-AG’nin 

100 nM (p<0,01), 500 nM (p<0,001), 1 µM (p<0,01) ve CP 55,940 bileşiğinin 100 

nM (p<0,05) ve 1 µM (p<0,01) konsantrasyonlarının uygulanması ile artmaktadır 

(Şekil 4.22C). Diğer proteinlerden farklı olarak HG+Aβ1-42 modelinde dramatik 

şekilde azalan p-GSK3β seviyeleri, tüm kannabinomimetikler (100 nM) tarafından 

artırılmakta (p<0,01), özellikle URB-597 ve CP 55,940 (1 µM) uygulanması ile bu 

artış dramatik boyutlarda gerçekleşmektedir (p<0,001) (Şekil 4.22D). 

 

 
 
Şekil 4.22. DM-AH modelinde (A), p-Nrf2 (B), p-CREB (C), p-GSK3β (D) 

proteinlerinin dansitometrik analizi. K: Kontrol; LG: 25 mM glukoz; 
HG: 150 mM glukoz (n=3). *p < 0.05, **p < 0.01, ʄp < 0.001, çözücü 
verilmiş kontrol grubuna göre; +p<0,05, ++p<0,01, ϕp<0,001, HG+Aβ 
grubuna göre (Kruskal Wallis post hoc Dunn’s testi) 
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4. TARTIŞMA 

 

Alzheimer hastalığı (AH), yaşlı populasyonda görülen demans sebeplerinin 

başında gelen kronik progresif bir hastalıktır. Ekstraselüler amiloid beta (Aβ) 

plaklarının ve intraselüler nörofibriler yumakların (NFY) birikmesi ile karakterize 

olan bu hastalıkta, yaygın nöronal hücre kaybına bağlı kognitif bozukluklar 

meydana gelmektedir [298]. Son yıllarda yapılan çalışmalar, kronik hiperglisemi, 

hiperlipidemi, insulin rezistansı ve oksidatif stres gibi patofizyolojik 

komplikasyonlarla karakterize Diabetes mellitus (DM) olgularında, hipokampal 

nöronlarda ve kognitif fonksiyonlarda azalma meydana geldiği gösterilmiştir [6, 7]. 

Bu bilgiler doğrultusunda DM’nin, AH’nın oluşumu veya progresyonunda risk 

faktörü olduğunu göstermektedir [8]. Ayrıca DM ve AH’nın patogenezlerinde 

oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon, inflamasyon, hücre içi yüksek Ca2+ 

seviyeleri gibi birçok ortak yolağın bulunması iki hastalığın birbiriyle doğrudan 

ilişkili olduğunu göstermektedir [9]. Günümüzde, AH ve DM arasındaki ilişkinin 

aydınlatılarak, potansiyel terapötik ajanların geliştirilmesini içermektedir. 

Kannabinoid sistem, periferik ve merkezi sinir sisteminde (MSS) birçok patolojik 

ve fizyolojik fonksiyonlarda görev almaktadır [17]. MSS’de nöronal plastisiste, 

nöroinflamasyon, nörodejenerasyon, sirkadyan ritim ve redoks homeostazındaki 

rollerinin aydınlatılması ile kannabinoid sistem düzenleyicilerinin AH’da potansiyel 

terapötik etkilerinin olabileceği hipotezi ortaya atılmıştır [18, 19]. Bu bilgiler 

doğrultusunda çalışmamızda, kannabinoid türevi ajanların primer hipokampal 

nöron hücrelerinde yüksek glukoz ve oligomerik Aβ peptidleri ile indüklenerek 

oluşturulmuş DM-AH toksik modelindeki, etki ve etki mekanizmaları araştırılmıştır.  

 

Hipokampal nöron hücrelerinin primer kültürleri, Alzheimer hastalığında (AH) 

görülen hipokampal dejenerasyonun değerlendirilmesinde ve Aβ1-42 aracılı 

toksisite modellerinin oluşturulmasında yaygın olarak kullanılmaktadır [299, 300]. 

Çalışmamızda primer hipokampal hücreler, şıcanlardan (E18-19) izole edilip, 

kültüre edildikten sonra farklılaşmaları sağlanarak karakterize edildikten sonra 

tüm deneyler gerçekleştirilmiştir (Bkz. Resim 4.1). 

 

Çalışmamızda, öncelikle endokannabinoidler olan anandamid (AEA) ve 2-

araşidonilgliserol (2-AG) ve sentetik kannabinoidler URB-597, CP 55,940 ve WIN 
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55,212-2 bileşiklerinin primer hipokampal hücrelerdeki toksisitesi mitokondriyal 

aktiviteyi de gösteren MTT ve hücre içi proteinlere seçici geçirgen membrandan 

geçerek bağlanan NR boyası ile değerlendirilmiştir. Düşük konsantrasyonlarda, 

ajanlarımızın her iki yöntemde de toksisitesine rastlanmamış ve yüksek 

konsantrasyonlarda ise canlılığın azaldığı gözlenmiştir (Bkz. Şekil 4.1 ve Şekil 

4.2).  

 

DM-AH modelinde, hiperglisemik koşulun oluşturulması ve optimal glukotoksik 

konsantrayonun belirlenmesi için hücrelere D-Glukoz (GLU) uygulanmıştır. 

Yapılan çalışmalar, hiperglisemik koşulların sinir doku hasarına aracılık ettiği ve 

bu etkilerini oksidatif hasara bağlı glikasyon ürünlerinin oluşarak, hücre içi reaktif 

oksijen/nitrojen türevlerinden (ROS/RNS kaynaklandığı bildirilmiştir [301, 302]. 

Literatürde yer alan bazı çalışmalar, hiperglisemik hasarın oluşturulmasında 25-

75 mM GLU konsantrasyon aralığını kullanırken [303, 304], çalışmamızda bu 

konsantrasyon aralığında  toksik etki gözlenmemiş ve bu hasarın 125-150 mM 

gibi yüksek GLU konsantrasyonlarında gerçekleştiği belirlenmiştir (Bkz. Şekil 4.3). 

Elde ettiğimiz bulguları destekler niteklikteki çalışmalarda da 150 mM GLU 

uygulanması ile primer hipokampal nöron hücre kültürlerinde hiperglisemik 

modelin oluşturulabileceği gösterilmiştir [305, 306]. Farklı çalışma grupları 

tarafından farklı koşulların optimal sayılması sebebiyle, kullanılacak olan GLU 

konsantrasyonunu belirlemek üzere hücre proliferasyonu, toksisitesi ve adezyon 

profili hakkında  bilgi veren iCELLigence sistemi ile eş zamanlı olarak hücrelerde 

meydana gelen değişim grafiksel olarak takip edilmiştir [307-309]. Elde ettiğimiz 

bulgulara göre, primer hipokampal hücrelerde optimal hiperglisemik koşulun 

oluşturulmasında 150 mM GLU konsantrasyonunun 48 saat süreyle 

uygulanmasına karar verilmiştir (Bkz. Şekil 4.4). 

 

Çalışmamızda, 150 mM GLU uygulanarak oluşturulan hiperglisemik modelde, 

kannabinomimetiklerin 6 saat süreyle uygulanması ile hiperglisemiye bağlı hücre 

canlılığındaki azalmayı geri döndürdüğü belirlenmiştir (Bkz. Şekil 4.5). Nöronal 

hücrelerdeki hiperglisemik hasarın temel sorumlusu olarak oksidatif stres ve ilişkili 

yolaklar gösterilmektedir [310, 311]. Bu nedenle, çalışmamızda 

kannabinomimetiklerin potansiyel protektif etkilerinin bu yolaklar üzerinden 

doğrudan veya dolaylı olarak gerçekleşebileceği düşüncesi ortaya çıkmıştır. CB1 
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reseptör agonisti HU-210 kullanılarak yapılan bir çalışmada, diyabetik farelerde 

ve hiperglisemik rat feokromastoma hücrelerinde (PC12 hücreleri) oksidatif strese 

bağlı nöronal hasarın kannabinoid reseptörlerinden bağımsız olarak rejenere 

edildiği gösterilmiştir [312]. Ayrıca yakın zamanda yapılan bir çalışmada, orta 

yaşlı streptozotosin uygulanmış sıçanlara kannabidiol uygulanması ile metabolik 

fonksiyon kaybının antioksidan mekanizmalar üzerinden geri döndürüldüğü 

gösterilmiştir [313].  

 

DM-AH modelinde, lipotoksik koşulun oluşturulması ve optimal lipotoksik 

konsantrayonun belirlenmesi için hücrelere palmitik asit (PAM) uygulanmıştır. 

PAM konsantrasyon ve maruziyet süresine bağımlı olarak nörotoksisiteyi artırdığı 

gözlenmiştir (Bkz. Şekil 4.6). iCELLigence bulguları da dikkate alınarak, 24 saat 

inkübasyon ile PAM/BSA’nın toksik etkisinin başladığı an olarak ilk 4 saat 

belirlenmiştir (Bkz. Şekil 4.7). Primer hipokampal hücreler, kannabinomimetikler 

ile 50 saat (6+44) koşullandırılıp  4 saat süreyle PAM uygulanması sonucunda, 

endo kannabinoidlerden 2-AG ve sentetik türevlerden CP 55,940 dramatik şekilde 

lipotoksisiteyi baskılamıştır. Etkilerini daha çok CB1 reseptörleri üzerinden 

gösteren CP 55,940 ve WIN 55,212-2 bileşiklerinden sadece CP 55,940’de bu 

etkinin gözlenmesi CB1R dışındaki mekanizmalardan kaynaklandığını 

düşündürmektedir (Bkz. Şekil 4.8). Yapılan çalışmalar PAM’ın nöronal hücrelerde 

endoplazmik retikulum stresini uyararak katlanmamış protein yanıtını 

oluşturduğu, mitokondriyal membran bütünlüğünü bozarak oksidatif stresi 

uyardığı, MAPK/ERK yolağı üzerinden proliferasyonu baskıladığı ve Akt/mTOR 

yolağı üzerinden otofaji aracılı apoptozu uyararak nöronal hasara aracılık ettiği 

gösterilmiştir [314-316]. CP 55,940 bileşiğinin mitokondriyal disfonksiyonu bloke 

ederek oksidatif stresi baskıladığı ve nöronal sağkalımı uyardığı gösterilmiştir 

[17]. Bu da çalışmamızdaki protektif ekiyi desteklemektedir.   

 

Elde ettiğimiz glukotoksisite ve lipotoksisite bulgularına göre, hücrelere GLU (150 

mM, 44 saat) uygulanarak ardından ortamda GLU varlığında PAM/BSA (4 saat) 

uygulanarak glukolipotoksisite modeli (GLU+PAM) oluşturulmuştur (Bkz. Şekil 

4.9). Kannabinomimetikler ile 6 saat koşullandırma yapıldıktan sonra GLU+PAM 

toksisitesi değerlendirildiğinde, AEA bileşiği herhangi bir protektif etki 

göstermezken diğer ajanlar da düşük konsantrasyonlarda çok az protektif etki 
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göstermiştir (Bkz. Şekil 4.10). Oluşturduğumuz GLU+PAM modeline benzer 

şekilde monosit ve pankreatik β hücre hatlarında yapılan çalışmalarda, düşük (25 

mM-30 mM) glukoz ve PAM uygulanması ile ER stresin uyarıldığı, hücre içi ROS 

düzeylerinin artarak Nrf2 yolağınının baskılandığı gösterilmiştir. Bu çalışmalarda, 

GLU+PAM toksisitesini, antioksidan yolakların uyarılması, AMPK/mTOR/p70S6K 

yolağının aktive edilmesi veya peroksizom proliferatör-aktive reseptör (PPAR) 

aktivasyonu ile tedavi edilebileceği gösterilmiştir [317-320].  

 

Kannabinomimetiklerin, GLU+PAM modelindeki etkileri ilk defa yapmış 

olduğumuz çalışmada gösterilmiştir. Fakat elde ettiğimiz GLU+PAM modelinde 

kannabinomimetiklerin dramatik bir protektif etki göstermemesi, GLU+PAM+Aβ 

ile oluşturulacak Alzheimer hastalığı modelinde geri dönüşsüz oksidatif hasar ve 

ER stres başta olmak üzere eksitotoksisitenin hakim olduğu bir model ortaya 

çıkacaktır. Yapılan çalışmalarda, PAM uygulanması hücrelerde insulin direncini 

uyararak glukoz toksisitesini artrırdığı, APP ve BACE1 seviyelerini artırarak Aβ 

oluşumunu ve birikimini uyardığı, Akt/mTOR/HIF-1α ve Akt/NF-κB yolakları 

üzerinden otofaji ve nöroinflamasyonu uyaracağı bildirilmiştir [321-323]. Bu 

nedenle çalışmamızda, GLU+PAM modeline Aβ uygulayarak oluşturulacak 

kompleks patogenezde, kannabinomimetiklerin potansiyel protektif etkileri 

maskeleneceğinden, HG+ Aβ ile oluşturulmuş DM-AH modeli üzerinden devam 

edilmiştir. Bu modelin oluşturulması sırasında, primer hipokampal hücrelere Aβ 

oligomerleri uygulanarak toksisiteleri değerlendirilmiş ve 6 saat 

kannabinomimetikler ile koşullandırılan hücrelere 24 saat süreyle Aβ oligomerleri 

uygulanarak in vitro tedavi protokolü oluşturulmuştur. Elde ettiğimiz bulgulara 

göre 100 nM konsantrasyonlarda tüm kannabinomimetikler protektif etki 

gösterirken WIN 55,212-2 sadece 1 µM konsantrasyonda etki göstermiştir (Bkz. 

Şekil 4.11). Bizim çalışmamızı destekleyen şekilde Aβ aracılı toksisitenin 

kannabinomimetikler aracılığı ile baskılandığını gösteren birçok çalışma 

bulunmaktadır [324-328].  

 

Aβ uygulaması ile oluşturulan AH modelinin, hiperglisemik (HG, 150 mM GLU) 

ortamdaki toksisitesi değerlendirilerek DM-AH modeli oluşturulmuştur (Şekil 

4.12). 24 saat HG ve ardından HG ortamda 24 saat 500 nM Aβ verilmesi ile, 

primer hipokampal hücrelerde hücre canlılığının azalarak, hücre içi ROS 
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düzeylerinin arttığı belirlenmiştir (Şekil 4.13). Aβ peptidlerinin yüksek seviyelerde 

hipokampal hücrelerde birikmesi ile inflamatuvar yanıtın oluşması, nöronal hücre 

kaybı ve kademeli olarak kognitif fonksiyon kaybı meydana gelmektedir [329]. 

Meydana gelen hücre kaybı ve nörit dejenerasyonu, hiperglisemik koşulların 

hakim olduğu diyabetik ratlarda spontan olarak da gerçekleşebilmektedir [330].  

 

Çalışmamızda, hiperglisemik ortamda Aβ uygulanması ile nöronal hücrelerin 

canlılığında meydana gelen azalma endokannabinoidler (AEA, 2-AG) ve sentetik 

kannabinoidlerin (URB-597, CP 55,940, WIN 212,2-2) uygulanması ile arttığı 

gösterilmiştir (Bkz. Şekil 4.14). Benzer şekilde GLU+Aβ uygulanması ile ROS 

düzeylerinde meydana gelen artış, kannabinomimetikler ile dramatik bir şekilde 

baskılanmıştır. Yakın zamanda yapılan çalışmalarda, eksitotoksisite ve oksidatif 

stres aracılı nörotoksisite modellerinde endokannabinoidler, sentetik 

kannabinoidler ve FAAH inhibitörü URB-597’nin nöroprotektif etki gösterdiği 

bildirilmiştir [331-334]. Kannabinomimetiklerin farklı nörotoksisite modellerindeki 

etkileri bilinmektedir. Fakat HG+Aβ modelininde, kannabinomimetiklerin 

potansiyel protektif etkileri ile ilgili herhangi bir çalışma henüz bulunmamaktadır. 

Bu nedenle etkilerini doğrudan CB1 ve CB2 reseptörleri üzerinden gösteren CP 

55,940 ve WIN 55,212-2 hücre canlılığında meydana gelen artış ve hücre içi ROS 

düzeylerinin baskılanmasıyla ve benzer etkilerin AEA ve 2-AG’de de gözlenmesi, 

CB1R/CB2R aracılı yolakların aktive olduğunu göstermektedir. Öte yandan URB-

597 bileşiği, FAAH enzimi inhibisyonuna bağlı olarak AEA seviyelerini artıması ile 

dolaylı yoldan CBR aracılı yolakları uyarmaktadır.  

 

HG ortamda Aβ oligomerlerinin agregatlaşma süreçlerine ve 

kannabinomimetiklerin bu süreçlerdeki etkisini ThT boyası ile değerlendirildiğinde, 

HG+Aβ varlığında, Aβ plaklarının çekirdek dışı yerleşimin yüksek olduğu ve bu 

yerleşimin özellikle AEA ve URB-597 tarafından dramatik şekilde, CP 55,940 ve 

WIN 55,212-2 ile kısmen azaltıldığı gözlenmiştir (Bkz. Şekil 4.15). 2-AG 

uygulanması anlamlı bir değişiklik meydana getirmemiştir. Öte yandan, tüm 

kannabinomimetiklerin Aβ plaklarının çekirdek yerleşimini baskıladığı gözlenmiştir 

(Bkz. Şekil 4.16). Bizim çalışmamızdan farklı olarak Harvey ve ark. (2012) 

tarafından yapılan bir çalışmada, Aβ peptidlerinin hücrelere uygulanmasını 

takiben 20. saatten itibaren ThT aracılı fluoresan ışımanın arttığı belirlenmiştir. 
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Artan bu ışımanın AEA varlığında da devam ediyor olması ile AEA’nın Aβ 

peptidlerin agreagasyon sürecine doğrudan etki göstermediği sonucunu 

çıkarmaktadır [265]. Normoglisemik ortamda gerçekleştirilen bu çalışma ile bizim 

çalışmamız kıyaslandığında, hiperglisemik ortamın kannabinomimetiklerin 

davranışında farklı etkiler ortaya çıkarabileceğini göstermektedir. Öte yandan, 

BV2 ve SH-SY5Y hücrelerinde yapılan bir çalışmada ise, Aβ oligomerlerinin 6 

saatten sonra fibrileşmeye başlayarak, 12-14 saatte stabil hale geldiği 

belirlenmiştir. 2-AG veya AEA uygulanması ile bu fibrillasyon mekanizması 

baskılanarak protektif etki gözlenmiştir. Bu etkinin gözlenmesinde de CB1 ve CB2 

reseptörlerinin doğrudan bir rolünün olmadığı sonucuna varılmıştır [335]. Bu 

bulguların aksine, kannabinoid reseptörlerinin tam agonisti olan 2-AG, selektif 

CB1R (SR141716), CB2R (SR144528) ve TRPV1 (kapsazepin) selektif 

antagonistlerinin kullanıldığı bir çalışmada, primer hipokampal hücrelerde Aβ 

toksisitesine bağlı nöronal kaybı, CB1R aracılığı ile ERK1/2, NF-κB ve 

siklooksijenaz-2 (COX-2) yolaklarını baskılayarak engellediği bildirilmiştir [336].  

 

Hücrelerde Aβ agregatlarına bağlı toksisite ve oksidatif stres arasında doğrudan 

bir bağlantı olduğu bilinmektedir [337, 338]. Elde ettiğimiz bulgular, bunu 

destekler nitelikte olup hiperglisemik ortamda Aβ toksisitesinin daha da arttığı 

belirlenmiştir. Hücrelerde oksidatif stresin ana kaynaklarından biri mitokondri 

olup, nöronal homeostazın sağlanmasında kritik role sahiptir [339]. Bu nedenle 

mitokondriyal membran potansiyelinde meydana gelen değişiklikler, enerji 

metabolizması ve mitrokondriyal fonksiyon kaybına yol açmaktadır [340]. 

Mitokondriyal disfonksiyon ise AH gibi diğer nörodejeneratif hastalıklarının 

patogenezine katkı sağlamaktadır [341, 342]. Çalışmamızda, HG+Aβ 

uygulanmasının mitokondri membran potansiyelini (ΔΨM) azaltarak mitokondriyal 

disfonksiyona aracılık ettiği belirlenmiştir. ΔΨM’de meydana gelen azalma 

sentetik kannabinomimetikler tarafından baskılandığı gözlenmiştir (Bkz. Şekil 4. 

17). Çalışmamıza benzer şekilde, hiperglisemik koşulların, hücre içine kalsiyum 

girişini artırarak endoplazmik retikulum stresi ve bununla ilişkili (crosstalk) olarak 

mitokondriyal disfonksiyona aracılık ettiğini bildirilmiştir [343]. Ayrıca, Yang ve 

ark. (2017) tarafından SH-SY5Y (nöroblastoma) hücreleri kullanılarak oluşturulan  

diyabetik ensefelopati modelinde hiperglisemik ortamda, mitokondriyal kompleks I 

ve III aktivitesinin baskılanarak hücre içi ROS düzeylerinin artığı ve mitokondriyal 
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membran potansiyelinin azalarak hücrelerden LDH salıverilmesi ile nöronal 

kaybın oluştuğu gözlenmiştir [344]. Kannabinomimetiklerin, hiperglisemik 

koşullarda mitokondriyal disfonksiyon üzerine olan etkilerini gösteren bir çalışma 

olmamasına rağmen Rangel-Lopez ve ark. (2015) tarafından oluşturulan nöronal 

eksitotoksisite modelinde sentetik kannabinoidlerin kısa süreli uygulanması ile  

mitokondriyal disfonksiyonu baskıladığı gösterilmiştir [334]. Ayrıca, AH gibi 

hipereksitabilitenin eşlik ettiği patogenezlerde CBD uygulaması ile kalsiyumun 

hücre içi girişinin azaldığı ve kalsiyum osilasyonlarının ortadan kalktığı 

bildirilmiştir. Bu protektif etkinin ER’da yer alan ryanodine ve IP3 reseptörlerinden 

bağımsız olarak gerçekleştiği belirlenmiştir. CBD’nin doğrudan mitokondri 

üzerinde yer alan Na/Ca pompasını regüle ederek mitokondriyal membran 

potansiyelini koruduğu gösterilmiştir [345].   

 

Çalışmamızda, kannabinomimetiklerin mitokondriyal disfonksiyon ve artmış ROS 

düzeylerindeki protektif etkileri intrinsik antioksidan aktivitede görev alan 

enzimlerin (SOD, KAT, GPx ve GRx) düzeylerindeki artış ile açıklanabilmektedir 

(Bkz. Şekil 4.18 ve Şekil 4.19). HG+Aβ uygulanması ile azalmış olan antioksidan 

kapasite, birden fazla reseptör ile etkileşerek etki gösteren endokannabinoidlerin 

uygulanması ile dramatik artış gözlenmiş, öte yandan CB1R/CB2R agonistlerinde 

bu artışın daha az gerçekleşmiştir. Wang ve ark. (2019) tarafından kronik 

serebral hipoperfüzyon oluşturulmuş ratlara WIN 55,212-2 uygulanmasının, SOD 

ve KAT seviyelerini artırdığı, ROS ve malondialdehit (MDA) seviyelerini azalttığı 

bildirilmiştir [346]. Buradan yola çıkıldığında çalışmamızda endokannabinoidlerin 

antioksidan aktivitedeki dramatik artışta CBR dışı yolakların katkı sağladığı 

sonucuna varılmaktadır.  

 

HG ve Aβ1-42 plakları, nöronal hücrelerde koordineli bir şekilde dejenerasyona 

aracılık etmektedir [347]. Bu yolakların başında oksidatif ve nitrozatif stres 

gelmekle birlikte redoks dengesinin bozulmasına bağlı katlanmamış veya yanlış 

katlanmış proteinlerin oluşumu, NMDA reseptörü hiperaktivasyonuna bağlı hücre 

içi Ca2+ aşırımı ve nitrik oksit sentaz aktivitesindeki artışa bağlı nöronal 

disfonksiyon yaygın görülmektedir [347]. Çalışmamızda da, HG ve Aβ1-42 

uygulanarak oluşturulan modelde oksidatif/nitrozatif son ürünleri (AGE, HNE, 3-

NT) ve inflamatuvar belirteçlerin düzeyleri (iNOS, IL-1β ve Tnf-α) dramatik şekilde 
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artmaktadır. Kannabinomimetiklerin uygulanması ile azalan bu belirteçler, primer 

hipokampal hücrelerde Aβ toksisitesine bağlı nöronal kaybı, CB1R aracılığı ile 

ERK1/2, NF-κB ve siklooksijenaz-2 (COX-2) yolaklarını baskılayarak engellediği 

bildirilmiştir [336]. Ayrıca Rivera ve ark. (2015) tarafından yapılan bir çalışmada, 

URB-597’nin uygulanması ile CB1 reseptörlerinin düzeylerinin hipokampüsde 

azaldığı, buna bağlı olarak artan AEA’nın PPAR aracılığıyla RAGE ve NF-κB 

yolağını baskılayarak inflamasyonu baskıladığı bildirilmiştir [348].  

 

Kannabinomimetiklerin, HG+ Aβ1-42 modelinde artmış olan inflamasyon ve 

oksidatif stres parametrelerinin azaltılmasının antioksidan cevap elementi olan ve 

oksidatif stres varlığında nüklear yerleşim gösteren Nrf-2 fosforilasyon düzeyleri 

ölçülmüştür. Elde ettiğimiz bulgulara göre FAAH inhibitörü URB-597’nin doğrudan 

antioksidan yanıtı oluşturmadığı, endokannabinoidler ve CB1R/CB2R 

kannabinoid agonistlerinin ise Nrf-2’nin nüklear yerleşimi uyardığı belirlenmiştir. 

Çalışmamıza benzer şekilde MDA-MB231 ve MCF7 meme kanseri hücre 

hatlarına, URB-597 ve AEA uygulanması ile Nrf-2 ve efektörü olan HO-1 

düzeylerinin arttığı belirlenmiştir. Aynı çalışmada URB-597’nin doğrudan Nrf2 

düzeylerini artırmadığı, FAAH inhibisyonuna bağlı olarak artan AEA seviyeleri ile 

bu etkinin ortaya çıktığı sonucuna varılmıştır [349]. Ayrıca lipopolisakkarit (LPS) 

ile oksidatif stres ve inflamasyonun indüklendiği mikroglial hücrelerde (BV2), CBD 

uygulanması ile Nrf2/ATF4 yolağının aktive olarak oksidatif stres ve 

inflamasyonun baskılandığı belirlenmiştir [350].  

 

Db/db diyabetik fareleri kulllanılarak yapılan bir çalışmada, reaktif oksijen ve 

nitrojen türevlerinin hipokampüste birikim gösterdiği ve bunun Nrf2 proteininin 

nüklear yerleşiminin baskılanmasından kaynaklandığı belirtilmiştir [351]. Ayrıca, 

streptozosin diyabetik sıçanlarda siyatik sinir ve nöronal hücrelerde yüksek 

glukoz konsantrasyonuna bağlı olarak Nrf-2 ve HO-1 seviyelerinin azaldığı 

bildirilmiştir [352]. Farklı bir çalışmada ise, antioksidan yanıt elementi olan Nrf-

2/HO-1 yolağının, hem gen hem de protein düzeyinde baskılanarak, inflamatuvar 

NF κB yolağının aktif hale geçtiği belirlenmiştir [353]. 

 

Bu yolakların başında oksidatif ve nitrozatif stres gelmekle birlikte redoks 

dengesinin bozulmasına bağlı katlanmamış veya yanlış katlanmış proteinlerin 
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oluşumu, NMDA reseptörü hiperaktivasyonuna bağlı hücre içi Ca2+ aşırımı ve 

nitrik oksit sentaz aktivitesindeki artışa bağlı nöronal disfonksiyon yaygın 

görülmektedir [347]. Melas ve ark. (2018) tarafından yapılan bir çalışmada, 

CB1/CB2 agonisti olan WIN 55,212-2,  protein fosfataz 1 (PP1) aktivitesini 

(GADD34) artırarak, uzama başlangıç faktörü 2 alfa (eIF2α)’nın 

defosforilasyonunu hızlandırdığı belirlenmiştir [354]. EIF2-α, hücrelerde protein 

sentezinde translasyonun başlamasında görev alan bir protein olup, fosforilasyon 

yoluyla inaktive olmaktadır [355]. GADD34, fosforile halde bulunan eIF2α’nın, 

defosforilasyonunu sağlayarak hücrelerde sağkalım ve protein sentezini 

uyarmaktadır [356]. Melas ve ark. (2018), GADD34 gen lokusunda bulunan CRE 

dizilerine CREB/CBP kompleksinin bağlanması ile GADD34 proteininin 

ifadelenmesinin arttığını ve WIN 55,212-2 (1 saat) uygulanmasının CREB 

fosforilasyonunu uyararak 6. saatte GADD34 üretiminin gerçekleştiğini 

göstermişlerdir. Yine aynı çalışmada, CREB geninin çıkarılması ile WIN 

55,212’nin GADD34 aktivitesine ve dolaylı olarak p-eIF2α düzeylerine etki 

etmediği gösterilmiştir. Bu da WIN 55,212’nin CREB fosforilasyonunu uyararak 

nöronal protein sentezini artırdığını göstermektedir [354]. Hücrelerde CREB 

fosforilasyonu, mitojen aktive protein kinaz/ekstraselüler sinyal regüle kinaz 

(MAPK/ERK), protein kinaz (A) ve Ca2+/kalmodulin bağımlı kinaz IV (CaMKIV) 

yolakları aracılığı ile gerçekleşmektedir [357]. WIN 55,212-2’nin tek başına 

uygulanması ile CREB fosforilasyonunun arttığı fakat MEK1/2 (U0126) veya 

CB1/2R (AM251/AM630) antagonistleri ile birlikte uygulanmasıyla  bu etkinin 

ortadan kalktığının gösterilmesiyle nöronal hücrelerde, WIN 55,212-2’nin 

kannabinoid reseptörlerini etkileyerek, MAPK/ERK yolağı üzerinden nörogenezi 

sağladığını ortaya koymaktadır [354]. Öte yandan, çalışmamızda artan 

konsantrasyonda GLU uygulanması ile ER aracılı adaptif yanıtın uyarılması ile p-

CREB düzeyleri artış gösterirken HG+ Aβ1-42 uygulanması nörogenez belirteci 

olan p-CREB anlamlı ölçüde azalmaktadır. Bu azalma URB-597 uygulanması ile 

geri döndürülemezken, kannabinomimetikler in uygulanması ile Melas ve ark. 

(2018) tarafından yapılan çalışmaya benzer şekilde p-CREB düzeylerinde artış 

gözlenmiştir. Kannabinomimetiklerin, p-Nrf2 ve p-CREB düzeylerinde meydana 

getirdikleri artışın benzer profil göstermesi, bu ajanların doğrudan Nrf2/ARE ve 

CREB/HO-1 ekseninden nörogenezi uyararak antioksidan yanıt oluşturduğunu 

göstermektedir. Elde ettiğimiz bulguların, birçok yolak ile ilişkilendirilen ve DM ile 
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AH patogenezinde kritik role sahip olan GSK 3β yolağı ile ilişkilendirildiğinde, 

kannabinomimetiklerin, HG+ Aβ uygulanması ile baskılanmış olan GSK3β 

aktivitesini artırdığı gözlenmiştir. GSK 3β, temel olarak PI3K/Akt yolağı üzerinden 

baskılanmaktadır. DM ve AH’da ise hiperglisemik ortamda GSK 3β fosforilasyonu 

baskılanarak aktif hale geçen GSK3β, tau fosforilasyonunu uyararak AH’nın 

patogenezini ileriye götürmektedir [204, 215].  

 

Çalışmamızda, p-GSK3β, p-Nrf2 ve p-CREB düzeylerinin HG+ Aβ uygulanması 

ile azaldığı, meydana gelen bu azalmanın ise kannabinomimektikler (özellikle 

CB1R/CB2R agonistleri) ile artırılmış olması PI3K/Akt yolağının etkin olduğunu 

göstermektedir. Çünkü yapılan çalışmalar AH’da, GSK3β, CREB, Nrf2 sinyal 

yolaklarının eş zamanlı olarak uyarılması ile nörogenezin baskın hale geçerek, 

oksidatif stres aracılı inflamasyonun baskılandığı ve bu 3 yolağın aktivasyonunda 

PI3K/Akt yolağının aktif olduğu bildirilmiştir [358]. 
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Bu tez çalışması, primer hipokampal hücrelere hiperglisemik ortamda amiloid 

beta peptid uygulanması ile oluşturulan DM-AH modelinde artan nörotoksisitenin, 

kannabinomimetiklerin antioksidan ve anti-inflamatuvar etkileri aracılığı ile 

azaltılabileceğini göstermiştir.  

 

Çalışmamızda, DM-AH modelinde görülen kronik inflamasyon, oksidatif/nitrozatif 

stres, azalmış antioksidan kapasite ve nörotoksisite in vitro koşullarda taklit 

edilmiştir. Bu şekilde AH’nın amiloidozis, oksidatif stres, nöroinflamasyon, glukoz 

hipometabolizması ve mitokondriyal disfonksiyon hipotezlerini eş zamanlı içeren 

yeni bir model oluşturulmuştur. Bu modeli destekleyen literatür verisi kısıtlı 

olmakla birlikte, gen ve protein düzeyinde yapacağmız ile çalışmalar 

modelimizinözgün değerini artıracak ve literatüre kazandırılmasını sağlayacaktır. 

  

Bu çalışma ile, in vitro koşullarda oluşturulan DM-AH modelinde, 

endokannabinoid sisteminin redoks parametreleri module ederek inflamasyonun 

baskılanmasında kritik role sahip olduğu belirlenmiştir. Ayrıca, bu etkilerin 

doğrudan CREB-Nrf2-GSKβ sinyal yolakları üzerinden gerçekleştiği ve bu 

yolakların DM-AH-Endokannabinoid sistem ilişkisinin açıklanabileceği sonucuna 

varılmıştır. CREB ve Nrf2’nin sonrası yolakları değerlendirmek üzere yapılacak 

kromatin immunpresipitasyon (ChIP) deneyleri ve bu 3 yolağın ortak paylaştığı 

PI3K/Akt yolağı üzerine gidilmesi kannabinoid reseptörler aracılı nöroprotektif 

etkinin açıklanmasına olanak sağlayacaktır. 

 

İn vitro ve in vivo farklı deneysel Alzheimer modelleri oluşturularak yapılacak ileri 

çalışmalar ile kannabinoid sistem-nörodejeneratif hastalıklar arasındaki ilişki daha 

da açıklığa kavuşturulacaktır. 
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EK-1. DM-AH modelinde intrinsik antioksidan enzim aktiviteleri 

 
 

Şekil 1.1. DM-AH modelinde primer hipokampal hücrelere 25 mM glukoz (LG), 
150 mM glukoz (HG), LG+ 500 nM Aβ1-42 veya HG+Aβ1-42 
uygulanması sonucu süperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT), 
glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyn redüktaz (GRx) aktivitelerinde 
meydana gelen değişim (n=2). *p < 0.05, **p < 0.01, ʄp < 0.001, çözücü 
verilmiş kontrol grubuna göre (Kruskal Wallis post hoc Dunn’s testi) 
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EK-2. DM-AH modelinde oksidatif/nitrozatif stres ileri son ürünlerinin düzeyleri 

 
 

Şekil 2.1. DM-AH modelinde primer hipokampal hücrelere 25 mM glukoz (LG), 
150 mM glukoz (HG), LG+ 500 nM Aβ1-42 veya HG+Aβ1-42 
uygulanması sonucu ileri glikasyon son ürünü (AGE), ileri 
lipooksidasyon son ürünü 4-hidoksi-2-nonenal (HNE), 3-nitrotirozin (3-
NT) düzeylerinde meydana gelen değişim (n=2). *p < 0.05, **p < 0.01, 
ʄp < 0.001, çözücü verilmiş kontrol grubuna göre (Kruskal Wallis post 
hoc Dunn’s testi) 
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EK-3. DM-AH modelinde inflamatuvar belirteçlerin düzeyleri 

 
 

Şekil 3.1. DM-AH modelinde primer hipokampal hücrelere 25 mM glukoz (LG), 
150 mM glukoz (HG), LG+ 500 nM Aβ1-42 veya HG+Aβ1-42 
uygulanması sonucu indüklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS), interlökin 
1 beta (IL-1β) ve tümor nekrozis faktör (Tnf-α) düzeylerinde meydana 
gelen değişim (n=2). *p < 0.05, **p < 0.01, ʄp < 0.001, çözücü verilmiş 
kontrol grubuna göre (Kruskal Wallis post hoc Dunn’s testi) 
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EK-4. Deney hayvanları etik kurul onay belgesi 
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 EK-4.(devam) Deney hayvanları etik kurul onay belgesi  
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