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OZET

Giris: Alzheimer Hastaligi (AH) progresif ilerleme gosteren, hafiza kaybi ile
sonuglanan geri donusimsiz norodejeneratif bir hastaliktir. 65 yas Uzerinde gozlenen
demansin en sik nedeni olan AH bat: Ulkelerinde 6ltim nedenleri arasinda dordinci sirada yer
almaktadir. Patogenezinde norofibriller yumak olusumu, inflamasyon, glutamat toksisitesi,
oksidatif stres, sinaptik hasar ve kolinerjik aktivite kaybi gibi bir ¢ok patofizyolofik siireg yer
almakla birlikte néronal dokuda olusan amiloid beta (Ap) toksisitesinin temel mekanizma
olduguna dair artan gorusler mevcuttur. Ap’min indikledigi toksisitenin olusum mekanizmasi
ise henliz kesin olarak bilinmemektir.

Beyinde ya da sinir sisteminde sentezlenen, alisilmisin diginda orjinleri ve farkl
fonksiyonlar1 nedeniyle norogteroidler olarak isimlendirilen noroaktif steroid hormonlarin
noronal dokudaki sentezi AP peptidi de iceren pek ¢cok farkli etken tarafindan indiklenebilir.
Bu norosteroidler ndronal dokuda doza ve zamana bagli koruyucu ya da toksk etkiler
goderirler. Ancak AP toksisites ile steroid sentezi arasindaki iliski henlz acgikliga

kavusmamustir.

Amagc: Bu tez calismas ile iki farkli sinir hiicre hattinda olusturulan Ap toksisitesinin
ndrosteroid sentezi Uzerine etkisi ve steroid sentezinin farkli basamaklardaki inhibisyonunun
ndronal hticre canlilig1 Gzerine etkilerini belirlemek amaglanmistir. Bunun yam sira néronal
steroidlerin en belli baslilarindan olan pregnenolon (P) ve pregnenolon siilfatin (PS) néronal
hiicre canliligi Uzerine etkilerini konsantrasyon ve zaman bagimli olarak degerlendirmek
amaclanmustir.

Materyal ve Yontemler: Calismamizda sican feokromasitoma (PC-12) ve insan
ndroblastoma (SHSY-5Y) hucre hatlart kullamlarak 20/40uM ApBgs.as peptidi ile 72.saatin
sonunda olusturulan anlaml: toksisite sonrasi hiicre igi P ve PS diizeylerindeki degisim ELISA
ve HPLC yontemleriyle belirlendi. Bu iki steroidin nM-puM’ 1k degisik konsantrasyonlarinin
noronal hicre canliliklarina ve AP toksisitesi Uzerine etkileri MTT indirgenme, laktat
dehidrogenaz (LDH) salimmi, akis sitometri yontemleri ve mikroskobik inceleme ile
degerlendirildi. Ayrica aminoglutetimid (AMG) ve 2,4-dikloro-6-nitrofenol (DCNP)
kullanilarak steroid sentezi iki farkli basamakta bloke edildikten sonra noronal hiicre
canliliklar: Gzerine etkileri degerlendirildi.



Bulgular: PC-12 hicrelerine 20uM, SHSY-5Y hicrelerine agrege 40uM  Apgs.as
peptidi uygulamasimin hiicre canliliklarim MTT rediksiyonu ile degerlendirildiginde 48. ve
72. saatlerin sonunda kontrole gore anlaml1 azalttigi gozlendi (p<0.05). 20/40 uM AP2s.35 72
saat slreyle hicrelere uygulandiginda her iki noéronal hiicre hattinda Ap’mn P sentezini
anlamli arttirdig1 (p<0.05), PS sentezini ise azaltma egiliminde oldugu belirlendi.

P ve PS'nin suprafizyolojik (>1 uM) konsantrasyonlarda disaridan verilmesinin her iki
ndronal hiicre hattinda htcre canliliklarim anlamli azalttigi, bunun yaninda fizyolojik
konsantrasyonlarda (<1 pM) ise 72 saate kadar toksik etki gostermedigi belirlendi (p<0.05).
Ayrica Ap’in indikledigi hiicre 6lumi tzerine 0.5 UM P'nin koruyucu etkiye sahip oldugu,
50 uM dizeyde ise AP toksisitesini siddetlendirdigi gosterildi.

Steroid sentezinin AMG ve DCNP ile farkli basamaklarda bloke edilmesinin, her iki
hicre hattinda 72. saatin sonunda hicre canliliklarinda AB uygulanan gruba kiyasla
istatistiksel olarak anlaml: artisa neden oldugu gosterildi (p<0.05).

Sonug: Sonug olarak ¢alismamizda AB’ min P sentezi Uzerine etkili oldugu ve olusan P
‘nin stilfotransferaz yoluna gidisinin kisitl: oldugu gosterilmistir. Ayrica P ve PS sentezinin
inhibisyonunun ve distk doz P uygulamasinin AP toksisitesine karst noroprotektif etkili
oldugunun gosterilmesi AB‘a bagli nbrodegeneratif degisiklerin 6nlenmesi ve ndrodejeneratif
hastaliklarin olusum mekanizmalarinin anlasilmasinda 6nemli ip uglar: olusturacaktr.

Anahtar Kelimeler: Pregnenolon, pregnenolon siilfat, amiloid beta, Alzheimer

Hastalig1, norosteroid, ndronal hiicre canliligi



ABSTRACT

Introduction:  Alzheimer's disease (AD) is an irreversible, progressive
neurodegenarative disorder, which results in memory impairment. AD, the most common
cause of dementia among people age 65 and older, takes place in fourth range among the
causes of deaths in Western Countries. Many pathophysiological processes play role in its
pathogenesis, such as neurofibrillary tangle, inflamation, glutamate toxicitiy, oksidative
stress, synaptic damage and lost of cholinergic activity and also some remaining
considerations exist about amyloid beta (Ap) toxicity in neural tissue is the basic mechanism.
The mechanism of AP induced toxicity has not known exactly yet.

Neuroactive steroid hormones which are biosynthesized in brain or nervous system,
are called ‘neurosteroids’ since their extraordinary origins and different functions, their
synthesis in neural tissue is able to be induced by many different factorsthat are consist of Ap
peptide. These steroids show dose- or time-dependent protective or toxic effects. However,
the relation between AP toxicity and steroid synthesis has not been clearly identified.

Purpose: Inthisthesis study, it is purposed to determine that the effect of AB toxicity,
forming in two different neuron cell lines, on neurosteroid synthesis and the effects of
inhibition of neurosteroid synthesis , in different steps, on neural cell viability. Besides, this
work aimed to investigate the effects of pregnenolone (P) and pregnenolone sulfate (PS)
,being well-known among neural steroids, on cell viability in a concentration- and exposure
time-dependent manner.

Materials and Methods. In our study, using rat pheochromocytoma (PC-12) and
human neuroblastoma (SHSY -5Y) cell lines, after the significant toxicity formed in the end of
72" hour with 20/40 uM Apzs3s peptide, the change in intracellular P and PS levels were
determined by ELISA and HPLC methods. The effects of different concentrations (nM or
uM) of these two steroids on neural cell viability and Ap toxicity were evaluated by MTT
reduction, lactate dehydrogenase (LDH) release, flow cytometry methods and microscopic
investigation. Moreover, after the inhibition of steroid synthesis in two different steps by
using aminoglutethimide (AMG) and 2,4 Dichloro-6-Nitrophenol (DCNP), their effects on
neural cell viability were evaluated.



Results: When the effect of treatment of PC-12 cells with 20uM and SHSY-5Y cells
with 40uM aggregated Ap,s-3s peptide on cell viability is evaluated with MTT reduction after
48-72 h exposure a significant decrease is observed compared to control group (p<0.05). It is
determined that after 72 h exposure AB increase P synthesis significantly (p<0.05) and tended
to decrease PS synthesis in both neural cell lines.

It is determined that external treatment of P and PS in supraphysiological (>1 uM )
concentrations decreased cell viability significantly in both neural cell lines besides in
physiological (<1 puM ) concentrations didn't show toxic effect till 72 h exposure (p<0.05).
Furthermore it is shown that 0.5 pM P had protective effect against Ap-induced cell death and
at 50 UM concentrations increased the toxicity of Ap.

It is shown that inhibition of steroid synthesis with AMG and DCNP in two different
steps resulted in a statistically significant increase in cell viability in both cell line at 72h
exposure compared to AB-treated group.

Conclusion: In conclusion, in our study it is shown that AP is effective on the
synthesis of P and the newly synthesized P participated sulfotransferase pathway in restricted
manner. Moreover showing that the inhibition of P and PS synthesis, P exposure in low
concentration had neuroprotective effects against AP toxicity would give important clues to
prevent AP related neurodegenerative changes and to understand the mechanisms of
neurodegenerative diseases.

Key Words: Pregnenolone, pregnenolone sulfate, amyloid beta, Alzheimer’s disease,

neurosteroid, neural cell viability



BiRiNCi BOLUM

1.GIRIS ve AMAC

Santral sinir sisteminin (SSS) dejenerasyonu ve noron kaybr ile karakterize olan ve
progresif demanslarin blydk bir kismumin nedeni olan Alzheimer Hastaligi (AH), bati
Ulkelerinde Olim nedenleri arasinda dordunct sirada yer almakta ve tum dunyada 20
milyonun Uzerinde Kisiyi etkilemektedir. AH, yas ile iliskili, progresf ilerleme gosteren,
hafiza kayb: ile sonuclanan geri donUstmsiiz beyin hastaligidir ve 65 yas Uzerinde gozlenen
demansin en sik nedenidir. 65 yasindan sonraki her 5 yilda prevalans ikiye katlamr ve 85 yas
uzeri en riskli gruptur. Ozellikle gelismis bat1 Ulkelerinde yasam siiresinde ve hastaligin
gorilme sikhiginda ortaya c¢ikan artis AH m toplum ve aileler igin sosyal ve ekonomik
problem haline getirmektedir. ABD’de 4 milyondan fazla AH olgusu bulundugu ve bu
hastalarin saghk ve bakim harcamalarinin yilda 100 milyar dolarin Uzerinde oldugu
bildirilmektedir. Turkiye de ise bu sayinin 300-400 bin oldugu ve 2010 yilinda 65 yas Uzeri
nifusun 4.8 milyona ulasacag: ongoruldiginden 30-40 yil sonra AH min en dnemli saglik
sorunu olacagi dusunilmektedir. Bu nedenle AH’'nda noron oliminin  kesin
mekanizmalarinin anlasilmasi, néron kaybini 6nleyecek ajanlarin belirlenmesi ve dolayisi ile
hastaliktan koruyucu ve tedavi edici yontemlerin bulunmasi en dnemli hedef haline gelmistir
[1, 2.

SSS'nin norodejeneratif hastaliklarinda; genetik ve cevresel faktorler, inflamatuar
siregler, glutamat ve amiloid B peptidi (AP) toksisitesi, oksidan ajanlar, sinaptik hasar,
kolinerjik aktivite kaybi gibi patofizyolofik suregler rol oynamakta olup bunlar sinir sistemi
hticrelerinin 6limu ile sonuglanmaktadir [3]. AH’ datum bu etkenler patogenezde yer almakla
birlikte, AB Uretim ve birikiminin néron kaybi ile sonuglanan temel mekanizma olduguna dair
artan gorusler mevcuttur [4-7]. AH min noropatolojisinde hiicre dig1 amiloid plaklarimn (AP)
ve hucre i¢i norofibriler yumaklarin (NFY) gozlendigi yaygin néronal yikim sdz konusudur.
Amiloid plaklar Amiloid Prekirsor Proteini’nin (APP) yikim Urinl olan AB peptidinden
olusmaktadir. AH’daki néron 6limuniin apoptozis yolu ile gerceklestigi [8] ve bunun da Ap
tarafindan olusturuldugu bilinmektedir [9, 10]. AH ile iliskilendirilen bir diger 6nemli
patolojik mekanizmada oksidatif hasardir. Ap’min kultire edilmis insan hippokampal ve
kortikal noronlarinda oksidatif hasar vyaratarak, sinyal yolaklarinin isleyisinde



modifikasyonlara, biyokimyasal ve yapisal anormalliklere neden olarak apoptotik hiicre
Oluminu gergeklestirdigi gosterilmistir [11, 12].

Norogeroidler beyinde ya da sinir sisteminde sentezlenen noroaktif steroid hormonlar
olup alisilmigin disinda orjinleri ve farkli fonksiyonlar: nedeniyle bu sekilde isimlendirilirler
[13]. Bu steroidler, 6zellikle miyelin yapimint saglayan glial hiicreler basta olmak Uzere,
astrositler ve noronlarda sentezlenmektedir [14]

Sinir sisteminde steroid hormon sentezi, AR peptit tarafindan hicre i¢i kalsiyum ve
reaktif oksijen Urtnlerinin artisi ile birlikte induklenebilmektedir [15-17]. AR’ nin oksidatif
hasar1 tetikleyerek ve hicre igi kalsiyumunu arttirarak noronal apoptoza yol agtig: ileri
sirdlmektedir [18-20]. Sinir sisteminde steroid sentezinin artmasinin, noronal apoptozun
erken bir kanit1 olabilecegi ileri strilmustir [21]. Bunun aksine bazi ¢alismalarda disaridan
verilen Ostrojen ve pregnenolon (P) gibi steroidlerin ndron 6limund Onleyebildigi ileri
surdlurken [22, 23], bazi calisgmalarda silfatlanmis pregnenolonun (PS) néronal hicre
olumund tetikledigi  gosterilmistir [24]. Dogad bir eksitotoksin olarak kabul edilen
pregnenolon silfatin, hicrenin oksidatif durumundaki degisiklikten bagimsiz olarak erken
dénemde kaspaz 2 ve kaspaz 3 aktivasyonu ile apoptozu tetikledigi de gosterilmistir [25].

Norogteroidlerin ndronal dokudaki etkileri doza bagli olarak oldukga karmasik bir
diizen icinde gerceklesmektedir. Gunimuzde ndronal dokudaki etkileri halen tam olarak
acikliga kavusmamustir.

AP peptidin indikleyebildigi steroid hormon sentezinin, noron 6luminde nasil bir rol
oynadig1 arastirmaya acik bir konudur. Bu tez calismasi ile AH patogenezinde biyik 6neme
sahip AP birikimi sonucu ortaya ¢ikan noronal hiicre 6limtnde, baslica noronal steroidlerden
olan pregnenolon ve bunun siilfat esterinin oynadigi roli ortaya koymak amaglanmustir.
Bunun icin iki farkli néronal karakterli hiicre hattinda olusturulan AP toksisitesinde, hiicre igi
steroid dizeylerindeki degisiklikler, steroid diizeylerinin hticre canlilig: ile iliskisi ve bunun
yan sira steroid sentezinin inhibisyonunun olasi etkilerinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu
sekilde AB’min olusturdugu ndronal hasar mekanizmasinin anlasiimasina ve etkin koruyucu
yontemlerin gelistirilmesine katki saglanabilinecektir.



IKINCi BOLUM

2. GENEL BIiLGILER
2.1. ALZHEIMER HASTALIGI

Ilk kez 1906'da Alois Alzheimer tarafindan noropsikiyatrik hastalik nedeniyle 51
yasinda Olen bir kadinin beyin dokusundaki degisikliklerin incelenmesi sonucu tammlanan ve
uzun yillar demansin presenil formu olarak kabul goren hastalik bugiin yaygin olarak AH
ismiyle bilinmektedir. AH, bellek ve en azindan bir diger kognitif alandaki ilerleyici
bozulmanin, demansin baska tammlanabilir sebepleri olmaksizin, sosyal, profesyonel ve evlie
ilgili islerde 6nceki duizeye gore yitimin oldugu klinik durumu tanimlamak igin kullamlir [26].
Tedaviden cok yarar elde edilemeyen bu demans hastaligi 65 yasin altindaki bireylerin
%Y1 inden azim etkilerken 85 yasin Uzerindeki bireylerin yaklasik %30-40'1 risk altindadhr.
Demans sendromlar: icinde en sik (%50-70) goruleni olan AH’ nin baslangicinda bellekteki
bozulma secici olarak yakin gegmisteki olaylar ve deneyimleri kapsarken, cocukluk ile ilgili
uzak olaylar ve duygusal agirligi olan yeni olaylar goreceli olarak daha iyi hatirlanabilir.
Hastaligin daha sonraki 5-15 yillik déneminde bilissel ve duygusal fonksiyon bozuklugu ve
fiziksel islevlerde kayip meydana gelebilmektedir. AH'nda norodejenerasyon, bilissel
islevlerde hayati 6nem tasiyan limbik sistem ve asosiyasyon alanlarinda sinirlt kalarak
genellikle motor ya da duygusal degisiklikler ortaya ¢ikarmasa da , nadir vakalarda motor
sistem dejenerasyonu ile spastik paraparazi gibi atipik klinik bulgular gozlenmektedir [1, 27,
28].

AH’'nin kesin tamisi bugin bile ancak post-mortem beyin incelemesi ile mimkin
olmaktadir. Beynin histopatolojik analizinde AH’ na ait klasik tgli bulgu olan A igeren senil
plaklar, hiperfosforile mikrottbuler tau proteini iceren ndrofibriler yumaklar (NFY') ve beynin
Ozellikle temporal, parietal ve hipokampal bolgelerinde ilerleyici néron kaybi gozlenmektedir
[1,9, 29].

AH'nin tam kriteri olarak gunumizde yaygin bicimde ‘’National Instute of
Neurological and Communicative Disorders and Stroke and the Alzheimer’s Disease and
Related Disorders Association” tarafindan 1984 yilinda ortaya konmus olan NINCDS-
ADRDA kriterleri (Tablo 1) kullarilir. Klinik tam ile postmortem uygulanan patolojik tam



karsilastirildiginda, NINCDS-ADRDA kriterleri muhtemel ve mimkin AH tamst igin %90
sensitivite ve %60 spesifisite saglar [30-34].

Tanida laboratuvarin yeri kisithdir. Henliz yasayan bir hastada kesin AH tamsi
koyabilecek hicbir laboratuvar testi yoktur. Gegmis yillardaki calismalarda ileri sirtilen aday
belirteclerin hichiri ile AH arasinda bire bir iliski saglanamamistir. AH’da beyin omurilik
sivisinda (BOS) APi-42 peptidinin azalmasi [35, 36] veyatau protein [35] dizeylerinin artmasi
tan icin tek basina yeterli degildir.

Diger yontemler arasinda MRG ya da BT gibi beyin gorunttleme teknikleri ile PET,
SPECT ve yeni gelistirilen fonksiyonel manyetik rezonans goruntileme (fMRG) gibi
fonksiyonel goruntileme teknikleri yer almaktadir. Ancak bunlarda kendi basina AH tanst
koyduramamaktadir [34].

Tablo 1: NINCDS-ADRDA Alzheimer Hastalig1 Klinik Tam Kriterleri [30]

I. MUHTEMEL: Alzheimer HastaliB1 klinik tam kriterleri sunlars jrerir:

= klinik muavenc ile saptanan, MMini-IMental Tzst, Bleszed Demans Olgedi va da benzer
bir test ile dokimante cdilen ve ntiropsikolojik testlerle de defrulanan demans tablogu;

= iki ¥a da daba fazia bilisscl sliregtc bozolma;

« hiling bezukleiu vok;

» bazglanmg 40-H) vaslar arasanda, blrylik sklikla da 83 yasindan sonra;

» hellek %ﬁ da difer bi éfsr.:i shreglerds ilerleyici bozukluga yol agabilecek siatemik ya dal

boyne ait basks bir hastalik yok.

L. MUNTEMEL Alrheimer HastallF tanist gunlarls desteklenir:

= dil g i}, motor yercncklor Cupraksi) vo alg {apnozi} gibl dzglll bilissal islevierde
ilcrlevici borulma;
» minlik yasam aktivitelorinds bozrnlma ve davramg biciminde degisme:
= ailede benzor borukluk Gvkiisil {zellikic patolo]ik olarak kamtianmigsa):
+ |aboratmawvarda:

standart tekniklerle normal loenber ponksiyeon,

EEG‘piiﬁlﬂarmaJ olmnas ya da yavas dalya akrivitesinde artis pibi non~apeaitik

ol e,
H"F = yerehral atralive iligkin bulyalar ve seri ineelemelende bu bulgulann ileclayigi.

1L Alzheimer hastalifi dimndakd nedenler diglandiktan sonra, MLUTITEMEL AkXhvimer
Hastah{i tamst ile uynmliu olabilecek difer klinik Szellikler sonlardr:

» hastalifiin seyrinde plateolar;

» depresyon, uykusweul, inkoniinans, hezeyan, {llixyon ve halosinasyonlar, verbal,
moe-.fanei ¥e da [ziksel katpstrofik patdamalar, cingel hoeuklyklar ve kilo kaybi gibi
eglikei bilputar;

= ham astﬂ.férda._. pzetlikle harwligin ilerl disnemlerinde, kay onusaunda artg,
miyvklonus ya da ¥Trllme ghelogh gibi dlger niimlajik bosukluklar;

= haslahim ilerd evredinde ndibetler;

= wag jgin rormnel BT

TW. MUHTEMEL Alchaimer Habstalig tanisum kelirsizlogtiren ya da ihtimal digina
gikaran dzellikkr sunlardr:
~ Inmo lacands ani baglangig:
=  hemipatee, duysal kavip, girme alan delekilen ve inkoordinasyon gibi lokal n8rolojik
bulgulann hustalafiin erken evrclenin de hulunmas:;
= nifbetler va da yicliylls borukluklannm, dsha hasfang:pta 2 da hastahfin ok erken
evrelerinde bulunmass;

V. MOMKUNAlzReimer Flastal@ 2 kriterleri punlapdar:

« demansa neden olahilecek differ ndenloiik, psikiyalrik ya du sislemik bozukluklar
almasksean, baglgie, prezentusyon ya da klinik seyirde varvasyonlann bulunnoas:
dyrmunda konulabitir;

= demansa nedon olabilecsk, wicak domensin nedeni gibi g@rinmeyen ikinci bir sistemik
ya da bc:lyin hastalifinen bulunmasy duvemunda konulabilie;

= diger belirlenchilir nedenlerinin diglandaf, ek ve yavas ilerlexici bir hiliszel
boruklhuFun bulunmas: duruwmuoda, araglinna galizmas: amaglo elarak kullanilabilir.

YL KESIN Aheimer Hasinbi tanis kriterleri snnlardar:

» muhtemel Alzheimer Hastalsipgh klinik kriterleri:
+ Divopsi ya da dopsivie elde edilen hislopalalu) ik kaentlac,




AH igin kesin olarak tammlanms birkag risk faktort ile birlikte halen Uzerinde
calisilan ve hastalik gelisimindeki rolt tamamen aydinlatilamams faktérler de mevcuttur.
Ilerlemis yas AH icin en 6nemli risk faktoridir. 65 yas Uizerindeki popiilasyon bilyiik risk
tasimaktadir ve her 5 yilda hastalik gelisimi riski ikiye katlanmaktadir.[37]

Aile 8ykusi bulunmast da birinci derece risk faktor olarak tammmlanmustir. AH ailesel
ve sporadik olmak Uzere iki formda gelisir. Otozomal dominant olan ailesel AH 30-60 yaslar:
arasinda baslamaktadir. Erken baglangicli (ailesel) AH nda aile hikayesi bulunmasi hastalik
gelisim riskini dnemli Ol¢tde artirmaktadir ve bu tip AH’da genetik kalitim kesin olarak
belirlenmistir. 21. kromozomda bulunan APP geni, 14. kromozomda bulunan presenilin 1
(PS1) geni ve 1. kromozomda bulunan presenilin 2 (PS2) geni Uzerinde meydana gelen
mutasyonlar ailesel AH’na neden olur. Her (¢ mutant gen (APP, PS1, PS2) AB Uretimini
artirarak senil plaklarda birikimine neden olmaktadir (Tablo 2). Ailesel AH vakalar: tim AH
vakalarinin sadece %5'ini olustururken bunun tersine sporadik olarak gorulen geg baslangigli
AH cok yaygindir ve vakalarin % 90-95'ini olusturmaktadir. Ancak sporadik AH’nin nedeni
tam olarak bilinmemekle birlikte hem genetik hem de gevresel risk faktorlerinin kompleks
etkilesimi ile birlikte yaslanma slireciyle ortaya ¢ikabilecegi gorusu ileri strilmektedir. [38,
39] Yapilan calismalarda Apo E4 allel frekansinin gerek sporadik gerekse ailesel tipteki
AH’nda arttig1 gosterilmistir.

ApoE, plasma ve beyinde kolesterol tasiyan temel apolipoproteinlerden biridir. Bu
proteinin mRNA’ st karacigerden sonra ikinci olarak en fazla beyinde bulunmaktadir. ApoE
beyinde primer olarak astrositler tarafindan sentezlenmekte ve salgilanmaktadir ayrica
mikroglia ve noronlarda da bulunmaktadir.

Apo E SSS'nde olusan bir hasar sonrast néronal membramn onarimi ve aksonlarin
miyelinizasyonu icin gerekli olan kolesterolin salimmini, hiicrelere yeniden dagilimini
koordine eden bir protein olup 19. kromozomda kodlanir. insanlarda t¢ ayr: allelik formu
vardrr; €2, €3 ve e4. Bu aeller tarafindan Uretilen protein izoformlarr 112 ve 158.
pozisyonlardaki aminoasitlerde farklilik gostermektedir: €2 (Cysl12, Cys158), €3 (Cysl12,
Argl58), €4 (Argll2, Argl58). Toplumda &3 sikligi %70 olarak gorultrken, €4 sikligi
%20 dir. AH da bu oran %40’ a gikmaktadir. Apo E €4 alleline sahip olmak her zaman AH’a
neden olmaz ancak hastaliga duyarliligi arttirir, bu nedenle duyarlilik geni olarakta
bilinmektedir [30, 34, 37, 40, 41].



Apo E €4 dlelindeki artis; artris AH riski, AH nin ilk baglama yasinin azalmasi, senil
plak yogunlugunun artisi ile dogru orantilt bulunmustur Bunun aksine €2 alleli AP peptid
temizlenmesinde etkin, koruyucu bir faktor olarak bilinmektedir [42, 43].

Risk faktori olarak cinsiyet halen tartisilan bir konudur. Bazi epidemiyolojik
caismalar kadin cinsiyetin  AH riskini artirdigint  belirtmektedir. Kadinlarda hastalik
erkeklerden 2 kat daha fazla gorilmektedir. Bu durumun altinda yatan biyolojik neden tam
olarak bilinmemekle birlikte, kadinlarda yasam beklentisinin daha uzun olmasi, menopozdan
sonra ki dstrojen diizeylerinde ki disUsin buna neden oldugu dustnilmektedir. Gozlemsel
calisgmalarda postmenopozal donemde Ostrojen replasmanminin AH riskini azalttig: ileri
surdlmuistdr. Hayvan calismalarinda dstrojenin norotrofik, néroprotektif oldugu, serebral kan
akimim  arttirdigit  gosterilmis  olsa da klinik c¢alismalar bu durumu tam olarak
desteklememektedir.

Kafa travmasi, depresyon oykusil, disuk egitim seviyesi, dogum sirasindaki parental
yas, Sigara icme ve birinci-derece akrabada Down Sendromu varligi, vaskiler hastalik
Oykusl, yuksek plazma homosistein 6ykust, hipotiroidizm, organik ¢oziciler, aliminyum,
elektromanyetik alanlar gibi bazi1 toksik ve zararli durumlara maruziyet AH ile iliskilendirilen
diger olumsuz risk faktorleridir [30, 34].

Yiksek egitim dizeyine sahip olmak, neokortikal asosiasyon alanlarinda artmis
sinaptik ve/veya dendritik yogunluk ve komplekslik saglamasi nedeni ile hastalik gelisimi
riskini azaltici bir faktor olarak tanimlanmaktadir. Bunun yam sira aile ve yakin gevre ile iyi
iliskilerde bulunma, sosyal aktivitelerdeki zenginlik, duzenli egzersiz gibi vaskiler
hastaliklarin riskini azaltacak tim kosullarin saglanmasi, omega 3'ten ve vitamin E gibi
antioksidanlardan zengin besinlerin tuketimi, dizenli anti enflamatuvar ajan kullamm AH
gelisim riskini azaltici diger etkenlerdir [37].
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Tablo 2: AH ileilgili genler, kromozomal lokuslar ve patoloji Gizerine etkileri [34]

K'romozom Gen Baslangi¢ Yast Patern Varyant/M utasyon Etki
Ch21g21.3 APP 30-60 yas oD 20 (ekzon 16,17) AB Yapimt ve
Agregasyonut 1
Ch14g24.13 PS1 30-50 yas OD veailesd 135 (ekzon 4+12) AB Yapimt ve
Agregasyonu 1
Ch1g31.42 PS2 50-70 yas oD 10 (ekzon 4,5,7) AB Yapim ve
Agregasyonu 1
Ch19g13.2 ApoE 50-80+ yas Ailesdl/ Sporodik 3izoform ApB’'nin Plaklarda
Depolanmasint 1

2.1.1. AH gelisimine eslik eden patofizyolojik siirecler

Y apilan yaygin caligsmalara ragmen AH’ min nedeni henliz tam olarak aydinlatilamamistir. Su
an icin sadece hastaligin gelisimine eslik eden bazi néropatolojik degisiklikler tanimlanmis
durumdadr. Bunlar;

Amiloid Plak (AP)

Norofibriler yumak (NFY) “Neurofibrillary Tangle” (NFT)

Gliyozis ve inflamasyon

Oksidatif hasar

Noron ve sinaps kaybi

Kolinerjik inervasyon ve diger norotransmiterlerin kayiplar: seklinde siralanabilir.

AH’min patofizyolojik stregleri bu basliklar altinda incelenecektir.
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2.1.1.1. Amiloid Plak (AP) Olusumu:

Amiloid plaklarin temel bileseni molekdl blyuklugl 4 kDa olan AB'dir. AB, bir
transmembran protein olan amiloid oncul proteinin “Amyloid Precursor Protein”(APP)
metabolizma Urunlerinden biridir. Bu trdnin birikimi AH min degismez ozelligidir. Ancak
yine de AH’ nin patogenezindeki A’ nin oynadigi rol ¢ok az anlasilmistir. Hucre kulttrlerinde
AP’ nin ndronlara toksik oldugu gosterilmisse de AH lezyonlar: ile in vitro aktivite arasindaki
iliski tam olarak aydinlatilamamistir. A birikiminin AH’nin gelisiminde primer bir rol mu
oynadig1 yoksa sekonder bir olayin kalintilarint mi gésterdigi halen tartisilan bir konudur.
Ancak A agregatlarimin AH’ nin bir sonucu olmasindan ¢ok hastaligin sebebi olduguna dair
artan kanitlar mevcuttur. A peptidinin asirt Uretimi ve birikimi sonucu potansiyel toksik
etkisinin hastalig1 bagslatici ilk faktor oldugu gorusunin kabul edilmes “’Amiloid Kaskad
Hipotez’’ olarak bilinmektedir [44-46].

AB peptit oncult Amiloid Preklrsor Protein (APP):

Proteazlar ile yikim sonucu AP peptidini olusturan APP; 21. kromozom Uzerinde
bulunan, ilk kez 1987’ de tarumlanmis olan insan APP® geni tarafindan kodlanir. Alternatif
splicing nedeni ile 563-770 amino asit arasinda degisebilen uzunlukta 10 izoformu bulunur.
APP, amiloid prekirsor-benzeri protein 1 ve 2 (APLP1 ve APLP2)'yi iceren kuguk bir gen
ailesinin ti¢ Gyesinden biri olarak bilinir. Hepsi uzun bir ekstraselltiler bolge (ektodomain), bir
transmembran bdlge ve kisa bir sitozolik kuyruktan olusan transmembran proteini kodlar
ancak sadecetip 1 integral membran proteini olan APP A parcasi olusumuna katilir (Sekil 1)

[47].
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Sekil 1: Amiloid prekursor proteinin (APP) uzun hicre dis1 bolgesi, transmembran bolgesi ve

kisa hticre igindeki sitozolik kuyrugu [47]

APP farkli fizyolojik fonksiyonlara sahip olmakla birlikte islevi tam olarak
aciklanamamis  bir glikoproteindir. APP'nin bazi fonksiyonel bolgeleri kesin olarak
tanimlanmistir. Bunlardan biri bakir ve ginko gibi metal iyonlara baglanabilen bolgedir .
Digeri ekstraselluler matriks bilesenlerine (heparin, kollagen ve laminin) baglandig1 bolgedir.
APP nin heparin ve kollagen’ e baglanmasinin ekstrasalliler matriks ile etkilesim igin aracilik
ettigi bildirilmistir. APP'nin hticre adezyonu, htcre/hiicre veya hticre/matriks etkilesimini
diizenlemekte islev gordigu varsayilmaktadir.

Islevi tammlanan bir diger bolge ise sadece APP751 ve APP770 izoformlarinin amino
terminal domainlerinde bulunan proteaz inhibisyon 6zelligi tasiyan fonksiyonel bdlgedir.
Serin proteaz inhibitorl (Kunitz proteaz inhibitor) (KPI) kodlayan bir bolge tastyan APP nin
bu izoformlar1 trombositler tarafindan sentezlenir ve koagtilasyon faktorlerinden faktor 1X ve
faktor Xla'1 inhibe eder. Noronlar ise KPI bolgesi icermeyen APP 695 izoformunu eksprese
ederler.

Bakir baglama bdlgesi ise tum APP izoformlarinda bulunmaktadir. Bu da bakir
baglama bolgesinin proteinin yapisi ve/veya islevi icin esansiyel oldugunu gostermektedir.
APP Cu *2’i Cu*"e indirgeyebilmekte ve bir antioksidan gibi davranarak noroprotektif etki
gosterebilmektedir. APP' nin sitozolik bdliminin sinyal ileti yolaklarinda roli oldugu,
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icerdigi motiflerin sitozolik adaptor proteinlere baglandigi ve transkripsiyon faktorleri ile
etkilesime girdigi, kaspazlar1 (0zellikle kaspaz 6 ve 8) tamdig: ve kestigi bir bolge igerdigi
farkli caligmalar ile bildirilmistir [46-49].

APP nin ekstraselliler kisminin ortalarina denk gelen bolgede bulunan (403-407
pozisyonunda) aktif pentapeptid ile yapilan ¢alismalarda bu kismin etkisinin sadece fibroblast
blylmesi Uzerine sinirli kalmadigi, hayvanlarda beyine inflizyon sonucu sinaptik yogunlugu
arttirdig1 ve hafizay: guclendirdigi gosterilmistir.

APP gen bolgesinin 21. kromozom Uzerinde oldugunun kesfedilmesi ile 21.
kromozomun fazladan bir kopyasim tasiyan Down sendromlu bireylerde AH min ¢ok erken
yaslarda gelismesinin nedeni agiklik kazanmustir. Bu direkt gen doza etkisidir ve APP'nin
artmis ekspresyonu ve dolayisi ile artan Ap diizeyleri hastalik olusumunu hizlandirir [47, 49].

APP metabolizmasa ve noéronal toksisiteileiliskisi:

APP, “amiloidojenik” ve “amiloidojenik olmayan” olarak isimlendirilen iki alternatif
yoldan biri ile proteazlar (a, B ve y sekretazlar) tarafindan proteolitik yikimla metabolize
edilebilmektedir. AH histopatolojisindeki senil plaklarin yapi tasi, amiloidojenik yolak
hipotezinin kalbi AB; APPnin B ve y sekretazlar ile ardisik yikimi sonucu meydana
gelmektedir (Sekil 2).

Amiloidojenik olmayan yolda, a-sekretaz APP'i tam AP dizisinin ortalarina denk
gelen hicre dist bolgede (Lysl6 ve Lysl7 aras)) kesmekte ve tam bir Ap pargasinin
olusumunu engellemektedir. o-sekretaz etkisiyle APP'den ayrilan blydk ¢6zinebilir N
terminal kisim APPs-a olarak isimlendirilir. Hucreler arasi bosluga salinan. APPs-a'min
hafiza ve Ogrenmeyi dizenleyici, ndronlart koruyucu etkisi, oldugu calismalar ile
desteklenmektedir.

Membrana bagli kalan 83 aminoasitlik a-C-terminal kisim (a-CTF, C-Terminal
Fragment) ise g-sekretazin etkisi ile yikilarak 3 kDa luk p3 fragmam adi verilen bir parganin
hiicre disina saliverilmesine neden olur. Bu ektodomain ¢Ozunebilir yapidadir ve
amiloidojenik degildir. Kalan membrana bagli p7 fragmant APP intraselltler domaini (AICD)
adini almaktadr.

B ve y sekretazlar etkilerini, sirasiyla AR bolgesinin hemen disindaki N- ve C-
uclarinda gostererek tam AB olusumuna neden olarak amiloidojenik yolag: baslatmaktadirlar.
B-sekretaz aktivitesi ile APP'nin ektodomaini (APPs-) htcre yuzeyinden hiicreleraras
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bosluga saliverilmekte ve A dizisini igeren 99 aminoasitlik  -C-terminal kisim (B -CTF) ise
membrana tutunmus sekilde kalmaktadir. Bu parga da y-sekretaz tarafindan kesilerek AP
peptidi olusmaktadir [47, 49-51].

y-sekretaz' in etkinlik gosterdigi kesim bdlgesine goére, olusan AP parcasi, kisa (39-40
aminoasit) veya uzun (42-43 aminoasit) olabilir. Uzun AP, ¢Ozundrligu olmayan lifler
olusturmaya daha yatkindir ve norotoksisite olasiligi daha yuksektir. Api4 40 aminoasit
kalintisindan olusan ve en sk (>%60-70) karsilasilan fragmandir, suda ve sivi ortamda
nispeten ¢oziinebilir yapidadir. ikinci en sik (~%015) karsilasilan form AB;4 42 aminoasit
kalintisindan olusur. Bunlarin yan: sira ABios , AP1-a3 ,AP1-34 , AB1a7 ,APi-3s ,AP1-30 gibi daha
az oranda bulunan formlar: da vardir [49, 52, 53].

APP S
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-— Tk
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Amyfoigegenc paihway - amyioidogenic palitway

Sekil 2: Amiloid prekirsor proteinin (APP) sekretazlar ile kesimi [51]

AP larin molekiler kompozisyonu 1980'li yillarin ortalarinda Glenner ve arkadaslar:
tarafindan plagin en buyuk komponenti olan amiloid proteinin saflastirilmas: ve protein
diziliminin belirlenmesi sonucunda tammlanmustir. Sekil 3A’da 42 aminoasit uzunlugundaki
AP peptidin aminoasit dizilimi gordlmektedir Amfipatik Ozellige sahip AP peptidin C-
terminaldeki 12-14 aminoasitlik kismi oldukga hidrofobik olup N-terminal kisim hidrofiliktir.
[46].

AP baskin olarak Ap peptid icermekle birlikte ApoE, tau protein gibi diger bazi
proteinleri de icerebilmektedir [54]. ApoE'nin amiloid birikimi Uzerine etkilerini arastiran
baz1 ¢alismalarda ApoE4’ tin AB1-42 birikiminden gok Ap1.a0 birikimine yol agtigi saptanmustir.
ApoE4’ Un AB1-40 ‘10 fibrilizasyon esigini dusurerek etki gosterdigi dustnilmektedir [43, 55].
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AP birikimi baslangicta selim olup NFY’lerin aksine limbik sistemde degil,
neokortekste ve gevsek (diffuse) plaklar seklindedir, zaman iginde patojenik senil (noritik)
plaklara dontsir. Bu donisimde pek cok etken yer almaktadir. Bunlardan en 6nemlisi tau
proteinidir. Tau proteini varliginda AP birikintilerinin kademeli olarak patojenik noritik
plaklara donusttkleri gosterilmistir [56]. Bu donistimi baslatan bir diger olasi neden serbest
radikal ve reaktif oksijen turleridir. Bu olast oksidatif stres agiklamasi, vitamin E, selegilin,
melatonin ve ginkgo biloba gibi antioksidanlarin AH’a yararl1 etkileri olabilecegini 6ne siiren
hipotezlere bir dayanak olusturmaktadir.

AP beyinde hticre ici veya hticre dis1 yerlesimli olarak ¢ozinir, ¢oztinmez formlarda,
monomerden yiksek molekil agirlikli oligomerlere, fibrillere ve hatta plaga kadar degisen
sekillerde bulunabilir (Tablo 3 ve Sekil 3B).

Tablo 3: A fibrilizasyon yolagindaki ara trtinler [46]

Ap TURLERI OZELLIKLERI
Monomerler Cozundr, amfipatik molekl, a-helikal, random coil veya p-tabaka yapis gosterir
Dimerler In vitro, in vivo ve insan beyin eksraktlarinda g6zlenen hidrofobik cekirdege sahip hiicre igi

yerlesimli yapilardir

Trimerler in vivo fare modéllerinde gozlenmis olup toksik oligomerlerin alt birimleridirler

Klcguk (globiler) oligomerler | 3-50 monomerden olusan in vivo AH hagalarinda, fare modellerinde ve in vitro gdzlenen
cogunlukla stabil olmayan, gegici, fakat toksik yapilardir

Aniler (halkasal) oligomerler | Hiicre kdiltiirii ve in vitro deneylerde patojenik, membran yapisini bozan, dizensiz iyon kanallarn
veyakuclk delikler (por) olarak potansiyel role sahip yapilar olarak tanimlanirlar

ADDLSs in vitro oldugu gibi sican veinsan beyin ekstraktlarinda da gozlenebilen fibriler olmayan, norotoksik

17-42 kDa'luk trimerden 24mere kadar degisen buyuklikte yapilardir
"’ AB-Derived Diffusible Ligands”

Protofibriller Kisa, esnek, cubuk benzeri yapi gosteren in vitro saptanan toksik, olgun fibrillerin prekirsorii olan
Congo red vethioflavin T ile baglanabilen yapilardir. Boyutlar: en fazla 8x200 nm’ dir.

Fibriller in vivo AH hastalarda ve fare modellerinde ve in vitro gdzlenen Congo red ve thioflavin T ile
baglanabilen stabil,yapisal olarak organize, tekrarlayan AB birimlerinden olusan ¢dziinmez ve pek
¢ok protofibrilin birbiri etrafinda sarilip biikilmesi ile olusan yapilardir

Plaklar in vivo AH hastalarinda ve fare modellerinde gozlenen genis hiicre dist AB birikimleri olup distrofik
dendritler, aksonlar, aktive mikroglialar ve reaktif astrositler ile cevrilidirler.
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CoOzundr formdaki AB monomerleri agirlikli olarak random coil ve a-helikal katlanmisg
peptid olarak bulunurken, ¢coziinmez AP ise p tabaka yapisi gosterir ve kat1 (compact) plak

olusumunakatilir.

AP ve norotoksisite Uzerine yapilan calismalarda baslangicta dikkatler Ap fibrillerine
odaklanmis olsa da son 10 yildir yapilan calisgmalar ile dizensiz (lower-order) AR
demetlerinin norotoksik oldugu gosterilmistir. AH olan hastalarin beyinlerinde ¢ozinur Ap
oligomer miktar1 ile hastaligin semptomlar1 arasinda ¢oziinmez plaklar ile kiyaslandiginda
cok dahaiyi bir korelasyon bulundugu gosterilmistir. Aynm zamanda AH olan insanlarin beyin
dokularinda ¢oztnir AP oligomer konsantrasyonlart yiksek bulunmus ve bu ¢OzunUr
oligomerlerin olusumunun AH semptomlarinin ortaya ¢ikisindan daha 6nce meydana geldigi

vurgulanmustir.

Plaklarin hticre dis1 yerlesimi, toksisitenin AB’min noronlara hticre disindan saldirist
sonucu ortaya ¢iktigi varsayimint ortaya koymustur. Ancak hicre kiltirlerinde ve rat beyin
dokularinda AB'min hicre i¢i varligimin gosterilmesi ve hicre ici fibriler olmayan Ap
oligomerlerinin insan ndronlarinda sitotoksisiteye neden oldugunun gosterilmesi ile hiicre disi
AB turlerine ait varsayimin 6ntine gecilmistir.

Kiglk AP oligomerlerinin ¢ozinmez AP fibrillerinden daha yuksek sitotoksisite
gostermesi nedeniyle kugik Ap oligomerleri ilgi odag: haline gelmis ve bunlarla ilgili farkl:
calismalar yapilmustir. In vitro Api.4, oligomerizasyonunu baslatan olay ‘' paranuclei’’ olarak
isimlendirilen ¢ogu yapisal olmayan pentamerlerin/hekzamerlerin ¢ekirdek yapisi olusturmasidir.

CoOzunir AR monomerlerinin  tabaka yapisina dontsimi ile baslayan agregasyon
yolaginda gekirdek yapisi olusumuna kadar gecen siire¢ duraklama zamani *’lag time'” olarak
bilinir ve bundan sonra protofibril, fibril ve plak olusumuna kadar gegen sire¢ hizli blyime
“’seeded growth’” donemidir [46].
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Sekil 3: A. Insan AB;.42 peptidinin amino asit dizilimi. Ap’ nin hidrofobik transmembran kismi
kirmizi renk ile gosterilmistir. D = Aspartat; A = alanin; E = glutamat; F = fenilalanin; R =
arjinin; H = histidin; S=serin; G = glisin; Y =tirozin; V =valin; Q = glutamin; K = lizin; L =
l6sin; N = aspargjin; | = izoldsin; M = metionin. B. A fibrilizasyonunun sematik gorunttsi
[46].

Noritik olmayan kat1 plaklar demanssiz beyinlerde de gorulebilir ancak bunlar da lokal
norotoksisite ile hiicre 6lumi ve noritik dejenerasyona neden olmaktadirlar. Bu asamadan
sonra dejenere noritler igeren kat1 plaklar ndritik plaklar adint alir. Sonug olarak noritik (senil)
plaklar norofiller iginde bulunan AB peptidten olusmus amiloid gekirdek ve anormal noritler
ile glial hticrelerden olusan kompleks yapilardir (Sekil4). Bu plaklar elektron mikroskopuyla
gorulebilirler ve distrofik noritlerin varligi noritik plaklarin karakteristik 6zelligini olusturur
[30].
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Sekil 4: APP proteolizinden ndritik plak olusumuna kadar gegen stireg [30]

AP peptit ve Noronal Hiicre Olumii:

AH’daki néron 6luminin apoptozis yolu ile gerceklestigi [8] ve bunun da AP
tarafindan olusturuldugu bilinmektedir [9, 10]. AH ile iliskilendirilen bir diger 6nemli
patolojik mekanizmada oksidatif hasardir. AR nin kilture edilmis insan hipokampal ve
kortikal noronlarinda oksidatif hasar vyaratarak, sinyal yolaklarinin isleyisinde
modifikasyonlara, biyokimyasal ve yapisal anormalliklere neden olarak apoptotik hiicre
Olumunid gerceklestirdigi gosterilmistir [11, 12]. Apoptotik hiicre éliminden eksternal ve
internal stimuluslarla aktive olan kaspazlar olarak adlandirilan proteaz ailesi buyik o6lglide
sorumlu tutulmaktadir. Kaspaz aktivasyonu ile birlikte gdzlenen ndronal apoptozun AH'min
patogenezini modifiye ettigi ve néronal 6lumi hizlandirdig ileri strilmektedir. Ayrica Ap
peptidin olusturdugu ndronal hiicre dlumlerinde kaspaz 1, 2, 3, 6, 8, 9, 12'nin roli olabilecegi
bildirilmektedir [57, 58].

Ozet olarak AP’min norotoksik etkilerini oksidatif hasar1 tetikleyerek, hiicre ici
kalsiyumunu arttirarak, membran yapisin1 bozarak néronal apoptoz ve inflamasyon sireglerini
aktive ederek gosterdigi ileri strilmektedir. Bazi galismalar antler (por benzeri oligomer) Ap
tirlerinin kanallar olusturarak veya hiicre yiizey reseptérlerini aktive ederek hiicre icine Ca'
girisini - arttrchgint  gostermislerdir  [46]. AP'nin noral lipit peroksidasyonu, protein
oksidasyonu ve DNA oksidasyonu ile iliskili olarak reaktif oksijen Grinlerinin asir1 Uretimi ile
birlikte ndronal apoptozisi tetikledigini gbsteren calismalar da mevcuttur [59-63].
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2.1.1.2 Norofibriler Yumak (NFY) Olusumu:

Hucre iskeleti bitunlGgint ve aksonal iletiyi bozarak hicre 6limine neden olan
norofibriler yumaklar AH’daki bir diger ndropatolojik degisikliktir. Hucre ici bu NFY’lerin
onemli bir bileseni hiperfosforile tau proteinidir. ilk kez 1986'da tammlanmis olan tau
proteini 17. kromozom tarafindan kodlanan mikrotibul birlestirici (asosiye) proteinler (MAP)
ailesindendir [30]. Tau proteini mikrotubullerin stabilizasyonu, hiicre iskeleti butanlugl ve
aksonal iletide onemli rol oynar. AH patogenezinde hiperaktif kinazlar ve/veya hipoaktif
fosfatazlar tau proteininin hiperfosforilizasyonuna yol agarak mikrottblllere baglanma
yetenegini bozarlar. Baglanmams fosforile tau ¢ozilemeyen ¢ift sarmalli filamanlara (PHF,
Paired Helical Filaments) polimerize olur. Bunlar zamanla sinir hticresi iginde ¢okelerek
NFY’leri olustururlar (Sekil 5). Olusan NFY’ler hicre iskelet biutunltgint ve aksonal iletiyi
bozarak hiicre 6limune neden olurlar [11, 26]. Daha dnce vurgulandig: gibi tau proteini
patojenik noritik plaklarin olusumuna da katilan 6nemli bir etkendir. [56].

Yanls katlanms, yapisal butinlGgt bozulmus toksik birikimler olusturan hasarli
proteinler normalde proteozom sistemi tarafindan etkili bir sekilde yikilmaktadirlar. PHF-tau,
proteozom aktivitesinin azalmasina ve protein birikimlerinin - olusumuna katkida
bulunmaktadir. Tum bu Ozellikleri nedeniyle hiperfosforile tau proteini AH’nin patojenik
sirecinde etkinlik gosteren 6nemli bir norotoksik ajan olarak kabul edilmektedir.

MAP-Tau proteini hiperfosforilasyon _ Mikrotiibillere baglanma
. vetenedi bozulmusg
fosforile tau

l polimerizasyon

PHF
(Cozilemeyen gift szrmall filamanlar)

zinir hilcresi iginde ¢ékelms lkcﬂdaﬂsasyun

NFY

Sekil 5: Mikrotlbul asosiye tau proteinin NFY’ a donustimii [30]
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NFY’ler genellikle kortekste olmakla birlikte diger beyin bolgelerinde de gorulebilir.
Kortekste NFY’lerin en yogun oldugu bolgeler hipokampus ve entorinal korteks gibi
paralimbik ve limbik bdlgelerdir. Demansin siddeti ve NFY yogunlugu arasinda kuvvetli bir
iliski oldugu dustnilmektedir.

Yine de AH patogenezinde yer alan NFY ve AP’ larin kesin AH tamisi igin patolojik
olarak saptanmasi gerekli, ancak yeterli degildir. Clnkl bu iki bulgu saglikli yaglilarda ve
farkli nérodejeneratif hastaliklarda da izlenebilmektedir. AH' min kesin tarisi igin gereken, her
iki bulgunun varligindan ¢ok bunlarin belli noroanatomik lokalizasyonlarda ve belli
miktarlarda bulunmalaridir (Tablo 4). 60 yasindan sonra hemen herkeste neokortikal AP lar
ve limbik NFY’ler gelismeye baslar. Ancak son arastirmalar NFY’lerin neokoteks, AP larin
limbik sistemde gorunir olmalarinin AH icin %100’ e yaklasan duyarlilik ve 6zgullik ortaya
koydugunu gostermistir [30].

Tablo 4: AH’daki patolojik degisiklikler [34]

Hcr e kaybi, amiloid plaklar ve NFY'lerin daima bulundugu Bazen bulundugu yerler;
yerler;

Talamusun medyal ¢ekirdegi
Neokorteks, 6zellikle asosiasyon alanlar
Dorsal tegmentum
Hipokampus, entorhinal korteks dahil
Lokus seruleus
Amigdala
Paramedian retikuler alan
Meynert'in bazal cekirdegi
Lateral hipotalamik ¢ekirdek
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2.1.1.3. Gliyozs ve inflamasyon:

AB birikimi, mikroglial ve astroglial aktivasyona yol agarak sitokinlerin
salgilanmasini, akut faz yanit1 ve komplemanin aktive edilmesiyle inflamasyonu harekete
gegirir. Ortaya ¢ikan inflamatuvar proteinlerin senil plak yapisina katildigi bu sekilde gevsek
plagin kati, noritik plaga dontstugt yapilan galismalarla bildirilmistir. Hem plak hem de
inflamatuvar yanit, noron ve ndrofil hasarina yol agmakta, néron metabolik ve iyonik
hemostazi bozulmakta, oksidatif hasar meydana gel mektedir.

NSAI gjanlarin kompleman aktivasyonunu Onleyerek muhtemelen ndritik plaklarin
olusumunda ki inflamatuvar stireci etkileyerek AH riskini ve kognitif yikim hizimi azalttigim
gosteren calismalar bu bilgileri destekler niteliktedir [30].

2.1.1.4. Oksidatif hasar:

AH ile iliskilendirilen bir diger dnemli patolojik mekanizma oksidatif hasar olup
hasarin sekli ile ilgili halen cevaplanmamis konular mevcuttur. Son zamanlardaki kanitlar
hasarin iki yonli, ya amiloidogenezin sonucu ya da AP birikimi nedeniyle, oldugu
yonundedir.

AH’ da sliperoksit, hidrojen peroksit, nitrik oksit ve peroksinitrit gibi reaktif oksijen ve
nitrojen turlerinin asir1 Uretildigi ve bunlarin hiicresel hasara yol agarak apoptoz sinyaline
aracilik ettigi bildirilmektedir. Sagliklt kontrol grubu ile AH olanlarin beyin dokusu
orneklerinin kiyaslandigi bir arastirmada da AH’nda protein oksidasyon drdnlerinin artnus
oldugu gozlenmistir. Beyin korteks hticrelerinin nikleer ve mitokondriyal DNA’ sint etkileyen
oksdatif hasarin ve artrmis lipid peroksidasyonunun, AH gelisiminde rol oynatigi
bildirilmistir [64].

Serbest radikaller ya direkt olarak aminoasitlerin yan zincirlerini okside ederek, ya da
lipit peroksidasyonu, glikasyon drinleri gibi oksidasyon yan drinlerinin proteinlere kovalent
olarak baglanmasi ile proteinlerde hasara neden olabilmektedirler. Oksidatif olarak
degisiklige ugrayan ve fonksiyonunu kaybetmis capraz baglar olusturan proteinler ya
proteozomal yikima yonlendirilirler ya da norodeeneratif hastaliklarda gorilen protein
birikimlerini olustururak hticresel hasarlara neden olurlar [65, 66].
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Bazi caligmalarda ise AP'nin serbest radikal olusumuna neden olarak, noronal
kultdrleri oksidatif toksisiteye karsi hassas kildig1 ve noronlar arasi kalsiyum diizeyi artisina
neden olarak plazma membraninda hasar olusmasina aracilik ettigi bGylece noronal
degisikliklere ve beyin dokusunda hasar gelisimine neden oldugu bildirilmistir[67]. AR mn
kilture edilmis insan hipokampal ve kortikal ndronlarinda yapilan bir ¢alismada oksidatif
hasar yaratarak apoptotik hiicre 6limiine neden oldugu gosterilmistir [11, 12].

Serbest oksijen radikallerinin amiloid gokelmesini artirici etki gosterdigi ve E vitamini
gibi baz1 serbest radikal yakalayicilarinin bu etkiyi engelleyerek koruyucu rol oynadig: farkl
calismalarda bildirilmistir [68].

2.1.1.5. Néron ve sinaps kaybi:

AH’daki néron kaybinin anatomik dagilimi NFY’larin anatomik dagilim yatkinlhigina
benzesede hticre 6limunden tek basina NFY’lar sorumlu tutulamaz. NFY ile ndron sayisi
arasinda anlamli negatif korelasyonu vurgulayan pek ¢ok calisma olmasinaragmen NFY’larin
olmadhig1 bolgelerde agir noron kaybi da gorulebilmektedir. Dolayisiyla hiicre 6luminde rolt
olan farkli nedenlerden, amiloid norotoksisite ve transsinaptik dejenerasyon gibi diger
etmenler On plana gikmaktadir. Ayrica hiicre 6limunin bir baska mekanizmas: olarak da

apoptoz ve programlanmus hticre 6lumu tzerinde durulmaktadir.

2.1.1.6. Kolinerjik inervasyon ve diger norotransmiter kay:plar::

Serebral korteksin kolinerjik inervasyonu, limbik sistemin en 6nemli bileseni olan
Meynert'in bazal cekirdeginden saglanir [68]. Bu cekirdek tau proteininin asir1 fosforile
oldugu ilk alanlardan biri olup, yaslanma sirasinda yaygin NFY olusumunun ve ndron
kaybimn goruldigt 6nemli bir alandir. Kolinerjik aksonlarin kaybi da belirtilen diger
patolojik 6zellikler gibi Meynert’in bazal gekirdegine bolgesel yatkinlik gbstermektedir.

Kolinerjik inervasyon bellek ve dikkatin nora kontrolinde onemli bir rol oynar.
Sinaptik araliktan difiizyonla ilerleyen asetilkolin (Ach) postsinaptik membranda nikotinik
reseptorlere baglanarak dogrudan, muskarinik reseptorlere baglanarak ise G-proteini iliskili
ikincil mesajcilar Uzerinden etkisini gosterir. Nikotinik etkiler hiicrenin uyarilabilirligini
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arttrarak dikkat tonusunun saglanmasinda rol oynar, muskarinik etkiler kalici sinaptik
degisikliklerle yeni bilginin toplanmast seklindeki noroplastisite mekanizmalarina yol agar.
Nikotinik ve muskarinik stimulasyon kaybi AB olusumunu arttirirken, diger yandan Ap’nin
kendisi de Ach sentez, salinim, postsinaptik etkinligini azaltarak kisir bir dongu ortaya gikarir.
[30].

Ay zamanda AP ve NFY’larin varligi diger norotransmiter sistemlerini de blyuk
Olclide zayiflatir. AH’da kortikal serotonerjik akson terminallerinde serotonin salimm ve geri
alinimi bozulur. Bu da hastalikta gozlenen depresyon ve saldirgan davranslar ile
iliskilendirilebilir. Noradrenerjik, dopaminerjik kayiplar ile somatostatin Ureten hiicrelerde,
substans P velveya noropeptid Y saliveren ndronlarda degisik oranlarda azalmalar olabilir ve
bu degisiklikler hastalikta gbzlenen davrams bozukluklart ile iligkili bulunmustur [3].
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2.2. NOROSTEROIDLER
2.2.1. Tanim

Gonadlar, adrenal korteks gibi endokrin organlardan salgilanan steroid hormonlar
lipofilik yapilart nedeniyle kan-beyin-bariyerini kolaylikla gegip SSS' ne ulasabilirler. Ancak,
bir grup steroid hormon beyinde ya da sinir sisteminde kolesterolden “de novo” sentezlenir,
periferik kaynaklara ihtiyag duymaz ve ndral aktiviteyi degistirebilir. Bu nedenle bu noroaktif
steroidler alisilmisin disinda orjinleri ve farkli fonksiyonlart nedeniyle *’nérosteroidler’”
olarak isimlendirilirler [13, 14].

Sekil 6'da noronal dokuda uretilen nérosteroidlerden (NS) bazilar: (Pregnenolon (P),
Pregnenolon silfat  (PS), Progesteron (PROG), Dehidroepiandrosteron (DHEA),
Dehidroepiandrosteron silfat  (DHEAS), Allopregnanolon (3a,5a-tetrahidroprogesteron),
Epiallopregnanolon (38,5a-THP) gibi) gorilmektedir [69]. Pregnenolone (P) ve pregnenolon
stlfat (PS) bu nérosteroidlerin en belli baslilarindandir [70].
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Sekil 6: Sinir sisteminde Uretilen nérosteroidler [69]
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2.2.2. Nérosteroidlerin Biyosentezi

Sicanlarda adrenalektomi ve gonadektomi yapildiktan [14, 71] ve maymunlarda da
adrenal baskilanma saglandiktan sonra [72] sinir sisteminde steroid hormon varliginin devam
etmesi sinir sisteminde steroid sentezini destekleyen pek ¢ok kanittan birkacidir. Steroid
sentezi kolesteroliin pregnenolona dénisim basamag: ile mitokondride baslar. Bu basamak
sitokrom P450 kolesterol side-chain cleavage (P450scc) enzimi tarafindan katalizlenir ve tim
steroid hormonlarda oldugu gibi ndrosteroidlerin sentezinde de hiz kisitlayici basamaktir.

Kolesterolden P e donistimi saglayan P450scc enzimi beyinde beyaz cevherde [73,
74] ve 0Ozellikle oligodendrositlerde [75, 76] bulunur. Mitokondri dis zarindaki periferal
benzodiazepin reseptdri (PBR) mikrozomal kompartmanda bulunan kolesteroliin i¢ zara baglt
P450scc enzim kompleksi ile etkilesime girmesine yardm eder ve mitokondrial
kompartmanda kolesterol P'e steroid biyosentez yolaginin ilk hiz kisitlayici basamag: olan
CYP11A (P450scc) tarafindan donastardlir  (Sekil 7). Sentezlenen P mikrozomal
kompartmana gegtikten sonra endoplazmik retikulumun 3pB-hidroksisteroid dehidrogenazi
(3B-HSD) ile progesterona okside olur, CYP17 (P450c17) enzimi ile de P'den DHEA olusur
[77]. P ve DHEA'mn PS ve DHEASa donusimu sitozolik enzimler ailesinden
hidroksisteroid siilfotransferaz (HST;EC 2.8.2.2) enzimi tarafindan katalizlenir. Bu enzim 3’-
fosfoadenozin 5 fosfosiilfat (PAPS)’ 1n sllfonat kismini steroidlerin 3-hidroksi boltmitine
transfer eder [78, 79]. Pregnenolonun sentezinden sonraki bu basamaklarin oligodendroglial
hicrelerin disinda astrosit ve noronlarda gergeklestigi ileri sirtlmektedir [15].
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Sekil 7: Steroid sentezinin mikrozomal ve mitokondrial kompartmandaki boltimleri [15]
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Steroid hormonlarin biyosentez basamaklari ve bu basamaklarda yer alan enzimler

sekil 8'de gosterilmistir.
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Dihidroprogesteron; THP: Tetrahidroprogesteron; 3a,58-THP: Pregnanolon; 3a,50-THP:
Allopregnanolon; DHDOC: Dihidrodeoksikortikosteron;
THDOC:tetrahidrodeoksikortikosteron; 3a,50-THDOC: 3a,5a tetrahidrodeoksikortikosteron

Dihidroepiandrosteron;
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Sentezdeki biyokimyasal yollarin ¢ogu agiga ¢ikarilmis olmasina ragmen, NS yapan
hicrelerin aktivitesini kontrol eden diizenek halen tam olarak bilinmemektedir. GABA’nin
kendisi ve reseptor kompleksinin, NS sentezinde gorevli enzim aktivitelerini baskiladigi
gogerilmistir. Noroaktif steroidlerin de GABAa reseptor etkinligini degistirerek kendi
sentezlerini diizenleyebildikleri bildirilmektetir [81].

2.2.3. Norosteroidlerin M etabolizmas

NS lerin metabolizmasi yillardir yaygin olarak incelenmis olup ¢ogu calisma su an
icin daha iyi bilinen faz 1 metabolizma yolagina odaklanmis durumdadir [82, 83]. Bu yolak
pregnenolondan DHEA, PROG, pregnanolon, allopregnanolon, testosteron ve Ostrojen gibi
cesitli steroidlerin sentezi  basamaklarim icermektedir. Diger taraftan NS'lerin faz 2
metabolizmasi ise daha az calisilan yeterince aydinlatilamamis bir yolaktir. Faz 2 olarak
adlandirilan metabolizma sireci ise steroidlerin sirasiyla silfotransferaz (SULT) ve
glukuronoziltransferaz (UGT) ile katalizlenen silfatlanmasi ve glukuronidasyonu, yani temel
konjugasyon reaksiyonlaridir. Bu enzimlerin izoenzimleri insan, maymun ve rat beyninde
gogterilmistir [84].

Sitozolik sllfotransferazlar hormonlar ve norotransmitterler gibi kicik endojen
bilesiklerin ve ayni zamanda ilaclar ve ksenobiotiklerin stilfatlanmasindan sorumlu enzimlerin
bir st ailesini olusturmaktadir. Sulfotransferazlarin SULT2 ailesi tarafindan gergeklestirilen
notra steroidlerin  sllfatlanmast  steroid sentez, tasinma ve metabolizmasinda rol
oynamaktadir. SULT2 ailes iki alt familyadan olusmaktadir. Bunlar, prototipik steroid
sllfotransferaz olan SULT2A1 ve SULT2B1'dir. SULT2B1 geni SULT2B1ave SULT2B1b
olmak uUzere iki izoform kodlamaktadir. SULT2Bla biyuk oranda P'i silfatlarken,
SULT2B1b kolesterolii tercih etmektedir.

NS ler kismen sllfat, glukuronid ve yag asidi esterleri seklinde bulunur. Ester formlari
sikca serbest steroidlerin konsantrasyonuna esit veya daha fazladir. Serbest 33 hidroksi
steroidler (P, DHEA) ve bunlarin siilfat esterleri belirgin biyolojik aktivite gosterirken sinir
dokusunda diger ester formlarinin aktivitesiyle ilgili cok az sey bilinmektedir [77]. Kemirgen
beyninde glukuronidlerin varligimin gosterilmesi glukuronidasyonun NS metabolizmasinda
onemli bir rol oynadigim dustindirmekte ve sinir sisteminde bu konjugasyon seklinin
incelenmesi gerekliligini ortaya koymaktadir [84].
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2.2.4. Norosteroidlerin Etki M ekanizmalar - NOroaktif steroidler

Norogteroidler sinir sisteminde aktif ndrotransmiter roli oynamalart nedeni ile
“’noroaktif steroidler’’ olarak adlandirilabilirler. Noroaktif steroidler (NAS), sentez edildikleri
yerden bagimsiz olarak, noral aktiviteyi degistirebilen hormonlar olup [85] SSS igerisinde
klasik/genomik ya da hizli/genomik olmayan yolaklar Gizerinden etki gosterirler [86].

Norogteroidler genomik etkilerini klasik steroid hormonlar gibi hicre igi steroid
reseptorlerine baglanarak spesifik genlerin ekspresyonunun artmast seklinde gosterirler. Bu
etkiler transkripsiyon ve bunu takiben protein sentezi icin translasyonu iceren bir sirecte
gerceklestiginden saatler hatta gunler icinde ortaya ¢gikar. Genomik olmayan sinyal iletimi ise
NS lerin gama amino biitirik asit (GABAA), N-metil D-aspartat (NMDA), sigma 1 gibi ¢esitli
postsinaptik reseptorleri ve bir gok ligand-kapili ve volta) bagimli iyon kanallarint module
etmeleri ile saniye veya milisaniye iginde gergeklesir [83, 87].

NS'lerin reseptorler Uzerine etkilerine ek olarak gogu NAS 1in glutamat, GABA,
asetilkolin, norepinefrin, dopamin ve serotonin (5-HT) gibi gesitli norotransmitterlerin
salinimi Uzerine duzenleyici etkileri de vardir. Bu etkilerin gogu beynin 6grenme, hafiza,
duygu durum ve bilissel yeti ile ilgili alanlarinda ortaya cikar. Sekil 9'da bir 6rnegini
gordugumiiz gibi PS prefrontal korteks ve hippokampusta glutamat salinimina yol agmakta ve
bu yolla gesitli etkiler gostermektedir [88].
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Sekil 9:PS nin prefrontal korteks ve hippokampusta glutamat salinimina etkisi [88]
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Pek cok farkli caligmadan elde edilen sonuclar ile bazi reseptorler ile noroaktif
steroidlerin yaptig: etkiler ve etki ettikleri konsantrasyon araliklar1 Tablo 5'te 6zetlenmistir.

Tablo 5: Noroaktif steroidler tarafindan module edilen ndrotransmitter reseptorleri [87]

Reseptor Steroid Etki_ Etki konsantrasyon ar aligi
GABA, 30,50 THP Pozitif 10%-10° M
30,58 THP Pozitif 10%-10° M
30,50 THDOC Pozitif 10%-10° M
PS Negatif 10°-10° M
DHEAS Negatif 10°-10° M
Nikotinik PROG Negatif 10°-10* M
Asetilkolin 10°-10"M
30,50 THP Negatif 10°-10*M
Glisn PROG Negatif 10°-10° M
PS Negatif 10*M
5-HT3 Osgtradiol (E2)(a, B) Negatif 10°-10* M
PROG Negatif 10°-10* M
Testosteron Negatif 10* M
30,50 THP Negatif 10°M
PS Yok 10°M
NMDA E2 Negatif 5x10° M
PREG-S Negatif 10°-10° M
PREG-Hemisiiksinat Negatif 10*M
PS Pozitif 10°-10° M
AMPA PS Negatif 10*M
K ainat PS Negatif 10*M
E2 Pozitif 10%-10° M
PROG Pozitif 10°-10° M
Oksitosin PROG Negatif 10°-10° M
SigmaTip 1 DHEAS Pozitif 107-10°M
PS Negatif 107-10°M
PROG Antagonist 10%-10° M

THP: Tetrahidroprogesteron; 3a,5a-THP:Allopregnanolon; 3a,5B-THP:Pregnanolon; 3a,5a-
THDOC: 30,50 tetrahidrodeoksikortikosteron; PS:Pregnenolon silfat; DHEA-
S:Dihidroepiandrosteron siilfat; PROG:Progesteron; PREG-S:Pregnenolon siiksinat; PREG-
Hemislksinat:Pregnenolon hemisiiksinat;
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2.2.5. Noroaktif Steroidlerin Sinir Sistemindeki Fizyopatolojik Sureglerdeki Rolu

Norotransmitterlerin - ve  modulatorlerin - metabolizmasinin - aydinlatilmas:  beyin
fonksiyonlarim anlamamizdaki anahtar noktadir. NS'ler néromoduilatorlerin 6nemli bir simifi
olup pek cok beyin fonksiyonunu dizenleyen ndron-néron haberlesmesini aktive veya
inaktive edebilirler [84].

Sekil 10'da basitgce siniflandirilan NAS lerin ister sinir dokusunda de novo
sentezlensin ister periferal endokrin bezlerden kaynaklansin yada sentetik yapida olsun beyin

fonksiyonlar: ve hastaliklar1 Gzerine dnemli modulator etkileri vardir.

Alphaxalone

— Exogenous steroid —
—Steroid-3o—hydroxy-5-f—pregnan-20-ane hemisuccinate
— Estradicl
Meurcactive steroid — I— Progesterone
— Hormaonal steroid —— Testosterone

— Glucocorticeid

— Dehydroepiandrosterone
— Endogenous steroid —

— Pregnenoclone

Pregnenclone sulfate

—Neurosteraid Progesterone
Allopregnanolone
+— Dehydroepiandrosterons

\— Dehydroepiandrosterone sulfate

Sekil 10: Noroaktif steroidlerin simiflandiriimasi [ 88]

Endokrin organlarda yapilip kolayca kan beyin bariyerini gegen steroid hormonlarin
beynin buyumesinde, gelismesinde ve olgunlasmasinda 6nemli gorevier Ustlendigi yillardir
bilinmektedir [83]. Progesteron, Odradiol ve testosteron gibi bu hormonlarin 5HT-3
reseptorlerinde, ligand kapili iyon kanallarinda ya da farkli glutamat reseptorlerinde islevsel
antagonist olarak davranan birer NAS olduklart belirtilmektedir [89]. Buna ek olarak SSS'de
sentezlenen NS'lerin  gelisim sirasinda veya yetiskinlerde yoklugu veya azalmis
konsantrasyonlar: norogelisimsel, psikiyatrik ya da davramssal bozukluklar ile iliskili
bulunmus ve bu bilesikler ile fizyolojik ya da farmakolojik dozlarda tedavinin de nérogenezi,
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ndronal yasam suresini, miyelinizasyonu, hafizada artisi ve norotoksisitede azalmayi
saglayabildikleri gosterilmistir [79].

Fizyolojik kosullar altinda NAS lar strese cevap, seksliel ve beslenme davranisi,
duygu durum, hafiza ve bilissel yeti gibi yaygin davranissal fonksiyonlar tGizerine etkilidir.
NAS lerin davrams biyolojisinden, bilissel performans ve hafizayr igine alan degisik
etkilerinin disinda, hiicrelerin noral yolaklarda gogalma ve farklilasmasi, gelisim ve yaslanma
sireci ile miyelinizasyon Uzerine trofik etkilere, dendritik sinaps, sinaptogenez ve norit
gelisimini tetiklemesine kadar uzanan ¢ok genis, oldukc¢a karmasik ve 6nemli etkilere sahip
olduklar: diistiniiliir (Sekil 11) [14, 77, 82, 90].
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Sekil 11: NAS lardan pregnenolon(P) ve metabolitleri PS ve PROG un bazi etkilerinin
sematize edilerek gosterilmesi [77]

Patofizyolojik durumlarda NAS lar; epilepsi, premenstriiel sendrom (PMS), sizofreni,
depresyon, anksiyete, alkol bagimliligi, multiple skleroz (MS) ve diger ndrodejeneratif
hastaliklar gibi ndrolojik ve psikiyatrik bozukluklarin olusumunda ve tedavi sireglerinde
onemli rol oynarlar. Noroprotektif, sedatif, hipnotik, anksiyolitik, anestetik, antikonvilzan,
antipsikotik, antidepresan ve uyku duzenleyici etkilerini inceleyen cesitli calismalar da
mevcuttur [87]. Bu etkilerin bazilarim sekil 12’ de gosterildigi gibi ligand kapili iyon kanallar
ailesinden olan GABA reseptorleri araciligiyla gergeklestirmektedirler [90].
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Sekil 12: GABA reseptorinin a, B, y at birimleri ve reseptoriin pozitif dizenlenmesi veya
inhibisyonu sonucu ortaya ¢ikan etkiler [90]

Noroaktif steroidlerin sinir gelisimindeki koruyucu ve gelistirici Ozellikleri bagsliklar

halinde asagidaki gibi 0zetlenebilir [77, 83, 91].

Noronlarin ve glial hiicrelerin hayatta kalim ve farklilasmasi

Myelin proteini sentezi — myelinizasyon (PROG’ un genomik etkisi ile)

Sinir sistemi onarimi - remyelinizasyon

Serebellar gelisimde purkinje hicrelerinde dentritik blyime ve sinaptogenez gelisimi

(serebellar sinirsel ag baglantisi)

Oligodendrosit farklilasmasi, olgunlagsmasi

Neokorteks yapilanmasi (olast sinyal molekil (i)

Noronlarin korunmasi (oksidatif stres, eksitotoksik hasar, anoksiye kars1)
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2.2.6. Pregnenolon, Pregnenolon Siilfat ve Néronal Hiicre Olimi

Tdm steroid hormonlarin oncilt olan P ve bunun silfat esteri PS'nin sinir
sistemindeki fizyopatolojik slreclerdeki rolleri incelendiginde, PS rodent modellerinde
O0grenme ve hafiza Uzerine olumlu etki gosteren eksitator bir NAS olarak bilinir [92]. PS
genomik olmayan etkilerini GABAA'min etkisini inhibe ederek, NMDA reseptorlerini
uyararak ya da sigma 1 ters agonist etki gostererek gerceklestirir [77, 83, 87, 93]. Beynin
o0grenme ve hafizaile ilgili alant olan hippokampusta PS bolgesel bir mediator gibi davramp
glutamat bagimli néronal uyarilabilirlige katkida bulunur [69]. Sicanlarda hippokampustaki
PS konsantrasyonunun hafiza performans: ile korele oldugu ve ayrica NMDA
antagonistlerince indiklenen hafiza bozuklugunun intraserebroventrikiler PS enjeksiyonu ile
duzeltilebildigi gosterilmistir [92].

PS nin NMDA reseptor bagimli Ca™ asir1 salinimi sonucu hiicre igi Ca™ dengesini
bozdugu ve eksitotoksisiteyi arttirici etki gosterdigi de bilinmektedir [92]. Bunlara ek olarak
hiicresel diizeyde glutamat, GABA, asetilkolin (Ach), norepinefrin (NE) ve dopamin (DA)
salinimi Uzerine 6nemli diizenleyici etkileri de vardir (Sekil 13) [88].

Immature Spontaneous release  +
— Hippocampus *{ — Spontaneous release O+
Mature
— Evaoked release +
r— Higher concentration (20 M) Spontaneocus release +

~ Glutamate release ——Prefrontal cortex 1 — Spontaneocus release o

L Lowser concentration (1 pMy |

— Evoked release -

'— Striatum — Spontanecus release o

——GABA release Hippocampus -

1 Hippocampus +
— Acetylcholine release ’>I—ra-ﬂal cortex +

Striatum o

PREGS

Spontaneous release O
Morepinephrine release Hippocampus I:
NMDA-evoked release -
hNucleus accumbens &+
Dopamine release {

L Hypothalamus <

Sekil 13: PS nin nérotransmiter salimmina etkisi. (+) salimm arttirir; (-) salimim azaltir; (o)
salinima etkisiz [88]



Pregnenolonun da GABA A" min etkisini inhibe eden, 6grenme ve hafiza tizerine olumlu
etkiler gosteren bir NAS oldugu ve fare hippokampal hiicrelerinde glutamat ve AP peptit
tarafindan olusturulan toksisiteye karst noronlari koruyucu bazi Ozellikler gosterdigi
bilinmektedir [94]. Ayrica P’ nin stristumda NMDA’nin stimule ettigi dopamin salinimini
inhibe ettigi, bunu da sigmal ve 2 antagonistleri verildiginde etkinin tamamen geriye donmesi
nedeniyle sigma reseptdrleri araciligiyla yaptig: ileri sirilmustir [88]. Bazi1 ¢calismalarda ise
Pnin kendi basina etkisiz oldugu ancak PS ve allopregnanolon gibi metabolitlerinin
prelimbik kortikal ve hippokampal kesitlerde glutamat salimmim arttirdigi ve Kortikal
kesitlerde K™ un indiikledigi norepinefrin salimmim artirdig: vurgulanmustir. Bu bilgi P'nin
metabolitlerine donlsimintin baz: etkilerin olusumu igin gerekli oldugunu distndirmektedir
[88].

Sinir dokusunda P ve PS igin fizyolojik dizey 1uM ve alti olarak tammlanmis [79]
olup bu diizey farkl: etkenler tarafindan degisiklige ugrayabilir. Ornegin Ap peptid tarafindan
hiicre i¢i kalsiyum ve reaktif oksijen Urlnlerinin artis1 ile birlikte sinir sisteminde steroid
hormon sentezi induklenebilir [15-17]. Bununla birlikte néronal dokudaki P konsantrasyonu
iskemik hasar, oksidatif stressin yam sira Ab peptit ve glutamat tarafindan indiklenen
ndrotoksisite ile de degisime ugrayabilmektedir [15, 95]. PS diizeyinin ise beyinde Ab dizeyi
ile negatif korele oldugu gosterilmistir [96].

Sinir sisteminde steroid sentezinin artmasimin, néronal apoptozun erken bir kaniti
oldugu [21], yine bazi calismalarda PS'nin noronal hicre 6lumind tetikledigi bildirilirken
[24], bunun aksine disaridan verilen ostrojen ve P gibi steroidlerin apoptotik néron 8limuni
Onleyebildigi de gosterilmistir [22, 23]. Apoptotik hiicre 6liminden kaspazlar sorumlu
tutulmakta ve kaspaz aktivasyonu ile birlikte gb6zlenen ndronal apoptozun AH’'nin
patogenezini modifiye ettigi ve ndronal Olimi hizlandirdig: ileri strdlmektedir [57, 58].
Doga bir eksitotoksin olarak kabul edilen PSnin, hicrenin oksidatif durumundaki
degisiklikten bagimsiz olarak erken donemde kaspaz 2 ve kaspaz 3 aktivasyonu ile apoptozu
tetikledigi gosterilmistir [25].

AH’daki ndronal hasardan NMDA reseptorlerini kullanan eksitotoksisite de sorumlu
tutulmaktadir [97]. AH’da hippokampus, assosiasyon kortikal alanlarda glutamatin yiksek
konsantrasyonlarda bulunmasi nérodejenerasyona yol acabilmektedir [98]. PS'nin de bu
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reseptorler araciligiyla etki gosterdigi gbz Onine alindiginda, bu NASin AH'daki
norodejeneratif siireg ile yakin iliskide olabilecegi ileri strtlebilir.
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UCUNCU BOL UM

3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. KULLANILAN GERECLER VE SARF MALZEMELER

Calismamizda kullanilan cihazlar, kimyasal maddeler ve sarf malzemeler tablo 6 ve 7'te
listelenmistir.

Tablo 6: Calismada kullanilan cihazlar

CIiHAZ ADI MODEL-KOD

Laminer-air flow Holten Lamin Air Biosafe 1.2

Karbondioksit inkibatori Nuaire Us Autoflow NU-4750

Ters-faz 151k mikroskobu Nikon Eclipse TS-100

Santrifdj Eppendorf 5810 R

Akis Sitometre

Beckman Coulter —Epics XL.MCL

Derin dondurucu (-80°C)

Thermo FormaMode 705

Derin dondurucu (-20°C)

Arcelik 2031

Azot tanki MVE Cryogenics cryosystem 4000
Plak okuyucu BioTek ELX 800

Buz makinast Scotsman AF-100

Otoklav Hirayama HICLAVE HV-50

Etiv Thermo Heraeus

Sonikator Sonic Materials

pH metre Orion, USA Modd 420

Hassas terazi Precisa XB 220 A
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Saf su cihazi

Milipore Mili-Q ZLX55003Y

Liyofilizasyon cihazi

Flexi-Dry

Ekstraksiyon plate-manifold

Waters P/N 186001831

Tablo 7: Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve sarf malzemeler

KIMYASAL VE SARF MALZEME ADI

URETICI FIRMA-KOD

Pregnenolon Fluka 81630/ Sigma P 9129
Pregnenolon Siilfat Sigma P 162
Aminoglutetimid (AMG) (Enzim inhibitor() Sigma A-123

2,4 Dichloro-6-Nitrophenol (DCNP) Fluka 36065

Ultrasaf su Biochrom L0020
Asetik adt Merck K24209656 728
Etanol Riedel-de Haen 32221
Metanol Riedel-de Haen 34860
Etilasetat Riedel-de Haen 27227

Fetal sigir serumu (FBS)

Biochrom S01115

Dondr at serum (DHS) Biochrom S9133
RPMI 1640 Invitrogen 21875034
Sigir serum albumin (BSA) Thermo 23209
Dulbecco’' s Modified Eagle's Medium (DMEM) Sigma D 5796

Poli D Lizin Sigma P1149
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PBS (phosphate buffered saline)

Biochrom L1815

MTT  (3-(4,5-dimethyl-2-thiazol yl)-2,5-diphenyl-2H-

tetrazolium bromide)

Applichem A2231,0001

Amiloid B fragman 25-35 Sigma A4559

LDH Sitotoksisite kiti Roche 11644793001
ApopNexin Anneksin V FITC Apoptosis kiti Chemicon APT750
Pregnenolon ELISA kiti BLK 3-4500

BCA Protein kiti Pierce 23225

Mikro e lisyon plagi Waters 01757
DMSO (Dimetil stilfoksid) Sigma D2650

Tripsin-EDTA

Biochrom L2143

Penisilin/Streptomisin

Biochrom A2210
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3.2. HUCRE TiPLERIi ve KULLANILAN PROTOKOLLER

3.2.1. HUCRE TiPLERIi

3.2.1.1. PC-12 Sican feokromasitoma hiicre hatt::

Kaynag: ilk kez 1976'da Grene ve Tischler tarafindan sican feokromasitomasindan
klonlanmustir.

Calismamizda kullanilan hat ticari olarak DSMZ (DEUTSCHE SAMMLUNG VON
MiKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN) hticre kiltur bankasindan DSMZ ACC159 kodu ile
temin edilmistir.

Ozellikleri: Adrenal bezin medullasindan koken alan tek hiicre klonudur.
Feokromasitoma noral krestten koken alan néroendokrin 6zellige sahip kromaffin hiicrelerden
gelisen bir tumordur. Bu hat noronal dokuya ait endokrin Ozellikleri gbstermesi nedeniyle
calismamizda néronal model olarak secilmistir.

Hucreler nemli atmosfer, %5 CO;, basinci altinda 37 °C’de inkube edilirler. Kulttr
ortaminda kiimeler halinde gogalan hiicreler morfolojik olarak poligonal goruntmludur.
Hucrelerin iki kat1 sayiya ¢gikmast igin gerekli stire (doubling time) 50-60 saattir.

PC-12 hucreleri aderan 0Ozellikte olup kiltur kabimn yizeyine yapisarak yasarlar.
Ancak plastige zayif tutunma gosterdiklerinden tutunmalarini kolaylastirmak amaciyla kalttr
kaplarimin ylzeylerinin kollagen, laminin, poli lizin gibi maddeler ile kaplanmasi gerekir.

Blylme ortami olarak bu hicreler icin %10 DHS, %5 FBS ve %1 penisilin-
streptomisin igeren RPMI 1640 ortami kullanilir.

Resim 1: PC12 huicrelerinin ters faz 11tk mikroskobundaki goruntsii (x20)
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3.2.1.2. SHSY-5Y insan néroblastoma hiicre hatt:

Kaynag:: ilk kez 1978 de rapor edilen SHSY-5Y hiicre hatti Giglincli jenerasyon
noroblastoma olup orijinal olarak noroepitelioma hicre hatti olan SK-N-SH’den
klonlanmistir. SHSY-5Y hicre hatti SH-SY5'ten klonlanmustir. SH-SY5 ise SK-N-SH’den
klonlanan SH-SY’den klonlanmistir.  Orijinal  hucre hattt 1970 yilinda metastatik
ndroblastomalt 4 yasindaki bir kizin kemik iligi biyopsisinden izole edilmis oldugundan
SHSY-5Y hicreleri iki tane X kromozomu tasimaktadir.

Calismamizda kullamlan bu hat ticari olarak DSMZ (DEUTSCHE SAMMLUNG VON
MiKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN) hticre kiltur bankasindan DSMZ ACC209 kodu ile
temin edilmistir.

Ozellikleri: Noroblastoma embriyonik noral krestten kaynaklanan primitif, pluripotent
sempatik hicrelerden kdken alir. Bu hiicreler esas olarak sempatik sinir sistemi ve adrenal
bezin medullasinda bulunur. Hicreler mitoz yoluyla ¢ogalir ve gevreye uzantilar (nGritler)
vererek farklhilasir. Noronal karakterli bu hicrelerin anahtar nérosteroidogenik enzimleri
icerdigi ve norogteroidleri Uretebildikleri yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir [99].

Hucreler nemli atmosfer ve %5 CO, basinci altinda 37 °C’de inkibe edilirler. Kultlr
ortaminda tek tabakal1 olarak ¢ogalan hiicreler morfolojik agidan igsi yada hiicre gbvdesinden
cok sayida uzantilar veren farkli gérinimdedirler. Hicrelerin iki kati1 sayiya ¢ikmast igin
gerekli siire (doubling time) 55 saatten uzundur.

Buyume ortami olarak bu hiicrelerde %17 FBS ve %1 penisilin-streptomisin igeren
DMEM ortamu kullanlir.

Resim 2: SHSY-5Y hicrelerinin ters faz 1s1k mikroskobundaki goruntisti (x20)
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3.2.

PC-

2. PROTOKOLLER

3.2.2.1. Hucre Kiltur Kaplarinin Poli-D-lizin ile Kaplanmas:

12 hicre hatti ¢alismalarinda kullamlan tim htcre kulttr kaplarimn (25, 75 cm2’lik

hiicre kultar kaplar1 ve 6, 96 kuyulu plaklar) kullammm 6ncesi poli-D-lizin ile kaplanmasi

gerekir.

Kaplama islemi 10 pg/mL’lik konsantrasyon ile yapilacagindan ilk énce uygun poli-D-

lizin sollisyonu hazirlanr.

ﬂoli-D-Lizin Soliisyonu Hazirligr: \

%)

%)

%)

.

100 mg’ lik poli-D-lizin sisesi 10 mL ultra saf su ile ¢ozulda.

Elde edilen 10 mg/mL konsantrasyonundaki poli-D-lizin 1mL’lik hacimlerde ependorf
tuplerine ayrilarak -20°C’ de dondurularak saklandi.

Kaplama islemi 10 pg/mL’lik konsantrasyon ile yapilacagindan kullamlimadan once
10 mg/mL konsantrasyonundaki poli-D-lizin’den 100 pL alip 100 mL’e ultrasaf suile

tamamlanarak hazirlandi. /

Uygulama Basamaklari:

1.

Kaplama islemindeki tim basamaklar laminer kabin icinde steril ortamda
gerceklestirildi.

25 cm” lik hiicre kdiltir kaplarina 2.5 mL, 75 cm® lik hiicre kiiltir kaplarina 7.5 mL,
96 kuyulu plaklara her kuyuya 100 pL, 6 kuyulu plaklara her kuyuya 1 mL olacak
sekilde hazirlanan 10 pg/mL konsantrasyondaki stok poli-D-lizin solisyonundan
eklendi.

Laminer kabin icinde oda sicakliginda 1 saat beklendi.

Kapladigimiz tabana dokunmadan dikkatlice poli-D-lizin soltsyonu pipet ile ¢ekildi.
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5. Ayni miktarda saf su koyarak hafif calkalama yapildi. Tabana dokunmadan dikkatlice
su ¢ekildi ve atildi. Yikamaislemi 2-3 kez tekrarlandh.

6. Kapladigimiz malzemelerin kurumasi igin kapagi agik sekilde laminer kabinde 2-3
saat bekletildi.

7. YUzey kuruduktan sonra kapaklar kapatilarak agizlart parafilm ile sarildi
Kullanilincaya kadar oda 1sisinda sakland:.

3.2.2.2. Donmus Hiuicrelerin Cozillmesi:

Uygulama Basamaklari:

1. Onceden hazirlanan ve 4 °C’ de saklanmakta olan %15 ve %17 serum igeren ortamlar
37 °C' e sitildL

2. Her bir hiicre hatt1 iin birer adet 25 cm’ lik hiicre kiltir kabr hazirlands. (SHSY-5Y
hiicreleri igin Poli-D-lizin ile kaplamaya gerek yoktur, PC-12 igin gerekli olan
protokol yukarida anlatilmstir.)

3. Dondurma tipleri (Cryovial) igindeki htcreler -80°C’den ¢ikarilarak hizlica 37° C'de
¢ozulda.

4. Cozinmis olan hicreler pipet ile 2-3 kez sispanse edildi ve 15 mL’lik tUplere
aktarildi ve Gzerine 10 mL buyume ortam eklenerek pipet ile 1-2 kez alt tst edildi.

5. Tupler 600 g de 5 dk santrif(jj edildi.

6. Ug faz atildi. Dipte kalan ¢okelti 2-3 mL bilylime ortam ile siispanse edildi uygun
kultdr kaplarina aktarilarak Uzeri ortam ile uygun hacme tamamlandi.

7. 1 gun sonra (16-20 saat) hicrelerin morfolojileri ve yiizeye tutunma oranlar: ters-fazl
mikroskop ile degerlendirildi.
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3.2.2.3. Hucrderin Pasajlanmas ve Dondurulmas:

Uygulama Basamaklari:

1.

Hucre klltdr kaplarimn igindeki ortam atildh.

2. Hucre kultur kaplar1 steril PBS ile yikandh.

3. 25 cm?lik hiicre kiiltir kaplarina 3 mL, 75 cm?lik hiicre kiiltir kaplarina 7 mL

© © N o

Onceden 37°C’ye 1sitilmus tripsin/EDTA ilave edildi.

Hucre kultdr kaplarimin tabamina hafifce el ile vurularak hiicrelerin kalkmasi sagland:
(6zellikle PC-12 hucreleri icin). Hucrelerin  tabandan yeterince ayrilmamasi
durumunda hticre kultir kaplar: 2-3 dakikayr gegcmeyecek kadar 37°C’ de inklbatorde
bekletildi.

Hucrelerin kultdr kabinin ytzeyinden ayrildigi mikroskop atinda izlendikten sonra
hicre kultdr kaplarinaen az tripsin/EDTA hacmi kadar blytme ortamu ilave edildi ve
1-2 kez pipeta) yapildiktan sonra ayrilan hiicreler 15 mL’lik taplere alindi.

TUpler 800 rpm’ de 10 dakika santrifijlendi.

Ust faz atild.

Alta kalan ¢okelti 1-2 mL 6nceden 37°C’ ye 1sitilmig ortam icinde stispanse edildi.

Hucre slispansiyonu icindeki hticre sayisi “hicrelerin sayilmasi protokoline” gére
belirlendi. Analiz kosullarinin gerektirdigi hiicre sayilarim elde edebilmek igin hiicre
slispansiyonu belirli oranlarda seyreltilerek tekrar cogalmalar: igin uygun hticre kulttr
kaplarina aktarildi.

10. Daha sonra kullamimak (izere saklanmasi planlanan hiicreler 1-2x10° hiicre/mL

olacak sekilde taze hazirlanan dondurma ortam iginde dondurma tuplerine
paylastirildi. (-80°C’de saklamak icin %90 FBS, %10 DMSO; sivi nitrojende
saklamak icin %20 FBS, %10 DM SO, %70 RPMI/DMEM igeren ortam kullamldi.)

11. Dondurma tupleri 6nce -20°C'de 1 saat bekletildikten sonra hicrelerin ihtiyag

duyulan saklama zamanina gore -80°C’ ye veya -200°C’ ye (sivi1 nitrojen) kaldirild.



3.2.2.4. Hucrderin Sayilmas:

Uygulama Basamaklari:

1. Hucrelerin pasgjlanmasi islemindeki ilk 8 basamak aynen yapildiktan sonra
homojen hale getirilen hiicre stispansiyonundan 20 pL alinarak ependorfa kondu
ve Uzerine 180 pL %1.5 veya %1.7’ lik ortam eklendi.

2. 1:10 seyreltilmis hiicre stispansiyonundan 10 pL alinarak Neubauer lami ve lamel
arasina yayildh.

3. Tersfaz 151k mikroskobunda 20x blyitmede sayim yapildi. Neubauer laminin
mimkuinse tum kareleri veya hiicre sayisi fazla ise 16 kucuk kare igeren 4 farkl
alan sayilarak ortalamasi alindh.

4. Hucre slspansiyonunun mililitresindeki hicre miktarint (hticre sayisi/mL)
belirlemek igin hesaplama yapild.

Hesaplama: Ortalama sayim degeri x seyreltme faktorii x 10*
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3.3. HUCRE KULTURU DENEY MODELLERI

Calismamizda sican ve insan kaynakli iki ayri néronal hicre kdltur hatti (PC-12 ve
SHSY-5Y) kullanilarak iki farkli deney modeli olusturuldu.

1. MODEL |- ABzs.3stoksisitesi ve toksisitenin steroid sentezine etkisi
2. MODEL II- Steroidlerin ABzs.3stoksisitesi Uizerine etkisi

Olusturulan bu iki farkli modelin sematize edilmis halleri sekil 14’ te gortlmektedir.

MODEL1

Steroidicorin dirckt
—

{025 1M} 2P
PPS uypulanan grup)}

{AMG/DCNP + Afox 3
uypulanan grup}

MODEL-II

Sekil 14: Model-I ve Model-11"nin sematize edilerek gosterimi
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Deneylere gecmeden Once hticreler %70-80 siklikta oluncaya kadar hiicre sayisinin iki
katina ¢ikma siiresine gore (doubling time) ~ 2-3 ginde bir %15-%17 serum igeren kultdr
ortamlar: ile beslenerek nemli atmosfer ve %5 CO; basinc: altinda 37 °C’ de inklbator iginde
tutuldu.

Deneylerde kullanmilacak toksik aanlarin, kimyasal malzemelerin gerekli dozlari ve
analizler icin gerekli olan hiicre sayilar1 yapilan 6n ¢alismalar ile belirlendi.

Deney modellerini olusturmak icin 96 veya 6 kuyulu plaklarin her bir kuyusuna ekilen
hicrelerin plak ylzeyine yapisabilmeleri icin 18-24 saat siireyle %15-17 serum igeren ortam,
nemli atmosfer ve %5 CO, basinci altinda 37°C'de bekletildi. Hucrelerin tutunmas:
gerceklestikten sonra deney kosullarinin saglanmasi igin uygun kimyasallarin uygulanmasina
gecildi.

Olusturulan tim deney kosullar1 kendi iginde Ucer kez ve farkli zamanlarda en az 3 kez
olmak Uzere tekrarlanarak teyit edildi.
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3.3.1. MODEL | - AB2s.3ss TOK SISITESININ STEROID SENTEZINE ETKISI

3.3.1.1. Aézs.gs Q@tit toksisitesi:

PC-12 hcreleri hucre kaltur kaplart poli-D-lizin ile kaplandiktan sonra, SHSY-5Y
hiicreleri ise direkt olarak 96 ve 6 kuyulu plaklarin her bir kuyusuna sirasiyla 2x10* veya
2x10° yogunlugundaolacak sekilde ekildi.

Ik 18-24 saat boyunca hiicreler plak yiizeyine yapisabilmeleri icin %15,%17 serumlu
ortam, nemli atmosfer, %5 CO; basinc altinda 37 °C’ de tutulduktan sonra hiicrelerin deneyler
siiresince gogalmasini yavaslatmak ve serumun icerebilecegi koruyucu faktorlerin etkisinden
kurtulmak amaci ile, kilttr kaplari icindeki ortamlarin yarisi ¢ekilip atilarak (6 kuyucuklu kap
icin 1 mL, 96 kuyucuklu kap i¢in 100 pL) aym oranlarda %1.5 veya %1.7 serum igeren
ortamlar ile degistirildi. Kosullar icin gerekli tim kimyasal maddeler asagida detaylar:
verildigi sekilde %1.5 veya %1.7 serum igeren ortamlarda hazirlanarak uygulandi. Bu sekilde
olusturulan kosullarin sematize edilmis hali sekil 15'te gorulmektedir.

/Aﬂzs.gs soltisyonunun hazirlanmas: \

APB2s.35 toksisitesinin olusturulmasinda kullanilan soltisyon asagida belirtildigi gibi hazirlandh.
Stok soltisyonlar tukeninceye kadar -20°C’de saklandi ancak %1.5 veya %1.7 serum igeren
ortam ile seyreltilerek hazirlanan konsantrasyonlar her deneyden dnce taze olarak hazirlandi.

@1 mg’lik ambalajin igine 943 pL ultra saf su eklenerek 1 mM’lik stok sollisyonu hazirlandh.

@ 1 mM’ ik stok soltisyonundan 160 pL alip Uzerine %1.5 veya %1.7 (SHSY-5Y igin) serum
iceren ortamdan 840 pL eklenerek 160 M’ 11k ABgs.as soltisyonu hazirland:. Seri seyreltmeler

\yapﬂarak 80 UM ve 40 uM’lik soltsyonlar hazirlandi. /
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PC-12 hicreleri 20 pM (%50 oraminda ndronal hiicre 6limu yaptig: bilinen doz) ABgs.
35 1le 24, 48, 72 saat sureyle inkube edildi [100].

SHSY-5Y htcreleri ise 72 saat boyunca 37 C'de inklibe ederek agregasyonu saglanan
40 uM AB2s.3s ile 24, 48, 72 saat slreyle inkiibe edildi. Es zamanli olarak kontrol gruplarim
olusturmak igin hiicreler sadece %1.5 (PC-12) ve %1.7 (SHSY-5Y igin) serum iceren
ortamlar ile muamele edildi.

Her iki hicre hatti icin ABgs.ss peptitin hiicreler Uzerine etkisi; MTT hicre canlilik
testi, LDH salinimi (sadece PC-12 igin) ve mikroskobik inceleme ile degerlendirildi.

Bu yontemlere ait detayli bilgiler yontemler bolimuinde verilmistir.

3.3.1.2. Noronal hiicrelerin steroid iceriginin belirlenmesi:

AB2s.35 peptidin hiicre steroid sentezine etkisini inceleyebilmek icin hiucreler 6 kuyulu
plaklara en az 2x10° yogunlukta ekildi. PC-12 hiicreleri icin 20 uM, SHSY-5Y hiicreleri icin
ise 40 uM agrege edilmis A2s.35 peptit, toksisitenin belirginlesmesi icin gerekli olan 72 saat
boyunca uyguland:.

Steroid sentezinde gorev alan bazi enzimlerin inhibitorleri kullanilarak Apazs.ss
peptidin etkili olabilecegi metabolik yolaklar degerlendirildi.

Bu amagla, steroid sentezinin ilk hiz kisitlayici enzimi olan, kolesterolliin pregnenolona
dontsimi basamagini katalizleyen sitokrom P450 kolesterol side-chain cleavage enziminin
(P450scc; CYP11A) inhibitord aminoglutetimid (AMG) 0.76 mM, ayrica Pun PSa
donisumini saglayan hidroksisteroid sllfotransferazi (HST) inhibe eden 2,4-dikloro-6-
nitrofenol (DCNP) 1uM dozda 72 saat boyunca hicrelere uygulandi. (P450scc ve
HST=SULT-2B1a enzim inhibisyonlarin: yaptig1 6nceden bilinen dozlar) [78, 101].

Bu sekilde olusturulan calisma kosullarinin sematize edilmis hali sekil 15'te
gorilmektedir.
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Inkiibasyon siiresinin sonunda hiicre lizatlarindan cekitleme ve on saflastirma
sonrasinda elde edilen drneklerde P diizeyleri ELISA ve HPLC yontemi ile analiz edildi. PS
duzeyleri ise solvolizis isleminden sonra stilfat grubu kopartilarak toplam P diizeyi tzerinden
indirekt olarak belirlendi. Bu islemlerin sematize edilerek 6zetlenmis hali sekil 16'da
gorilmektedir.

Lizat hazirligr ve cekitleme protokoll, solid faz ekstraksiyon (SFE) yontemi ile
saflastirma islemi, ELISA ve HPLC analiz yontemleri ayrintili bir sekilde yontemler
bdluminde agiklanmustur.

/AMG solisyonunun hazirlanmas: \

@ 50 mg'lik ambalajin icine 860 uL DMSO eklenerek 152 mmol/L stok soltisyonu

hazirland.

@ 152 mM’lik stok solisyonundan 100uL alip %1.5 veya %1.7 (SHSY-5Y ic¢in) serum
iceren ortam ile 5 mL’e tamamlanarak 3.04 mM’lik solUsyonlar elde edildi.

@ 3.04 mM’lik solusyonlar yine 1:2 oramnda ortam ile seyreltilerek sonugta 1.52
mM’lik %1 DMSO igeren solUsyonlar hazirlandi. (DMSO’nun son konsantrasyonu
hiicreler igin toksik olmadig1 6n ¢alismalar ile gosterilen %0.5 oranina getirildi.)

\_
@ N

DCNP solusyonunun hazirlanmas:
@ Laminer kabin icinde steril sartlarda tartimi yapilan 208 mg DCNP 100 mL DMSO

icinde ¢ozulerek 10 mmol/L stok soltisyonu hazirlandi.

@ Bu 10 mM’lik stok soliisyonundan 100 pL alindi tzeri 10 mL’ye %1.5 veya %1.7
(SHSY-5Y icin) serum iceren ortam ile tamamlandi ve sonucta %1’ lik DM SO ve 100
MM’ ik DCNP igeren 10 mL soltisyon elde edilmis oldu.

@ 100 pM’ ik DCNP soliisyonu %1.5 veya %1.7 (SHSY -5Y i¢in) serum igeren ortam ile

\ seyreltilerek 4 uM ve 2 uM’lik DCNP soltisyonlari hazirland:. /
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Sekil 15: MODEL I'in (AP2s-35 toksisitesi ve bu toksisitenin steroid sentezi Uzerine etkisi)

plak Uzerinde sematize edilerek gosterilmesi

Kontrol I: %1.5-%1.7’ lik serum igeren ortam ile muamele edilen (+) kontrol

Kontrol I1: Triton X100 iceren %1.5-%1.7’lik serumlu ortam ile muamele edilen (-) kontrol

AB2s.3s: PC-12 hicrelerine 20 uM, SHSY-5Y hicrelerine ise agrege 40 UM Apgs.35 peptit

uygulanan grup

AMG: 0.76 mM aminoglutetimid ile muamele edilen grup

DCNP: 1uM 2,4 Dikloro-6-Nitrofenol ile muamele edilen grup

AMG + AB2sss: Es zamanli olarak 0.76 mM aminoglutetimid ile birlikte 20 uM (PC-12)/ 40
MM (SH-SY5Y) AB2s-35 uygulanan grup

DCNP + APzs.3s: Es zamanli 1uM 2,4 Dikloro-6-Nitrofenol ile birlikte 20 uM (PC-12)/40
MM (SHSY-5Y) AB2s.35 Uygulanan grup

Olusturulan tum deney kosullar1 her iki hicre hattinda kendi icinde Uger kez ve farkl
zamanlarda en az 3 kez calisildh.
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HUCRELERI 6 KUYULU PLAK
TABANINDAN %1AcOH/MeOH
ILE KAZIYARAK KALDIRMA

!

HUCRELERIN BUZ UZERINDE

TUPE AKTARILAN

SONIKE EDILMESI

!

%1AcOH/MeOH iGINE

STEROIDLERIN GEKITLENMESI

J

SFE PLAGI iLE ON

SAFLASTIRMA

LIYOFILiZASYON+ UYGUN HACIMDE ¢OZME
DIREKT P OLCUMU

ELISA / HPLC

SOLVOLizis

LIYOFILiZASYON+ UYGUN HACIMDE COZME

U

ELISA / HPLC (INDIREKT PS
OLcUMU)

Sekil 16: P ve PS 6lciimi dncesi hiicrelere uygulanan islemler



3.3.2. MODEL Il - STEROIDLERIN ABs.35 TOK SISITESI UZERINE ETKiSI

3.3.2.1. PC-12 ve SHSY-5Y Hicreerine Steroid uyqulamas:

PC-12 ve SHSY-5Y hiicreleri 96 kuyulu plagin her bir kuyusunda 2x10*
yogunlugunda hticre olacak sekilde ekildi. Detaylar1 asagida verildigi gibi hazirlanan P ve
PS'1n farkli dozlar1 (100, 80, 60,50, 40, 20, 10, 5, 2, 1, 0.5, 0.25 uM) hiicrelere 72 saat stireyle
uyguland:. Olusturulan kosullarin sematize edilmis hali sekil 17’ de gorilmektedir.

Her iki hiicre hatti icin P ve PS'1n hiicreler tzerine etkisi; MTT hicre canlilik testi,
LDH salinimi (sadece PC-12 igin), akis sitometri kullamilarak degerlendirildi.

/Preqnenolon sollisyonunun hazrlanmas: \

@ 10 mmol/L stok sollsyonu hazirlamak igin laminer kabin icinde steril sartlarda tartim

yapilan 316.5 mg pregnenolon 100 mL DM SO i¢inde ¢ozuldu.

@ 10 mM’lik stok solusyonundan 200 pL alindi dzeri 10 mL’'ye %1.5 veya %1.7
(SHSY-5Y icin) serum iceren ortam ile tamamlandi ve sonucta %2’ lik DM SO ve 200
MM pregnenolon iceren 10 mL solisyon elde edilmis oldu.

@ 200 pM pregnenolon soliisyonu %1.5 veya %1.7 (SHSY-5Y igin) serum igeren ortam
ile degisik oranlarda seyreltilerek 160, 120, 100, 80, 40, 20, 10, 2, 1, 0.5 pM’hk

\ soltsyonlar hazirland. /
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ﬂeqnenolon Sulfat sollisyonunun hazirlanmas: \

@ 25 mg'lik ambalajin igine 5.973 pL DMSO eklenerek 10 mmol/L stok soltisyonu
hazirland:.

@ 10 mM’lik stok solisyonundan 200 pL alindi dzeri 10 mL’'ye %1.5 veya %1.7
(SHSY-5Y icin) serum iceren ortam ile tamamlandi ve sonucta %2’ lik DM SO ve 200
MM’ 11k pregnenolon siilfat igeren 10 mL soltisyon elde edildi.

@ 200 pM pregnenolon silfat solisyonu %1.5 veya %1.7 (SHSY-5Y igin) serum iceren
ortam ile degisik oranlarda seyreltilerek 160, 120, 100, 80, 40, 20, 10, 2, 1, 0.5 uM’ ik

K soltisyonlar hazirland. /

100 uM 80 uM 60 uM 40 uM
P/PS P/PS P/PS P/PS

Sekil 17: MODEL II' nin (farkl1 dozlarda steroid uygulamasinin PC-12 ve SHSY -5Y hicreleri
Uzerine etkisi) plak Uzerinde sematize edilmesi

Kontrol I: %1.5-%1.7 lik serum igeren ortam ile muamele edilen (+) kontrol

Kontrol I1: Triton X100 iceren %1.5-%1.7’lik serumlu ortam ile muamele edilen (-) kontrol

P/PS: 100, 80, 60,50, 40, 20, 10, 5, 2, 1, 0.5, 0.25 uM P veya PS ile muamele edilen gruplar
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3.3.2.2. Steroid Uygulamasinin Af,s 35 Toksisitest Uzerine Etkisi:

P ve PS'nin AB2s.35 peptit toksisitesi Uzerine etkisini incelemek amaciyla hiicreler 96
kuyulu plaklara 2x10* yogunlukta ekildi. Es zamanl: olarak PC-12 hiicrelerine 20 pM, SHSY -
5Y hicrelerine ise agrege edilmis 40 UM AP2s.35 peptit ile birlikte dusik (0.5uM) ve yiksek
(50uM) konsantrasyonlardaki P ve PS 72 saat boyunca uygulandi.

Ayrica P nin PS' e donUsumini engelleyen DCNP (1uM), P(Y) uygulanan hiicrelere
es zamanlh olarak 72 saat boyunca uygulandi. Etkiler, MTT hticre canlilik testi kullanilarak
degerlendirildi. Bu sekilde olusturulan deney kosullarinin sematize edilmis hali sekil 18'de
gorilmektedir.

ABZS-SS

+ P(D)

ABZS-SS ABZS-SS

+PS(D) +PS(Y)

Sekil 18: MODEL Il (farkli dozlarda steroid uygulamasinin Af,sss toksisitesi Uzerine
etkisi)’in plak tzerinde sematize edilerek gosterilmesi

3.3.2.3. Steroid Sentez inhibisyonunun Af»s.35 Toksisitesi Uzerine Etkisi:

AMG ve DCNP nin ApBzs.35 peptit toksisitesinde hiicre canliligi Gzerine yaptig: etkileri
incelemek amaciyla hiicreler 96 kuyulu plaklara 2x10* yogunlukta ekildi. Es zamanl1 olarak
PC-12 hicrelerine 20 uM, SHSY-5Y hicrelerine ise agrege 40 uM Apzs.35 peptit ile birlikte
AMG ve DCNP 72 saat sireyle uygulandi. Ayrica AMG ve DCNP nin hticre canliligina
direkt etkisini de degerlendirebilmek igin tek basina 0.76 mM AMG ve 1 uM DCNP de
hicrelere uygulandi. Olusturulan deney kosullarinin sematize edilmis hali sekil 15'de
gorilmektedir.
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3.4.YONTEMLER
3.4.1. MTT Hiucre Canlihk Testi

3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT)
rediksiyonu yontemiyle bir hicre toplulugundaki canli hicrelerin oram kolorimetrik
yontemle kantitatif olarak saptanabilmektedir. Bu yontem saglam hiicrelerde mitokondrinin
MTT boyasinin tetrazolium halkasini pargalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir. Bu reaksiyon
mitokondrial bir enzim olan slksinat dehidrogenaz enziminin aktivitesine bagimlidir.
Tetrazolium halkasinin pargalanmasi sonucu soluk sar1 renkli MTT boyasi koyu mavi-mor
formazan Urinune donusmektedir (Sekil 19). Sonug olarak canli ve mitokondri fonksiyonu
bozulmamis htcrelerin bulundugu ortam mor renge boyanmakta, 6li ya da mitokondri
fonksiyonu bozulmus hicrelerin bulundugu ortam ise boyanmamaktadir. Bu yontem
hicrelerin MTT boyasiyla inkiibasyonu, presipite reaksiyon Uriiniiniin solubilize edilmesi ve
reaksiyon Urdnuniin kolorimetrik olarak 6lgimi basamaklarindan olusmaktadir [102-104].

| HADH HNALT H I

Er

MT

L]

T Formazan

B Cimantiyvl i

Sekil 19: MTT tuzunun siiksinat dehidrogenaz aktivitesi ile formazan kristaline donisimu
[105]

/MTT stok soliisyonu Hazirligr: \
@ MTT maddesi (Sigma) PBS icinde ¢ozulerek 5 mg/mL konsantrasyonunda stok MTT

soltisyonu steril ve karanlik kosullarda hazirlandk.

@ Solusyon 0.22 um'lik filtre ile stzilerek debrisler uzaklastirildi. (5 mg/mL’lik stok
MTT soliisyonu karanlik ortamda 4°C’ de 1 ay kadar stabil kalabilmektedir)

- J
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Hucre canliligimn degerlendirilecegi giin 24, 48 ve 72 saatlik inkubasyon strelerinin
tamamlanmasindan bir saat Once belirlenen bazi kuyulara 100 pL TritonX-100 (son
konsantrasyon %1 olacak sekilde) eklendi ve bu kuyular maksimum hicre 6lUminin
gerceklestigi kontrol grubu olarak kabul edildi. Bu sekilde tim inklibasyon sireleri ayni anda
sonlandirilarak tim deney kosullarinin MTT testleri aym anda gergeklestirildi.

Uygulama Basamaklari:

1. Hucre kultdr kabn kuyularina son konsantrasyon 0.5 mg/mL olacak sekilde MTT stok
solisyonundan eklendi ve MTT'nin ortama iyice karismasi igin 5-10 saniye el ile
sallayarak karistirildi.

2. Plaklar Gzeri aluminyum folyo ile sarilarak 37°C'de %5 CO,, %95 hava iceren
inktbatorde 3.5 saat (1-5 saat) bekletildi.

3. Kultdr plag1 1250 rpm hizda 5 dakika santriftij edildi ve Ust faz atild.

4. MTT metabolizma Griint olan formazan kristallerini solubilize duruma getirmek igin
tum kuyulara 200 pL dimetil stlfoksit (DM SO) (solubilizasyon soltisyonu) eklendi ve
37°C’de 30 dakika bekletildi.

5. 96 kuyulu hiicre kiiltir kabinin, ELISA plak okuyucusunda 590 nm’ de absorbanslar:
okutuldu.

Hesaplama:

% Canlihik = (Ornek Abs-AKontrol 11 Abs/ AKontrol | Abs-AKontrol |1 Abs) x 100
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3.4.2. LDH Salinmminin Belirlenmes (Hlcre Sitotoksisite Testi)

Hucre zar1 bittnligl bozulmus veya 61U hicrelerin orant *’ Cytotoxicity Detection

®”

kullanilarak kolorimetrik yontemle kantitatif olarak saptanabilmektedir. Bu yontem

sitoplazmik bir enzim olan LDH’1n hasarli hiicreden ortama salinmasi ve ortamdaki enzim
aktivitesinin iki basamak!: 6lgimiine dayanmaktadir. Birinci basamakta laktat LDH enzimi ile
piruvata donusirken NAD* NADH/H" a indirgenir. ikinci basamakta kullalan katalist

(diaphorase) NADH/H"™ 1in H/H" lerini soluk sar1 renkli tetrazolium tuzuna transfer eder ve

kirmizi renkli formazan Grini olusturur (Sekil 20). Olusan bu Urdn kolorimetrik olarak

Olgulr.

1. St

!
:
CHa
e
NAD +H*

Cmalyut

Farmezen S0k (red]

O

orirmzodium sol [palke yelo]

‘ o

Sekil 20: LDH yonteminin iki basamakli enzimatik reaksiyonu [106]

Uygulama Basamaklari:

1. Ornek olarak hiicresiz siipernatan kullanilacagindan deney modellerinin olusturuldugu

96 kuyulu plak, hicreleri ortamdan tamamen uzaklastirmak amaciyla 1250 rpm'de 5

dakika santrifujlendi.

2. 10 pL slpernatan farkli bir 96 kuyulu plaga alind.

yapilmayacak ise Ust faz 2-8°C’ de birkag giin saklanabilir.)

(LDH olgimu  hemen
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3. Calisma solisyonunun ‘*Working Solution’” hazrrlanmas:: Sise 1 (katalist) 1mL saf su

ile ¢ozultp hazirlandiktan sonra Sise 2’ deki boya soliisyonu ile kullanilmadan hemen
once 1:45 oraninda karistirildi ve taze olarak kullanildi.

4. 10 pL supernatan iceren kuyularin tzerine 90 pL saf su eklenerek drnekler 1:10
oraminda seyreltilerek calisildh.

5. Toplam 100 pL 6rnegin tizerine 100 pL ¢alisma soltisyonu eklendi.
6. Odasicaklhiginda, karanlik ortamda 30 dakika inkibe edildi.
7. 50 uL 1 N HCI (stop soliisyonu) eklendi.

8. 30 dakika iginde 96 kuyulu hicre kiltr kabinin, plak okuyucusunda 492 nm’'de
absorbanslar: okutuldu.

Hesaplama:

% Sitotoksisite = (Ornek Abs - A Kontrol | Abs/ AKontrol 11 Abs -A Kontrol | Abs) x 100

3.4.3. Hicreigi Steroid Olgiiminde Kullamlan Orneklerin Hazir g

3.4.3.1. Hucre lizat: hazirligr ve Cekitleme Basamaklari:

Hucre i¢ci P ve PS duzeylerini analiz edebilmek igin hicrelerin pargalanmas: ve
steroidlerin serbest kalmasi igin analiz 6ncesi hiicre zar bitunlugini bozacak ve hicre
icindeki bu steroidleri cekitleyip, saflastiracak on islemler gereklidir. Bu islemler asagida
detaylandirildig: gibi gergeklestirildi [107-109].

Uygulama Basamaklari:

1. 6 kuyulu plaklar 1250 rpm’'de 5 dakika santrifijlendi, buz Gzerine alindi ve islem
boyunca buz tGizerinde tutuldu.

2. %1'lik AcOH/MeOH soliisyonu hazirland: ve buz Uzerinde sogumaya birakildi. Bu
islem sirasinda tim tdplerin soguk olmasina dikkat edildi.

3. Kuyularin igindeki kiltir ortami tabana dokunmadan pipet ile uzaklastirildh.
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4. Her bir kuyucuga 2 mL soguk %21'lik AcOH/MeOH soltsyonu eklendi ve plak
yuzeyinden kaziyici (scraper) ile hiicreler kazinarak kaldirildi.

5. Hucre slispansiyonu santrifj tuplerine aktarildi.

6. Plak tabaminda hiicre kalmadigindan emin olmak amaciyla mikroskop ile kontrol
edildi.

7. Hucre stispansiyonu buz Gzerinde sonike edilerek hiicreler parcalandi (homojenize
edildi).

8. Homojenat 6nceden sogutulmus olan santrifijde 4°C’de 1500xg devirde 10 dakika
santrif{jj edildi.

9. Santrifllj sonras: Ustte kalan kisim alindi ve ayr1 bir tipte toplandi.

10. Dipte kalan ¢okelti tzerine 0.5 mL %1’'lik AcOH/MeOH eklenerek vortekdendi ve
stispansiyon haline getirildi.

11. Onceden sogutulmus olan santrifiijde 4°C’de 1500xg devirde 10 dakika santrifij
edildi.

12. Santrif(lj sonrasi Ustte kalan kisim alindi, daha 6nce ayrilip bir tipte toplanmis olan st
faz ile birlestirildi.

13. Toplanan Ust fazlar N, gazi altinda ugurularak kurutuldu.(Hemen kullamilmayacak
Ornekler -20°C’ de sakland.)

14. Ayni gin SFE islemi ile calismaya devam edilecek ise Ozitler 500 pL fosfat (pH’s1
7.3-7.4 olan 0.05 M NaH,PO4s-NaHPO,) tamponunda c¢ozilerek mikro ellisyon
plagina verildi.

/ Fosfat tamponu hazrlig:: \

@ 0.6 g NaH,PO, tartildh ve 100 mL’e saf su ile tamamlanarak 0.05 M NaH>PO,
hazirlands.

@ 0.71 g NaHPO, tartildi ve 100 mL’e saf su ile tamamlanarak 0.05 M NaHPO4
hazirlands.

@ 0.05 M NaH2PO4 ile 0.05 M NaHPO, soliisyonu pH metrede pH 7.3-7.4 olacak

K sekilde karigtirildh. /
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3.4.3.2. Solid Faz Ekstraksiyon (SFE) Plag ile saflastirma:

Fosfat tamponu icinde ¢ozilmis olan ornekler **Waters Oasis HLB pElution Plate’”
kullanilarak saflastirildi. SFE kolonlar1 polar ve non-polar organik bilesikleri dedekte etmek
icin dizayn edilmis olup, lipofilik diviylbenzene ve hidrofilik N-vinylpyrrolidone ‘ nun dengeli
oranda bulundugu iki monomerden yapilmis blylk porlu kopolimerlesmis madde icerir.
Ayirmanin temelinde, saflastirilacak maddelerin yapisal 6zelliklerinin (hidrofilik-hidrofobik
etkilesim) farkli olusundan faydalamlir. Aym zamanda bu kolonlar kullamlarak 2-15 kat
artmis konsantrasyonda saf ekstrakt tretebilir.

P Gglinct karbonunda OH grubu, PS ise Uglinct karbonunda stlfat (OsSO) grubu
tasimaktadir. Bu nedenle PS; P’ a gore daha hidrofilik yapidadir (Sekil 21).

W 5,
Hil:l: ,L ;;r’“
we [ 1] (Gl
Tl 00 hit
HO™ S }.@G {}"‘:'\-ﬁ' k‘i‘;"y

Sekil 21: Pregnenolon ve Pregnenolon stilfatin yapisi [110, 111]

Mikro elisyon plagi kullanimi:

1. Vakum uygulayici (manifold) i¢ine uygun atik kab yerlestirildi.

2. “Oasis HLB pElution Plate’ vakum manifolda takildi. 10 mmHg'lik basing
uygulayacak sekilde vakum ayarlandi.

3. Plak kullamiimadan 6nce her bir kuyucuk (kolon) sirasiyla 1mL etilasetat, 2mL etanol,
2mL saf su ile yikandh.

4. Atik sivi kabindaki sivilar bosaltildi.

5. 500 pL fosfat tamponu icinde ¢oziinmis olan drnekler kuyucuklara tek tek yiklendi.

6. Tamamen akmalar: saglandiktan sonra 2 mL saf su ile yikama yapildi, atik sivi kabi
uzaklastirildi ve orneklerin toplanacag: uygun toplama ependorf tupleri yerlestirildi.

7. Her kuyucuktan 1 mL etilasetat akitilarak PREG elUe edildi.
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PS'in toplanacagi uygun toplama ependorf tlpleri yerlestirildi ve her kuyucuktan 1.5 mL
etanol akitilarak PS elUie edildi. Sonugta elde edilen 1 mL etilasetat icinde P ve 1.5 mL etanol
icindeki PS karistirildi. Daha sonra iki esit hacme boltinerek P ve PS 6lcimunde kullanild.
Bunun sebebi ise yapilan 6n calismalarda her iki steroidin azda olsa hem etilasetat hem de
etanol icinde elUe edilebildiginin gosterilmis olmasidir.

Y ukleme ve ellie etme basmaklarinda akis hizlarinin 0.5 mL/dak’1 gegmemesine dikkat
edildi. Diger tim basamaklarda akis hiz1 5 mL/dak’ a kadar kabul edildi.

3.4.3.3. Solvaolisis (Steroidin stlfat grubunun ayrilmas):

Pregnenolonun siilfat esteri olan PS nin stlfatinin koparilmas: pek ¢ok farkl: reaksiyon
ile mimkin olmaktadir. Enzimatik olarak arilstilfataz ile monosilfat pargasinin hidrolizi
mumkuan olabildigi gibi doygun NaCl ¢ozeltisi iginde H,SO4 ile pH' nin 1’ e disurtlmesi (asit
hidroliz) ile de koparilabilmektedir [16, 112-114].

Arilstilfataz ile monosiilfat parcasinin hidrolizi:

1.5 mL etanol icinde elte edilen PS drnekleri N, gazi altinda ugurularak kurutuldu.
Ozitler 10 pL arilsiifataz iceren 750 pL asetat-sodyum asetat tamponu (250 mM) iginde
¢cOzulerek 40°C’de gece boyunca inkibe edilerek sllfatin koparilmas: saglandi. Ancak
caligmanin devaminda asagida ayrintisi verilen ' asit hidroliz’” yontemi kullanildh.

Asit hidroliz ile monosiilfat parcasimin koparilmas:

Uygulama Basamaklari:

1. 1.5mL etanol icinde elUe edilen PS 6rnekleri N, gaz1 altinda ugurularak kurutuldu.

2. 4 mL etilasetat icinde gOozulen 6rneklere aym hacimde 6 M NaCl ¢ozeltisi eklendi
(doygun NaCl ¢ozeltisi hazirlamak icin 36 g NaCl tuzu tartildi, saf su ile 100 mL’e
tamamlandh).

3. Toplam 8 mL hacmindeki 6rnegin pH’ st H,SO, damlatilarak 1’ e dustrulda.

4. 37°C’ de gece boyunca inkiibe edildi.

5. Inkiibasyon siiresinin sonunda tiip icindeki 6rnekler liyofilize edildi. Kullanilincaya
kadar -20°C’ de sakland:.
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3.4.4. Pregnenolon Olglimii

3.4.4.1. ELISA ile Pregnenolon Olciimii:

BLK Pregnenolon ELISA® kiti hiicre ici pregnenolonun kantitatif 6lciimiinde
kullanldi. Y ontemin prensibi iki basamakl yarismali baglanmaya dayanmaktadir. Mikroplak
kuyular1 pregnenolona karsi gelistirilmis poliklonal antikor ile kaplidir. Kuyulara ilave edilen
Ornek veya kalibrator (isaretsiz antijen) hemen ardindan ilave edilen biyotin ile isaretli antijen
(HRP Konjugat) ile birlikte plak ytizeyinde bulunan sinirl sayidaki antikorlara yapismak igin
yarismaya girer. Baglanmadan kalan materyaller yikama ile uzaklastirilir. ikinci inkiibasyon
periyodunda ise Streptavidin- Horseradish peroksidaz ilave edilir ve bu da HRP Konjugat'a
baglamir. Yikama basamagindan sonra olusan Antikor-Antijen-Antikor.en;m Sandvicgine
tetrametilbenzidin (TMB) substrati eklenir (Sekil 22). Reaksiyon 1 M’ lik stlfurik asit ilavesi
ile durdurulduktan sonra renk siddeti 450 nm’ de ELISA plak okuyucusunda dl¢ulir. Bilinen
konsantrasyonlara kars: Olglilmis absorbanslar ile olusturulmus standart egri ile 6rnekteki
pregnenolon miktar: 6l¢uldr. Pregnenolon konsantrasyonu ng/mL olarak ifade edilir.

Kitin belirlemis oldugu 6lgim araligi: 0.054 ng/mL — 25.6 ng/mL, alt saptama sinirt
0.054 ng/mL’dir.

HRP-konjuge
Streptavidin

e

A e
Biyotinlenmis :" 5

-
Antikor ! .

s’
Antijen Spesifik
‘ Antikor
¥

Sekil 22: Pregnenolon ELISA Kitinin caligma prensibi [115]
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Uygulama Basamaklari:

1.

10.

Kullanllacak kuyucuk sayisi dikkate aimnarak uygun hacimde yikama sollsyonu
hazirland.

Y:kama soltisyonun hazrlanmas: Y itkama tampon konsantresi 1:10 oraninda saf su ile

seyreltildi.
CGalisma sollisyonlar1 kulanimdan hemen dnce taze olarak uygun hacimde hazirlandh.

Biotin Konjugat Calisma Solisyonunun hazirlanmas: Pregnenolon-Biotin Konjugat

konsantresi 1:50 oraninda biotin konjugat tamponu ile seyreltildi.

HRP Konjugat Calisma Solisyonunun hazrlanmas::  Streptavidin-Horseradish

Peroksidaz (HPR) Konjugat konsantresi 1:50 oramnda HRP konjugat tamponu ile
seyreltildi.

Pregnenolon ELISA 6lciimi oda sicakhiginda gerceklestirildi. Analizden once tiim
reaktif ve orneklerin oda sicakligina ulasmasi igin beklendi.

Orneklerin _hazrlanmas: Sayfa 59-62'de detayli olarak agiklanchgi gibi hiicre

parcalanmasi, ayirma (¢ekitleme), saflastirma ve solvolizis basamaklarini icermektedir.

Onceden hazirlanan analiz sablonuna gore 50 uL kalibrator, 6rnek ve kontrol uygun
kuyucuklara eklendi.

Her kuyucuga 100 pL Biotin Konjugat calisma soltisyonu eklendi.

Plagin Uzeri kapatildi, 200 rpm’ de karistirici Uzerinde bir saat oda sicakliginda inkiibe
edildi.

Plak ters gevrilerek ici bosaltildi ve her kuyucuk 300 pL yikama solisyonu ile bes kez
yikand.

Her kuyucuga 150uL HRP Konjugat ¢alisma soltisyonu eklendi.

Plagin Uzeri kapatildi, 200 rpm’'de karistirici Uzerinde yarim saat oda sicakliginda
inkibe edildi.



11. Plak ters cevrilerek ici bosaltildi ve her kuyucuk 300 L yikama solisyonu ile bes kez
yikand.

12. Her kuyucuga 150uL TMB eklendi.

13. Plagin Uzeri kapatildi, 200 rpm’'de karistirict Gzerinde 15 dakika oda sicakliginda
inkibe edildi.

14. Her kuyucuga 50uL stop soltisyonu eklendi.

15. 20 dakika icinde ELISA plak okuyucusunda 450 nm’de her kuyucugun absorbansi
okunarak saptand.

16.0, 0.1, 0.4, 1.6, 6.4 ve 25.6 ng/mL’lik kalibratorlerin konsantrasyonlarina karsilik gelen
absorbans degerleri ile hazirlanan egriye elde edilen absorbans degerleri yerlestirilerek
pregnenolon konsantrasyonlar: saptand: (Grafik 1).

PREGMNEMOLON Standart Egrisi

= B, 3R - 353 Al TEA FRT 1 T3, T30 418, Fro0 A0 A0
At= 1

Stanclart Konsantrasyonu {ngfml)

Abzorbans 450 nm

Grafik 1: Pregnenolon standart egrisi

BLK Pregnenolon ELISA® kiti ile hiicre ici pregnenolon dlgiimii sirasinda kitin
performansim degerlendirmek icin yaptigimiz deney ici tekrarlanabilirlik ¢aligmasinda (n=10)
%CV: %2.96, deneyler arasi tekrarlanabilirlik (n=8) %CV degeri ise %16.38 bulundu.
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3.4.4.2. HPL C ile Pregnenolon Olcimii:

Pregnenolon analizi DEUTF ARLAB laboratuvarinda yiksek performansl sivi
kromatografi (HPLC) teknigi ile gergeklestirildi. Bilinen konsantrasyonlara karsi 6lgllen
piklerin altindaki alan ile olusturulan standart egri, drneklerdeki P miktarini belirlemede
kullanildi. P konsantrasyonu nmol/mL olarak ifade edildi.

Analiz kosullarr:

K olon: 250x4.6 mm ¢apinda C18 kolon,

Mobil faz: %1 asetik asit iceren metanol,

M obil faz akis hizi: 0.2 mL/dakika,

Firin sicakhgr: 25°C,

Gradiyent programu: izokratik olarak ayarlandi,
Dedektor: UV-VIS dedektor, 230 nm

Standart i¢in ¢ozgen: DM SO, metanol

Ornekler 3.4.3."Hiicre Ici Steroid Olgliminde Kullanilan Ornegin Hazirhgr’ baslig:
atinda ayrintili sekilde aciklandigi gibi hazirlanip tamamen ugurulduktan sonra HPLC
cihazina enjekte edilmeden dnce solvolizis uygulanmayan grup 100 pL, solvolizis uygulanan
grup 3 mL metanol iginde ¢oziildii. Ornek hacmi 10 L olacak sekilde kolona enjekte edildi.

25, 50, 100, 200, 400, 1000 nmol/mL’lik standart konsantrasyonlarina karsilik gelen
egri alti alan degerleri ile hazirlanan standart egri kullamlarak orneklerin pregnenolon
konsantrasyonlar1 belirlendi (Grafik 2 ve 3).
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Grafik 2: Pregnenolon standart egrisi
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Grafik 3: Pregnenolon standart ve 6rnek galismast

Her iki hiicre hattinda HPLC yontemi ile olctilen P ve PS dizeyleri, ELISA ile elde edilen
sonuglarla korele bulunmustur (r>=0.725).
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3.4.5. Akis Sitometri ile apoptotik ve nekrotik hicrelerin belirlenmesi:

“* ApopNexin™ FITC Apoptosis Detection Kit' kullanilarak siispansiyon halindeki
hiicrelerde kantitatif erken/geg apoptoz ve nekroz tayini yapild.

Y dntemin prensibi; FITC ile konjige Annexin V' in apoptotik hiicrelerin hiicre zarinin
dis yuzeyinde bulunan fosfotidil serin fosfolipidine baglanmasi ve nekrotik hcrelerin zar
bltunliginun tamamen bozulmas: sonucu Pl boyasimin DNA’a baglanarak floresan isima

vermesine dayanir.

Normalde canl1 hticrelerde fosfotidil serin hiicre zarinin i¢ ytizeyinde bulunur ancak
apoptozun erken doneminde translokasyona ugrayarak dis ylzeye cikar ve fagositik
hicrelerin yapismasi icin bir sinyal olusturur. Apoptozda meydana gelen hiicre zarindaki
degisikliklerden sadece biri olan bu olay erken donemde apoptotik hiicreleri kantite etmemizi
saglar. Nekrotik hicrelerin hiicre zarlar1 tamamen zarar gormis oldugundan Pl boyasi hiicre
zarindan gegip nikleik asitlere baglamir . DNA’lar1 boyanan hiicreler akim sitometride farkl
bir dedektdr ile belirlenir(Tablo 8).

Tablo 8: Canli, erken/geg apoptotik ve nekrotik hticrelerin fluoresan boya ile boyanmasi

HicreTipi Annexin V ile boyama Pl ile boyama
NORMAL (CANLI) ) ®)
ERKEN APOPTOTIK (+) )
GEC APOPTOTIK ) @
NEKROTIK &) )

Uygulama Basamaklari:

1. Hucre kultdr kaplarinin igindeki ortam atild.
2. 6 kuyulu htcre kultar kaplarimn her kuyusu 1 mL steril PBS ile yikandh.

3. Her kuyuya 400 pL 6nceden 37°C’ ye 1sitilmis tripsi/EDTA ilave edildi.

4. Hucre kultur kaplarinin tabamndaki hticrelerin kalkmasi saglandi. Hiicrelerin tabandan
yeterince ayrilmamasi durumunda hticre kultar kaplari bir dakikayr gegmeyecek
kadar 37°C’ de inkubatdrde bekletildi.
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5. Hucrelerin kiltar kabinin yizeyinden ayrildigi mikroskop atinda izlendikten sonra
hiicre kiltur kaplarina 1200 pL buyume ortam ilave edildi, hicreler buz Uzerinde
sogutulan15 mL’lik tiplere alind.

6. Tupler 800 rpm’ de 10 dakika santriftjlendi.

7. Ust faz atildh.

8. Alttakalan ¢cokeltiye 5 mL soguk PBS ilave edildi.

9. 400 xg' de 5 dakika 4°C’ de santriftjlendi.

10. Ust faz atildh.

11. Alta kalan hicreler 200 pL sogutulmus *’ 1x Binding Buffer’’ ile tekrar stispansiyon
haline getirildi.

12. Her tipe 3 pL FITC ile kojuge annexin ve 2 uL Pl eklendi.

13. 15 dakika karanlikta, oda isisinda inktibe edildi.

14. Tupler tekrar buz Uzerine alind: ve akis sitometrede FL1 ve FL2 filtreleri kullamlarak
her drnekte 15000 hticre sayilacak sekilde okuma yapildi.

Hesaplama: Hucreler, her bir hicrenin Annexin V ve Pl ile boyanmasina gore
diyagrama yerlestirilir (Sekil 23). Annexin V ve Pl sinyalinin algilanmadigi hiicreler
canli, sadece Annexin V sinyalinin algilandig: hticreler erken apoptotik, hem Annexin V
hem de PI sinyalinin algilandig: hticreler gec apoptotik ve sadece Pl sinyalinin algilandigi
hiicreler nekrotik olarak degerlendirildi. Diyagramdaki her bir bolgeye dusen hicre

sayisinin sayilan toplam hticre sayisina oranindan ytizde degerler hesaplandi.

Tk

] Annexin-V (-), PI Annexin-V (+), Pl
e (+) (+)
u =7
'-E 3 NEKROTIK Geg Apoptotik
Tea
=
= =7
= 3
[ =
=
= E Annexin-V (-), PI () Annexin-V (+), PI (-)
] CANLI Erken Apoptotik
[
E o L] L] IIIIIII L] LI L] IIIII L] L] IIIIII LI BLELELLLI

. . - o
i {

Annexin.v FITC

P 5
10 1t

Sekil 23: Apoptoz ve nekroz belirlenmesinde akis sitometri diyagrami
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3.4.6. Protein Tayini:

“’Pierce BCA kiti’’" kullanilarak total protein konsantrasyonu Bisinkoninik Asit (BCA)

yontemi ile kolorimetrik olarak saptandi. Y ontemin prensibi alkali ortamda protein tarafindan

Cu *2 iyonunun Cu ** iyonuna indirgenmesine (Biiiret reaksiyonu) ve bisinkoninik asit iceren

tek bir reaktif kullanarak Cu*"in renk degisiminin 6lciilmesine dayanmaktadir.

Uygulama Basamaklari:

1.

Sandart hazrlanmas: Protein 6lglimi igin standart olarak 2 mg/mL konsantrasyonda
olan sigir serum albumin (BSA) kullanildi. Seri dilisyon ile 1500, 1000, 750, 500,
250, 125, 25 pg/mL konsantrasyonlarda standart hazirlandi. Dokuzuncu tipe kor
olarak saf su eklendi.

Calisma reaktifinin *’Working Reagent’’ hazrrlanmas:: BCA A Reaktifi (bisinkoninik
asit icerir) ve BCA B Reaktifi (%4 bakir stlfat igerir) 50:1 oraninda karistirildi.

Olgumlerde diiz tabanli 96 kuyucuklu plaklar kullamild: Her bir kuyucuga 25 plL
standart veya 6rnek eklendi.

Her kuyucuga 200 uL *"Working Reagent’’ eklendi.

30 sn karstiricida karistirllch. Uzeri kapatildiktan sonra 30 dakika 37°C’de inkiibe
edildi.

Plagin oda sicakligina gelmesinin ardindan absorbanslar 562 nm'de ELISA plak
okuyucusunda okundu.

Standart egrisi hazirlandiktan sonra her ornegin igerdigi protein miktar: belirlendi
(Gréfik 4).
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Grafik 4: Protein standart egrisi

3.5. ISTATISTIK SEL ANALiZ

Gruplar Mann-Whitney U testi ile kiyaslandi. p degeri 0.05'in altinda olanlar anlaml1
kabul edildi. Olusturulan tim deney kosullar: her iki hiicre hattinda kendi icinde tger kez ve
farklt zamanlarda en az 3 kez calisildi ve sonuglar ortalamatS.E.M olarak verildi.
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DORDUNCU BOL UM

4. BULGULAR

4.1. MODEL |

4.1.1. AB2s.3s peptit toksisitesinin olusturulmasi:

PC-12 hicrelerine 24 saat sireyle 20 uM APzs.3s peptidi uygulandiginda MTT
reduksiyonu yontemi ile degerlendirme sirasinda hticre canliliginda kontrole kiyasla azalma
olsada bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildi. Ancak 48 ve 72 saat boyunca 20 uM
AP2s.3s peptidi ile muamele edilen PC-12 hicrelerinin canliliklari kontrol gruplarina gére
istatistiksel olarak anlamli diisik bulundu (sirastyla p=0.001 ve p=0.000) (Sekil 24 A).

Bununla birlikte PC-12 hiicrelerinde LDH salimimu ile degerlendirme yapildiginda ise
APzs.3s ‘nin anlamli hiicre 6lumi artisii ancak 72 saatlik inklibasyonun sonunda ortaya
cikardig1 gozlendi (p=0.017) (Sekil 24 B).

SHSY-5Y hicrelerine 72 saat boyunca 37°C’ de inkiibe edilerek agregasyonu saglanan
40 pM ApPzsss ilave edilmesinin 24. saatin sonunda hicre canliliginda kontrole kiyasla
anlamli azalma yaratmadigi1 gézlendi (MTT rediksiyonu yontemi ile). SHSY-5Y hicrelerinin
canliliklart ancak hiicreler 48 ve 72 saat sireyle APss.ss peptidine maruz birakildiginda
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli azalma gosterdi (sirasiyla p=0.003 ve
p=0.000) (Sekil 25).

Ters-faz 151k mikroskobu ile her iki hiicre hatti 72. saatin sonunda Ags.3s peptit
toksisitesi agisindan degerlendirildiginde hiicre membran yapilarinda bozulma, sitoplazmik

grantlasyon artis1 gozlendi.
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PC-12 HiicreHatta

100,00 =2 e W
= TE00A - |:| Kontrol
=
e [ As
|

a0,00 =
[ &)
ar
Fad
L)
=
I

25,00 =

0,00 = :
24 saat 48 saat ¥Z saat
inkiibasyon Siiresi (saat)

Sekil 24 A: 20 uM Apzs.3s muamelesinin 24., 48. ve 72. saatlerin sonunda PC-12 hiicre
canliligina etkisinin - MTT rediksyonu yontemi ile degerlendirilmesi. (*p<0.005)
(MTT reduksiyon sonuglari kontrol hticre canliliklarinin (sadece %1.5 serum igeren ortamlar
ile muamele edilen hiicreler) yiizde oram olarak verilmistir.)

PC-12 HiicreHatta

100
a -
80 -
= 0 A
- o
£2 gg l * % DKentrel
- i
T 20 |
10 | |
0 .
24 48 72

inkl.jbarsyun Suresi (saat)

Sekil 24 B: Ags.35 peptidinin PC-12 hiicre canliligina uygulama stiresine bagl1 etkisinin LDH
salinim yontemi ile degerlendirilmesi. (**p<0.05) (LDH salimm: sonuglar: en fazla LDH
salinimi yapan kontrol 1 grubunun (TritonX-100 ile muamele edilen hicreler) yizde oram
olarak verilmistir.)
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SHSY-5Y HicreHatti

100,00 =

¥5.00 =

A0,00 -

Huicre Canlihgi (%)

25,00 =

|

D Kontrol
I:I AB

o.o0

24 saat

48 saat

inkiibasyon Siresi (saat)

72 saat

Sekil 25: Agrege 40 uM AP2s3s peptidi uygulamasinin 24., 48. ve 72. saatlerin sonunda

SHSY-5Y hucrelerinin canliligina etkisinin MTT reduksiyonu yontemi ile degerlendirilmesi.

*p<0.005

Resm 3: A. PC12 hucrelerinin ters faz 11k mikroskobundaki goruntusii (x20) B. 72 saat
siireyle AB2s-35 peptidine maruz kalmis PC-12 hticreleri
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Resm 4: A. SHSY-5Y hcrelerinin ters faz 151k mikroskobundaki goruntisii (x20) B. 72
saat siireyle AP2s.3s peptidine maruz kalmis SHSY -5Y hiicreleri

4.1.2. AP2s.3s peptit toksisitesinin steroid sentezine etkisi:

72 saat boyunca 20/40 UM Apzsss ile muamele edilen PC-12 ve SHSY-5Y
hiicrelerinde steroid duzeylerindeki degisim ELISA ve HPLC yontemleri ile degerlendirildi.
APa2s.35 peptit uygulamast sonucu her iki hiicre hattinda hticre i¢i pregnenolon (P) diizeyleri
kontrol grubuna kiyasla anlamli artis (p<0.05), pregnenolon siilfat (PS) dizeyleri ise ABzs.as
uygulanan hticre grubunda kontrole gére azalma egilimi gosterdi (ELISA icin Sekil 26, 27,
HPLC icin Sekil 28, 29).

ELISA yontemi ile belirlenen steroid diizeyleri ng/mg protein olarak verildi. HPLC
yontemi ile belirlenen steroid diizeyleri ise nmol/mL olarak verildi.(Calisma sirasinda HPLC

orneklerinin protein analizi yapilamamustir.)
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4.1.3. Steroid sentez inhibisyonunun hicreici P, PS dizeylerine etkisi:

Steroid sentez inhibitérlerinden aminoglutetimidin  (AMG) (kolesterolden Pe
donisuml saglayan P450scc enziminin inhibitdrd) ve 2,4-dikloro-6-nitrofenol’ in (DCNP)
(P nin PS' e donusimuni inhibe eder) P ve PS dizeyi Uzerine etkileri de her iki hiicre hatti
i¢in incelendi.

ELISA yontemi ile belirlenen steroid dizeyleri degerlendirildiginde AP ile birlikte
AMG uygulamasinin her iki hiicre hattinda P dizeylerini azalttigi, PS dizeylerini azaltma
egiliminde oldugu gozlendi.

AP ile birlikte DCNP verilen gruplarda P dizeyleri her iki hicre hattinda hem kontrol
hem de sadece AB uygulanan gruplara gore artma, PS dizeyleri ise azalma egilimi gosterdi
(Sekil 26, 27).

HPLC yontemi ile elde edilen steroid duzeyleri degerlendirildiginde AP ile birlikte
AMG uygulamasimin her iki hticre hattinda P ve PS diizeylerini azalttigi gozlendi.

AP ile birlikte DCNP verilen gruplarda P dizeyleri her iki hicre hattinda artma
egilimi, PS dizeyleri ise hem kontrol hem de sadece AP uygulanan gruplara gore azalma
gosterdi.

Bununla birlikte tek basina AMG uygulamasinin da her iki hiicre hattinda hem kontrol
hem de AP uygulanan gruplara gore steroid diizeylerini azalttigi gosterildi (Sekil 28, 29).
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Sekil 26: AB.s3s peptidin ve steroid sentez inhibitorlerinin PC-12 hiicrelerinde hiicre ici
steroid dizeylerinde ortaya cikardigi degisimin ELISA yontemi ile degerlendirilmesi. A.
Pregnenolon (P) diizeyleri *p<0.05 B. Pregnenolon stilfat (PS) diizeyleri
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Sekil 27: AB2s.35 peptidin ve steroid sentez inhibitdrlerinin SHSY-5Y hiicrelerinde hticre igi
steroid dizeylerinde ortaya cikardigi degisimin ELISA yontemi ile degerlendirilmesi. A.
Pregnenolon (P) diizeyleri *p<0.05 B. Pregnenolon stilfat (PS) diizeyleri
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Sekil 28: APs.3s peptidinin ve steroid sentez inhibitorlerinin hicre ici steroid duzeylerine
etkisinin HPLC yontemi ile degerlendirilmesi (PC-12 hicre hatti). A. Pregnenolon diuizeyleri
B. Pregnenolon silfat diizeyleri
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Sekil 29: APs.3s peptidinin ve steroid sentez inhibitorlerinin hiicre ici steroid duzeylerine
etkisinin HPLC yontemi ile degerlendirilmesi (SHSY-5Y hicre hattr). A. Pregnenolon
diizeyleri B. Pregnenolon siilfat diizeyleri
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4.2. MODEL II
4.2.1. Steroidlerin hucre canhhgina etkisi:

Her iki htcre hattina 0.25-100 uM arasinda degisen konsantrasyonlarda pregnenolon
(P) ve pregnenolon siilfat (PS) 72 saat stireyle uyguland: ve hiicre canliliklarindaki degisim
MTT rediksiyon yontemi ve PC-12 hiicrelerinde ayrica LDH salimmu ile degerlendirildi
(Sekil 30, 31).

12100
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80
60 PC-12 Hiicre Hatta
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Sekil 30: PC-12 hicrelerinde pregnenolon (P) ve pregnenolon siilfat’in (PS) doza bagl
etkilerinin A. MTT reduksiyonu B. LDH salinim ile72 saatlik inklibasyon siiresinin sonunda

degerlendirilmesi.
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Sekil 31: SHSY-5Y hiicrelerinde pregnenolon (P) ve pregnenolon siilfat’in (PS) doza bagl

etkilerinin 72 saatlik inklibasyon stiresinin sonunda degerlendirilmesi

0.5 uM gibi distik dozda P ve PS uygulanan hiicrelerin canliliginda anlamli degisiklik
gozlenmedi. Ancak 50 puM gibi yiksek dozda steroid ile muamele edilen grubun hicre
canliliginda anlamli azalma g6zlendi (P ve PS igin sirastyla PC-12 hiicrelerinde; p=0.000,

p=0.000 ve SHSY-5Y hiicrelerinde; p=0.001, p=0.000) (Sekil 32, 33).

PC-12 HiicreHatt1

|:| Kontrol

I:I P/PS(D)

|]:| P/PS(Y)

Hiicre Canliiéi (%)

0
Kontral F(O) P[] Hortrol FS[0D) FPS[Y)

Sekil 32: 72 saatlik inklibasyon stiresinin sonunda pregnenolon (P) ve pregnenolon silfat’in

(PS) dustk ve yiuksek dozlarinin PC-12 hiicre hattinda hiicre canliligina etkilerinin MTT
reduksiyonu ile degerlendirilmesi. P(D): 0.5 uM, P(Y):50 uM, PS(D): 0.5 uM, PS(Y):50 uM

konsantrasyonda steroid uygulanan hicreler. * p<0.005
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Sekil 33: 72 saatlik inkiibasyon stiresinin sonunda distk ve yiksek doz P ve PS nin SHSY -
5Y htcre hattinda hticre canliligina etkilerinin MTT rediksiyonu ile degerlendirilmesi. P(D):
0.5 uM, P(Y):50 pM, PS(D): 0.5 pM, PS(Y):50 uM konsatrasyonda steroid uygulanan
hicreler. *p<0.005
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Sekil 34: Akis sitometresinden elde edilen hiicre dagilimlari. A PC-12 (kontrol), B 0.5 pM P
C 50 uM P, D SHSY-5Y (kontrol), E 0.5 uM P, F 50 uM P ile 48 saat muamele edilen

hiicreler.
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4.2.2. Steroidlerin Ap2s.3s peptit toksisitesine etkis:

Her iki hiicre hattina 72 saat sireyle AP2s-3s peptidi ve ABas.ss peptidi ile birlikte es
zamanli olarak dusik ve yuksek dozlarda pregnenolon (P) ve pregnenolon siilfat (PS)
uyguland.

PC-12 hucrelerine tek basina 20 uM AP verildiginde hicre canliliginda kontrole
kiyasla anlamli azalma gézlendi (p=0.000). AP2s-35 peptidi ile es zamanli olarak 0.5 uM P
uygulanan hicrelerin [AB+P(D)] canliliklar1 sadece AB uygulanmis gruba gore istatistiksel
olarak anlaml1 artig gosterdi (p=0.001). Diger yandan A ile birlikte uygulanan 0.5 uM PS, 50
MM P ve 50 uM PS huicrelerin [AB+PS(D), Ap+P(Y) ve AB+PS(Y)] canliliklarinda sadece AP
verilen gruba gore istatistiksel olarak anlamli azalmaya neden oldu (sirastyla p=0.006,
p=0.018, p=0.005) (Sekil 35).

SHSY-5Y hicrelerine 72 saat sireyle 40 uM agrege AB2s.3s uygulanarak istatistiksel
olarak anlaml1 toksisite olusturuldu (p=0.000). Ap ile es zamanli 0.5 uM P uygulanan grupta
[AB+P(D)] hiicre canliliklar: tek basina Ap uygulanmis gruba goére istatistiksel olarak anlamli
artig gosterdi (p=0.002). 0.5 uM PSve 50 uM P AB ile birlikte [AB+PS(D), AB+P(Y)] 72 saat
boyunca hticrelere uygulandiginda ise hiicre canliliklarinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunamad:. Bunun yaninda A ile birlikte 50 uM PS ile muamele edilen [AR+PS(Y)]
hicrelerin canliliklar: tek basina Ap uygulanmis gruba gore istatistiksel olarak anlamli duistk
bulundu ( p=0.023) (Sekil 36).
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Sekil 35: Farkli dozlarda P ve PS uygulamasinin AP.sss toksisitesi Uzerine etkisi.
AB+P/PS(D): 72 saat boyunca 20 uM Apzs.3s ile birlikte 0.5 uM steroid uygulanan hticreler.
AB+P/PS(Y): 72 saat boyunca 20 UM APzs.3s ile 50 uM steroid uygulanan hiicreler.* p<0.005,
**n<0.005, ***p<0.05
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Sekil 36: Farkli dozlarda pregnenolon (P) ve pregnenolon silfat (PS) uygulamasinin ABzs.ss
toksisitesi Uzerine etkisi . AB+P/PS(D): 72 saat boyunca 40 uM agrege ABgs.ss ve 0.5 pM
steroid uygulanan hticreler. AB+P/PS(Y): 72 saat boyunca 40 uM agrege AP2s.3s ile birlikte 50
MM steroid uygulanan hiicreler. *p<0.005, **p<0.005, ***p<0.05
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4.2.3. Steroid sentez inhibisyonunun hicre canhhgina etkis:

P nin PS’ e donusumuni katalizleyen sllfotransferaz enziminin inhibitora 2,4-dikloro-

6-nitrofenol’ in (DCNP) hiicre canlilig: tzerine etkileri incelendi. 50 uM P veya PSile her iki

hiicre hattinda anlaml1 hiicre canliligir azalmasi 6nceki bdlumde gosterilmisti (P ve PS igin
srastyla PC-12 hicrelerinde; p=0.000, p=0.000 ve SHSY-5Y hicrelerinde; p=0.001,

p=0.000).

50 puM P ile es zamanli olarak 1uM DCNP uygulamasinin her iki hticre hattinda hticre

canliligini sadece 50pM P ile muamele edilen gruba gore anlaml: arttirdigi gozlendi (PC-12
hicreleri icin p=0.000 ve SHSY-5Y hicreleri icin p=0.005)
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Sekil 37: DCNP ilave edilmesinin 72 saat
boyunca P (50uM) ile muamele edilen
hicrderin  canliligi  Uzerinde olusturdugu
degisimin degerlendirilmesi. 72 saat boyunca
50uM P veya PS ile muamele edilen PC-12
hiicrderinin canliligr anlamli derecede azald
*p<0.005. 1uM DCNP uygulamast P(Y)
grubuna gére canlilign  anlamli  arttirch
**p<0.05

Sekil 38: DCNP ilave edilmesinin P(50uM)
ile 72 saat muamele edilen hicrderin
canliliginda yarattigi degisimin
degerlendirilmesi. 50uM P veya PSile 72 saat
muamele edilen SHSY-5Y  hicréerinin
canliligi anlamli derecede azaldi *p<0.005.
1uM DCNP uygulamasi P(H) grubuna gore
canliligr anlamlt arttirch **p<0.05



4.2.4. Steroid sentez inhibisyonunun Ap,s.3s peptit toksisites Uzerine etkisi:

Kolesterolden Pe donisiumi  saglayan  P450scc  enziminin  inhibitdrd
aminoglutetimidin (AMG) ApPzs.3s peptit toksisitesinde hiicre canliligi Uzerine etkileri
incelendi. Her iki hiicre hattinda 72 saat slreyle Azs.3s peptidi ile birlikte 0.76 mM AMG
uygulamasinin hticre canliliklarinda sadece A uygulanan gruba goére anlamli artisa neden
oldugu gozlendi.

PC-12 hiicrelerine 72 saat stireyle ABgs.3s peptidi uygulamasi ile olusturulan anlamli
toksisitenin (p=0.000), ABzs.3s peptidi ile birlikte 0.76 MM AMG uygulamasi ile anlamli
azldig1 gozlendi (p=0.024).

SHSY-5Y hicrelerinde de 72. saatin sonunda 40 UM Apzs.3s peptidi ile kontrole
kiyasla anlamli (p=0.000) toksisite olusturulduktan sonra AP ile birlikte 0.76 mM AMG
uygulamasinin da hticre canliligint anlaml1 arttircigi gozlendi (p=0.037).
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Sekil 39: 0.76 mM AMG ilave edilmesinin 72. saatin sonunda PC-12 hiicre hattinda
hicrelerin canliligina ve APsss peptidinin olusturdugu toksisite Uzerine etkilerinin
degerlendirilmesi. * Kontrole gore hticre canliliginda anlaml: artis p<0.005, ** Kontrole gore
hiicre canliliginda anlamli azalma p<0.001, *** AB grubuna gore anlaml: artis p<0.05
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Sekil 40: 0.76 mM AMG ilave edilmesinin 72. saatin sonunda SHSY-5Y hicre hattinda
hicrelerin canliligina ve APsss peptidinin olusturdugu toksisite Uzerine etkilerinin
degerlendirilmesi* Kontrole gore hiicre canliliginda anlamli azalma p<0.001, ** A grubuna

gore anlaml1 hicre canliligr artis1 p<0.05

Aym zamanda P nin PSe donusiumint inhibe eden 2,4-dikloro-6-nitrofenol’ tin
(DCNP) de AB2s-35 peptit toksisitesinde hiicre canlilig: tzerine etkileri her iki hiicre hattinda
incelendi. 72 saat sireyle APgsss peptidi ile birlikte 1uM DCNP uygulamasinin hiicre
canliliklarinda sadece AB, 50 uM PS veya AB ile birlikte yliksek doz PS uygulanan gruplara

gore anlamli artisa neden oldugu gosterildi.

PC12 hiicrelerine 72 saat siireyle ABgs.ss peptidi, AB+PS(Y) veya PS(Y) uygulanmast
sonucu her ¢ grupta kontrole kiyasla ortaya ¢ikan hiicre canliliklarinda anlamli azalma 1uM
DCNP uygulamasi ile tersine donduraldd. AR ile birlikte 1uM DCNP uygulamast hiicre
canliliklarim bu G gruba gore anlamli arttirdi. Sirastyla p=0.011, p=0.05, p=0.02

SHSY-5Y hiicrelerinde de benzer sonug elde edildi. A ile birlikte 1uM DCNP uygulamasi
hticre canliliklarint ABzs.3s peptidi, AB+PS(Y) veya PS(Y) uygulanan gruplara gore anlamli
arttirch. Sirastyla p=0.002, p=0.004, p=0.001
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Sekil 41: 1uM DCNP ilave edilmesinin 72. saatin sonunda PC-12 hiicre hattinda hicrelerin
canliligina ve Afzs.3s peptidinin olusturdugu toksisite Uzerine etkilerinin degerlendirilmesi.
*** Kontrole gore hiicre canliliginda anlamli azalma p<0.05, * AB grubuna** AB+PS(Y)
grubunave ™ PS(Y) grubuna gore anlamli hiicre canliligi artis1 p<0.05
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Sekil 42: 1uM DCNP ilave edilmesinin 72. saatin sonunda SHSY-5Y hiicre hattinda
hicrelerin canliligina ve APsss peptidinin olusturdugu toksisite Uzerine etkilerinin
degerlendirilmesi. *** Kontrole gore hiicre canliliginda anlaml1 azalma p<0.05, * Ap grubuna
F* AB+PS(Y) grubuna ve M PS(Y) grubuna gore anlamli hiicre canlilig: artis1 p<0.05
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BESINCi BOL UM

5. TARTISMA VE SONUCLAR

Alzheimer Hastaligi (AH) selektif noronal hicre 6lumu ile giden geri donlsumsiiz
serebral dejenerasyon ile karakterize bir hastaliktir. Progresif demanslarin en sik nedenidir ve.
bat1 Ulkelerinde 6lum nedenleri arasinda 4. sirada yer almaktadir. Turkiye'de 300-400 bin
civarinda Alzheimer hastasi oldugu ve gen¢ nufusun giderek yaslanacag: bir tlke olarak
Turkiye' de 30-40 yil sonra bu hastaligin en 6nemli saglik sorunu olacag dustunilmektedir [1,
2]. Noronlarin rejenerasyon yetenegi olmadigindan hastalik ortaya gikmadan 6nce koruyucu
vel/veya engelleyici etkin tedavi yontemlerinin gelistirilmesi gerekliligi 6nem kazanmaktadir
[116]. Bu nedenle ndrodegeneratif hastaliklarda n6ron o6limunin  nedenleri  ve
mekanizmalarinin tamamen aydinlatiimasi bir zorunluluk haline gelmistir.

AH patogenezinde belirleyici bir dzellik ndronal dokuda asirt miktarda amiloid beta
(AB) birikimidir [6]. Beyinde AP peptid ¢dzundr, ¢ozinmez formlarda, monomerden yiksek
molekil agirlikli oligomerlere kadar degisen farkli sekillerde hiicre icinde veya hiicre disinda
bulunabilir [46]. Senil plakta ¢cozinmez ekstrasellller depozitler olarak birikiminin hastalik
patogenezinde temel mekanizma olduguna dair artan gorUsler mevcut olsa da. Ap’ nin
indukledigi toksisitenin olusum mekanizmast kesin olarak bilinmemektedir.

AB2s3s AH modeli olusturulurken siklikla kullamlan AB formudur [117].Amfipatik
Ozellige sahip ABi1-42 peptidin C-terminaldeki 12-14 aminoasitlik kismi oldukca hidrofobik
olup N-terminal kisim hidrofiliktir. 11 aminoasitlik ABzs.3s fragmant ABi-42'nin hidrofobik
fonksiyonel kismina lokalize C-terminal pargasidir [118]. AH olanlarin beyinlerinde AB2s.3s
antijeninin varlig1 ve fibriler olmayan, ¢ozunir ve toksik olmayan APi4o ‘1n beyin proteaz
bagimli olarak fibriler, toksik Apgsas fragmanina donustigl yapilan calismalarla rapor
edilmistir [119]. Bu bilgiler de AH ile iliskili mekanizmalarin hayvan modellerinde veya
hicre hatlarinda arastirilirken APasss kullamminin sebebini  desteklemektedir. Bizim
calismamizda da néronal toksisite ajam olarak sentetik Apas.ss peptidi kullamlmistir. Elde
ettigimiz sonuclar daha 6nceki calismalarda gosterilmis olan AB2s.3s peptidinin hiicre canlilig:
Uzerine toksik etkilerini destekler niteliktedir.

Calismamizda Apzs.3s peptidinin ndronal dokuda olasi etkilerini inceleyebilmek icgin
hticre hatt1 olarak, deneysel AH modeli ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilan néroendokrin
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Ozellige sahip kromaffin hicrelerden gelismis sican feokromasitoma (PC-12) [120] ve
norosteroidogenik enzimleri icerdigi ve néroseroidleri Uretebildikleri énceki calismalarla
gogterilmis olan insan ndroblastoma (SHSY-5Y) hiicre hatlar: kullamlmstir [99].

AP2s.3s peptidi ile her iki hiicre hattinda ndronal toksisite olusturmak icin hangi
miktarda ve ne kadar slire Azs.35 uygulanacagina ait veriler literattirde incelendiginde farkl
arastirmacilar tarafindan farkli doz ve sireler bildirilmistir. Jang JH ve ark. 2003 te
yayinladiklart makalelerinde, PC-12 hicrelerini 50uM Apzs.3s ile 36 saat boyunca inkibe
etmenin faz-kontrast mikroskopta hiicre morfolojisini degistirdigini bildirmislerdir [121].
Peng QL ve ark. (2002) ‘' pycnogenol’’ tin néronlar Uzerine koruyucu etkilerini arastirdiklar:
calismalarinda ndrotoksisiteyi PC-12 hiicre hattina 24 saat siireyle 10, 20, 40, 60uM (37°C’de
gece boyu agrege edilen) AP.sss uygulayarak gerceklestirmislerdir. Bu arastirmacilar
norotoksisiteyi MTT rediksiyonu, LDH salimmi yontemlerini kullanarak ve apoptotik hiicre
sayisi oranmnt belirleyerek degerlendirdiklerinde 24 saatin sonunda 10, 20, 40, 60pM AB2s.3s
‘in kontrole kiyasla anlaml1 toksisite yaptigini gostermislerdir [120].

SHSY-5Y hucrelerini Kelicen P. ve ark. (2006) 10 pM non-agrege Afzsss ile
muamele ederek hiicre canliligim 24. saatin sonunda %60 a distrmuUslerdir [122]. Blasko |.
ve ark. (1997) TNF-o'mn Apzsss ‘in indikledigi apoptozisi arttirdigint  gosterdikleri
calisgmalarinda insan noroblastoma hicrelerine (SK-N-SH) uygulama o©ncesi agrege
edilmemis 10 pg/mL konsantrasyonda (~9.43 pM) AP2sss peptidini 72 saat Slreyle
uygulayarak toksisiteyi akis sitometresi ile degerlendirdiklerinde kontrole kiyasla anlamli
apoptoz artisim gostermislerdir [123]. Wel W.ve ark. (2002) SHSY-5Y hiicre hattinda 20uM
AP1-a0 ,AP1-a2, AP2535, AP17-a0 Ve AP17.42 fragmanlarim kullanarak 48 saatin sonunda ortaya
cikan toksik etkileri degerlendirmisler ve kontrol ile karsilastirildiginda 37°C’'de 24 saat
siireyle agrege edilen Apzs.3s peptidinin istatistiksel olarak en yiksek anlamliliktaki toksisiteyi
olusturdugunu gostermislerdir [124]. Schaeffer V. ve ark (2008) SHSY-5Y hiicre hattinda Ap
peptidinin norosteroidogenez Uzerine doza bagli ve dizi sensitif etkilerini inceledikleri
calismalarinda 37°C'de 24 saat sireyle agrege edilen ABgs.ss'in 12 uM’lik dozu ile MTT
rediiksiyonu sonuglarina gore kontrole kiyasla anlamli toksisite elde etmislerdir [99]. Zhang
S. ve ark. 2009 da, “Indirubin-3’-monoxime’’in SHSY-5Y hicrelerinde AB nérotoksisitesini
engelledigini bildirdikleri makalelerinde. toksisite olusturmak amaciyla kullandiklart ABgs.ss'i
7 gun sureyle 37°C’'de agrege etmisler ve daha sonra 10, 20, 30, 40, 50 uM gibi degisen
dozlarda 48 saat boyunca hiicrelere uygulayarak toksisiteyi degerlendirmislerdir. 10, 20, 30
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MM AP2s3s uygulanan grupta hiicre canliliginda kontrole gore anlamli azalma gozlenmis
ancak 40 ve 50 pM Apzs.3s uygulanan gruplarda daha yuksek anlamlilikta toksisite
olusturmuglardir [125].

Tez calismamizda AP,s.3s toksisitesini olusturmak icin mevceut literattr verilerini de
g6z Online alarak doz ve inkuibasyon stirelerini optimize etmek amaciyla 6n deneyler yapildi.

PC-12 hicrelerine 24, 48, 72 saat sireyle 20uM ABzs.35 uygulayip hticre canliliklarim
degerlendirdigimizde ApB verilen grupta 48. ve 72. saatlerin sonunda kontrole gore anlamli
canlilik azalmasi gozlendi (p<0.05) (Sekil 24A).

SHSY-5Y hicrelerine 20uM non-agrege Apzs-3s uyguladigimizda 72.saatin sonunda
Kelicen P. ve ark ile Blasko I. ve ark.’nin bulgularinin aksine hem Ap2s.35 dozu hem de
inktibasyon siresi arttirilmis olmasina ragmen yeterli oranda hiicre canliliginda azalma elde
edilemedi (hlcre canliligi ancak %76.9'a dusurdlebildi). 10-100 pM arasinda degisen
dozlarda AP uygulayarak doz egrisi yapildiginda ise doz artisi ile orantili toksisite artisi
gbzlenmedi. Bu sonuclara dayanarak uygulama oncesinde AB2s.3s peptidini 37°C de inkibe
ederek agrege etme yoluna gidildi.

AP toksisitesi icin 24-168 saat arasinda degisen agregasyon sureleri kullamlmistir [99,
124, 125]. Calismamizda 24-312 saat arasinda degisen farkli stirelerde inkibe ederek agrege
ettigimiz Ap’larn toksisite olusturmak U(zere hicrelere uygulachigimizda toksisitenin
agregasyonsuz Af’lara gore daha fazla gelistigi belirlendi. Diger taraftan agregasyon siresini
24 saatten 72 saate uzatmak hiicre canliliklarindaki azalmay: attirdi ancak agregasyon suresini
72 saat Uzerine gikarmak toksisitede anlamli degisiklikler yaratmadh.

SHSY-5Y hicrelerine 24, 48, 72 saat slreyle 40uM agrege APa2s.3s uygulayip hiicre
canliliklarim degerlendirdigimizde AB verilen grupta 48. ve 72. saatlerin sonunda kontrole
gore anlamli azalma gozlendi (p<0.05) (Sekil 25).

AP35 toksisitesinin norosteroid metabolizmas: ile iliskisini degerlendirmek icin
anlaml1 néron 6lumiine yol agan PC-12 hucreleri igin non-agrege 20 uM, SHSY-5Y hucreleri
icin 72 saat sureyle 37°C’'de agrege edilmis 40uM Azs.3s ‘min hicrelere 72 saat sire ile

muamele edilmesinin uygun olacagi sonucuna varild.
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Norogeroidlerin sinir sisteminde de novo sentezinin varhigimn tanimlanmasindan
sonra arastirmacilar, bu NS'ler ile noronlarin yasamsal fonksiyonlari arasindaki iliskiyi
arastirmiglar [21, 24] ve ayrica Ab ile indiklenen norotoksisite durumunda ortaya ¢ikan NS
dizeyi degisimlerini de incelemislerdir [99]. Bunun yamt swra néronal dokuda P
konsantrasyonunun iskemik hasar, oksidatif stres ve glutamatin yam sira Ab ile indiklenen
norotoksisite durumunda degisime ugrachgi gosterilmistir [15, 95]. Ancak PS ve Ab iliskisi

gunumuizde hentiz agikliga kavusmamustir.

Bizim calismamizin sonuglarina gore 20/40 pM APxsss  ile 72 saat sureyle
muamelenin her iki néronal hiicre hattinda P sentezini anlaml: arttirdig: (p<0.05), PS sentezini
ise azaltma egiliminde oldugu gosterildi (Sekil 26-29). TUm steroid hormonlarin éncllt olan
P'nin konsantrasyonundaki artis diger steroidlerin miktarindaki degisim ile yakin iliskide
olabilir. Bununla ilgili olarak 2008 yilinda Schaeffer V. ve ark.’nin yaptigi SHSY-5Y hicre
hattinda Ap peptidinin norosteroidogenez Uzerine doza bagli ve dizi sensitif etkilerini
inceledikleri calismayla APzsss ile ABia2’'nin progesteron vel/veya Ostradiol diizeylerinde
degisiklik yarattigi ancak testosteron ve 3a-androstanediol dizeylerinde degisime yol
acmadig1 ortaya konulmustur, ayrica APgsss' nin prekirsor olarak verilen pregnenolondan
progesterona donusimi kontrole gore anlamli azalttigi gosterilmistir. [99]. Calismamizin
bulgulart bu arastrmacilarin - yayinlamis  olduklari ¢alismanin - sonucglarimt  destekler
niteliktedir. Diger taraftan ¢alismamizda PS sentezinde belirlenen azalma egilimi ise AH olan
kisilerin beyin kortekslerindeki PS duzeyleri ile Ap peptid dizeylerinin  negatif
korelasyonunun gosterildigi calisma ile uyumlu gortulmektedir [96]. AP min tetikledigi P de
belirlenen artis, PS ile korele degildir. Bu bulgu Ap toksisitesinde konsantrasyonu artmis
P'nin metabolik olarak sllfotransferaz yoluna degil, diger steroid hormonlarin sentezlendigi
basamaklara yonelme egiliminde oldugunu distindirmektedir.

PS rodent modellerinde 6grenme ve hafiza Gzerine olumlu etki gosteren 6nemli bir
noroaktif steroidtir [92]. Sinir sisteminde aktif ndrotransmiter rolti oynayan PS diger bazi
NAS lar gibi genomik olmayan etkilerini GABAA, NMDA, sigma 1 gibi gesitli reseptorleri ve
bir gok ligand-kapil1 ve voltaj bagimli iyon kanallarinm diizenleyerek gergeklestirmektedir [83,
87, 93]. Noromodulator ozellige de sahip olan NAS'lar pek cok beyin fonksiyonunu
diizenleyen ndron-ndron haberlesmesini aktive veya inaktive edebilmektedirler [84].
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NS'ler ile norogelisimsel, psikiyatrik yada davramssal bozukluklar ve nérodejeneratif
hastaliklar arasindaki iliskiyi inceleyen calismalarda NS'lerin yoklugunun veya azalmis
konsantrasyonlarinin bu bozukluklara yol actigi vurgulanmis ve bu bilesikler ile tedavinin de
ndrogenezi, ndronal yasam suresini, miyelinizasyonu, hafizada artis1 ve norotoksisitede
azalmay1 saglayabilecekleri gosterilmistir [79].

PS, DHEAS gibi dogal bir eksitatér olup fizyolojik konsantrasyonlarda GABA’ nin
etkisini inhibe etmektedir [77]. PS nin yuksek konsantrasyonu NMDA reseptdrlerini uyararak
eksitator etkiyi guclendirmektedir. Aymi zamanda PS sigma-1 ters agonist etkilidir [77]. PS'1n
kilture rat hipokampal néronlarinda NMDA'’ nin aktifledigi akimi guclendirdigi GABA iliskili
akimt inhibe ettigi Bowlby M.R. ve ark. (1993), Irwin R.P. ve ark. (1994) tarafindan yapilan
calismalar ile gosterilmistir. Beynin dgrenme ve hafiza ile ilgili alam olan hippokampusta PS
lokal bir mediatér gibi davramp glutamat bagimli noéronal uyarilabilirlige katkida
bulunmaktadir [69].

AH’daki noronal hasardan AP peptit toksisitess ve NMDA reseptorlerini kullanan
eksitotoksisite sorumlu tutulmaktacir [97]. Eksitotoksisite; SSS'de ana eksitator
ndrotransmitter olan glutamatin reseptorlerinin anormal aktivasyonunun ortaya ¢ikardigi
hicre hasarin1 tammlamaktadir. Glutamat, 6grenme ve bellek ile ilgili olaylarda rol oynayan
eksitator bir aminoasit olup dzellikle NMDA reseptorlerine baglanarak etki gosterir. Ayrica
AMPA ve kainat reseptorlerine de baglanabilir. AH’da hippokampus, assosiasyon kortikal
alanlarda glutamatin  yuksek konsantrasyonlarda bulunmast nérodejenerasyona yol
acabilmektedir [98].

Sinir dokusunda P ve PS i¢in fizyolojik diizey 1uM ve alt1 olarak tanimlanmustir [79].
Calismamizda ELISA yontemi ile elde ettigimiz hicre ici P ve PS duizeyleri nM
konsantrasyonda yani fizyolojik siirlar icinde bulunmustur. PSnin mikromolar
konsantrasyonlar: ile NMDA reseptor aktivasyonunun gerceklestigi goz onini alindiginda
nM konsantrasyonlarda PS nin NMDA reseptorlerini uyararak eksitotoksisiteye neden olmasi
beklenmeyen bir durumdur. Diger taraftan Synder Z. ve ark.’1 AB’nin NMDA reseptor
duyarliligim arttirdigint gostermislerdir [97, 126]. Bu konunun agikliga kavusmasi icin daha
ileri calismalaraihtiyag vardr.

Pregnenolon (P) da PS gibi eksitatdr bir NS olup [79] rodent modellerinde
noroprotektif etkili oldugu [94, 95], kognitif fonksiyonlari guclendirdigi [127], GABA
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reseptor antagonistik etkili [94] oldugu bildirilmektedir. Ogrenme ve hafiza tizerine olumlu
etkiler gosteren P'nin in vitro calismalarda AP toksisitesine kars1 koruyucu olduguna dair
yaygin bir gorUs ortaya ¢cikmis [94, 128-130] olsa da bunun tersini savunan calismalar da

mevcuttur.

Guarneri P. ve ark. (1998) izole rat retina hiicrelerine 1-100 uM arasinda degisen
konsantrasyonlarda NMDA uygulayarak NMDA reseptorleri  tarafindan  uyarilan
eksitotoksisite yaratmuslardir ve daha sonra P ve PS diizeylerini degerlendirdiklerinde NMDA
bagimli NS sentez stimilasyonu oldugunu belirtmislerdir. Bu ¢alisma ile P ve PS sentezinin
noronal apoptozun erken bir kamti oldugu ileri sirdlmis ve bu NS'lerin sentezinin
inhibisyonunun darat retinasinda eksitotoksisiteyi azalttigi gosterilmis. [21]

Weaver ve ark (1998), Yaghoubi ve ark (1998), Shirakawa ve ark (2002) tarafindan
yayinlanan farkli calismalarda, PS'nin NMDA reseptorlerini pozitif diuzenleyerek NMDA
“min indikledigi norotoksisiteyi siddetlendirdigi belirtilmistir [98].

Cascio C. ve ark.’min 2000 ve 2002 yillarinda yaptiklar: ¢alismalarla PS nin rat retina
hiicreleri icin dogal bir eksitotoksin oldugu ve 50 pM PS tarafindan indiklenen hicre
Olumintn NMDA reseptor antagonistlerince azaltilabildigi gosterilmistir [24, 25].

AP’ min norotoksik etkilerini farkli metabolik siregleri kullanarak hiicre ici Ca™
arttirma yoluyla gosterdigi ileri sirilmektedir [46]. Kato-Negishi M. ve ark. (2008) yaptiklar:
calismada rat hippokampal néronlarinda Ap’ nin tetikledigi hiicre ici Ca™ artisginin P, DHEA,
DHEAS ile bloke edilebildigi gbsterilmistir [131]. Waters ve ark. (1997) yaptiklar: calismada
renal proximal tip hucrelerinde antimycin A ile mitokondrial inhibisyon sonucu ortaya gikan
hipoksinin olusturdugu hicre hasarinda P ve DHEASin sitoprotektif etkili oldugunu
gostermislerdir [130].

Bizim ¢aligmamizda P ve PS nin suprafizyolojik(>1 puM) konsantrasyonlari noronal
karakterli hucrelerin canliliklarim azaltmis, bunun yaninda fizyolojik konsantrasyonlarda (<1
MM) 72 saate kadar toksik etki gostermemislerdir (Sekil 30, 31). Sonug olarak yiuksek P veya
PS sentezinin ndronal htcre canliliginda negatif yonde kritik bir role sahip olabilecegi
distndlebilir. 50 uM PS ile elde ettigimiz sonuclarimiz Cascio C. ve ark.’mn 2000 ve 2002

yillarinda yaptiklar: galismalar: destekler nitelikte olup anlamli hiicre canliligi azalmasina
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neden olmustur. Bunun yan sira 50 uM P de her iki hiicre hattinda anlamli hticre canliligi
azalmasina neden olmustur. (p<0.05) (Sekil 32, 33).

Calismamizda P’ nin doz bagiml1 olarak AP’ 1n indikledigi hticre 6luminden néronlart
korudugu gosterilmistir. Ap ile birlikte 0.5 pM P uygulanmasi AP toksisitesini her iki hiicre
hattinda anlamli azaltirken p<0.05, 50 uM P uygulamas: ise AP toksisitesini PC-12
hicrelerinde anlamli siddetlendirmis p<0.05, SHSY-5Y hiicrelerinde ise istatistiksel olarak
anlamli olmasa da toksisiteyi arttirmistir (Sekil 35, 36). Pek ¢ok calismada koruyucu kabul
edilen P’ nin doza bagiml1 gorulen bu etkisi ilgi ¢ekicidir.

Gursoy E. ve ark.”min 2001 yilinda yayinlamis olduklar: ¢alismada 0.5 pM P nin fare
hippokampal hiicre hattin1 (HT-22) norotoksinlere (glutamat ve Apzs.3s) karst 24 saate kadar
korudugu gosterilmistir [94]. Arastrmacilar steroidlerin bu etkisini C3 pozisyonunda OH
grubu tasiyor olmalarina baglamislar ve dolayisiyla P,6stradiol ve DHEA’ min ndroprotektif
steroidler olduklarim belirtmiglerdir. Bizim c¢alismamizda da Gursoy ve ark.’larinin
sonuglarina benzer sekilde 0.5 pM P'nin her iki hiicre hattint Ap toksisitesine kars1 72 saate
kadar korudugu gosterildi.

NS sentezinin inhibisyonunun APsss peptit  toksisitesi  Uzerine  etkisi
degerlendirildiginde ilk olarak kolesterolden P'e donisiimi saglayan P450scc enziminin
inhibitori  aminoglutetimidin (AMG) A toksisitesinde hiicre canliligi Uzerine etkileri

incelendi.

Shirakawa H. ve ark. (2006) yaptiklar1 calismada 100-1000 uM AMG uygulamasinin
kortikal noronlarda 20 uM NMDA ile olusturulan eksitotoksisiteye ve kimyasal gjanlar ile
olusturulan iskemi Uzerine etkilerini incelemiglerdir. 300 UM ve Uzerindeki dozlarda AMG
uygulamasinin NMDA'’'nin ve iskeminin indikledigi hicre olumint anlamli azalttigim
gogermislerdir. AMG'nin bu noroprotektif etkisini steroid sentez inhibisyonu yoluyla
gerceklestirip gergeklestirmedigini gosterebilmek amaciyla disaridan pregnenolon, 6stron, 17-
B Odradiol ve ostriol uyguladiklarinda ise bu etkinin tersine donmedigini, AMG nin
noroprotektif etkisinin steroid sentez inhibisyonundan bagimsiz farkli mekanizmalar ile
gerceklestigini belirtmiglerdir. Ayrica tek basina 1000 uM AMG uygulamasinin kortikal
ndronlarda kontrole kiyasla hiicre canliliginda anlamli bir degisiklik yaratmadigimi da

gogtermislerdir [98].
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Calismamizda 0.76 mM AMG'in 72. saatin sonunda PC-12 hiicre canliliginda kontrole
gore anlamli bir artisa yol actigi, SHSY-5Y hicrelerinde ise anlamli bir degisiklik
yaratmadhigi gozlendi. Ayrica her iki hiicre hattinda Apzs.3s peptidi ile birlikte es zamanli 0.76
mM AMG uygulamasinin AP toksisitesini anlamli azalttigi gosterildi (p<0.05) (Sekil 39,40).
Bu sonuglar, AMG'in in vitro olusturulan norotoksisiteye kars1 noroprotektif etkili oldugunu
vurgulayan Shirakawa H. ve ark.'min bulgularim destekler niteliktedir. AMG’in bu
noroprotektif etkisinin sadece steroid metabolizmas: Gizerine olan inhibisyonu ile iliskili olup
olmadhg: ileri arastirmalara ihtiyag gbsteren bir konudur.

P den PS e dontsimu inhibe eden DCNP' nin A toksisitesinde hticre canliligr Gzerine
etkilerini inceledigimizde de AMG ile elde ettigimiz sonuclara paralel sonuclar elde edildi. 72
saat streyle ABas.3s peptidi ile birlikte 1uM DCNP uygulamasinin, sadece A, 50 uM PS veya
AB ile birlikte yuksek doz PS uygulanan gruplara gore hticre canliliklarinda anlamli artisa
neden oldugu gosterildi (p<0.05) (Sekil 41, 42).

Su ana kadar bizim ulasabildigimiz literatirler arasinda AMG ve DCNP nin AP
toksisitesi Uzerine etkilerini inceleyen herhangi bir calismaya ulasilamamstir. Bu nedenle
¢alismamiz hem insan hem de sigan kaynakli iki farkli ndronal karakterli hiicre hattinda ABgs.
35 peptidi ile olusturulan norotoksisiteye karst AMG’ nin ve DCNP' nin koruyucu etkilerinin
gogerildigi ilk calisma olmasi agisindan da 6nemlidir.

Miller A. ve ark. (1987), Alshowaier |.A. ve ark. (1999) calismalarinda AMG’ nin
ABD’de metastatik meme kanseri gibi hormon bagimli malign tumdrt olan hastalarin
tedavisinde (agiz yolu ile) kullanildigin bildirmislerdir [132, 133]. Hayvan modeli ile yapilan
bir baska calisma ile [**C] isaretli AMG'nin farelere sistemik uygulanmasindan sonra
AMG ' nin beyin dokusunda birikebildigi gosterilmistir [134]. Bu bilgiler ve tez ¢alismamizin
sonuclarinin 1siginda sinir sistemine penetre olabilen AMG ve DCNP analoglarinin
gelistirilmesi ve bunlarin AB‘a bagli norodejeneratif degisiklerin dnlenmesinde kullanilmas:
dusundlebilir.

AH patofizyolojisinde buyuk éneme sahip AB ‘nin indikledigi toksisite siireci ve NS
sentezi arasindaki iligki in vitro ¢alismalarla incelendigi gibi in vivo hayvanlar ve insanlar
Uzerinde yapilan ¢esitli calismalar ile de agikliga kavusturulmaya calisilmstir.
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Beynin 6grenme ve hafiza ile ilgili alam olan hippokampusta PS bolgesel bir mediator
gibi davramp glutamat bagimli noronal uyarilabilirlige katkida bulunur [69]. Sicanlarda
hippokampustaki PS konsantrasyonunun bellek performans: ile korele oldugu ve ayrica
NMDA antagonistlerince indiklenen hafiza bozuklugunun intraserebroventrikiler PS
enjeksiyonu ile duzeltilebildigi gosterilmistir [92]. Diger taraftan AH’ 1 hastalarin postmortem
beyin dokularinda olcilen NS dizeyleri ile AH arasindaki korelasyonun gosterildigi
calismada kontroller ile kiyaslandiginda AH’l1 hastalarin beyin DHEA dizeyleri yiksek,
allopregnenolon dizeyleri ise distk bulunmustur [135].

Naylor J.C. ve ark.”mn 2008 yilinda 25 AH olan hasta ve 16 kisilik kontrol Gzerinde
yapmis olduklar: ¢alismada ayni kisilerin hem BOS hem de temporal korteks DHEA ve P
duzeylerini GC/MS ile belirlemislerdir. BOS DHEA duzeyleri ile temporal korteks DHEA
diizeylerini ve noropatolojik hastalik evresini pozitif korele bulmuglardir. Ancak BOS P
diizeyleri ile temporal korteks P diizeyleri pozitif korele iken BOS P diizeyleri noropatolojik
hastalik evresi ile korele olma egilimi gostermistir. Kontrol ile kiyaslandiginda AH’ |1
hastalarin BOS DHEA duzeyleri anlamli yuksek, P dizeyleri ise yuksek olma egiliminde
bulunmustur. Sonug olarak insanlarda BOS NS duizeyleri beyin NS dizeyleri ile korele ise bu
molekillerin BOS gibi elde edilmesi ¢okta zor olmayan vicut 6rneklerinde tayin edilmesinin
AH’nin erken tanisinda faydal1 olabilecegi disuntlebilir [136].

Calismamizda kullandigimiz analiz yontemleri degerlendirildiginde; P duzeyleri
ELISA ve HPLC yontemi ile analiz edildi. PS diizeyleri ise solvolizis isleminden sonra stilfat
grubu kopartilarak toplam P dizeyi Uzerinden indirekt olarak belirlendi. Bu sekilde PS
dizeyini indirekt yolla belirlemis olmamiz calismamizin en oOnemli kisitliligir gibi
gorunmektedir. Diger taraftan kullandigimiz ELISA analiz yonteminin kesinligi ¢calisma igi
%2.96 ve calismalar arasi %16.38'dir ve HPLC yontemi ile elde edilen sonuclara gore daha
diistik olmakla birlikte (%bias=%2.49) iyi korelasyon géstermistir (r>=0.725).

Bunun yam sira olusturdugumuz deney modellerindeki hiicre canliliklarim
degerlendirirken MTT rediksiyonu, LDH salinim ve akis sitometre ile apoptoz tayini
yontemleri kullamildi. LDH salimmi sadece PC-12 hiicre hattinda yuzde hicre 6lUumanun
belirlenmesinde kullanilabildi. SHSY-5Y hicrelerinin degerlendirilmesinde kullanilamama

sebebi bu hicrelerin buyumes igin kullandigimiz ortamin  (DMEM) piruvat igeriyor
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olmasidir. Ayn: zamanda PC-12 hiicrelerinde MTT verilerine gore yizde canliligin A verilen
grupta 48 ve 72. saatin sonunda kontrole gére anlamli azaldigi, LDH salimmina gore ise
yuzde hicre 6liuminun ancak 72.saatin sonunda anlamli arttigi (p<0.05) gbzlendi (Sekil 24).
24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonunda kontrole kiyasla hiicre 6lumunde anlamli artis
saptanamadi. Bu sonug PC-12 hiicrelerinde LDH 6lgimunin, erken hasarin belirlenmesi igin
uygun bir yontem olmadig1 gostermektedir.

Bizim deneysel modelimizde AP toksisitesini saptamada MTT rediksiyonu yontemi
LDH salimmina gore daha sensitif bulundu. PC-12 hiicreleri eksojen herhangi bir ajan
verilmese bile yuksek miktarda LDH salimmu yapabilen hiicreler oldugu igin kullandigimiz
LDH kiti ile 6lgiim yaparken deteksiyon limiti iginde LDH aktivitelerini 6lgebilmek amaciyla
hiicre slpernatantlar1 /10 oraminda dilUe edilerek kullamilmistir. Ayrica PC-12 hiicreleri sican
feokromasitoma hicrelerinden koken almaktadir ve bilindigi gibi neoplastik hcreler
anaerobik glikolize adapte olmuslardir [137]. Bu nedenle bu yolun enzimlerinden piruvati
laktata donlsturen enzim olan LDH, hicre iginde artmisg diizeylerde bulunmaktadir. Sonug
olarak PC-12 hucrelerinden spontan olarak ortama salinan LDH miktarida zaten yuksek
olacaktir.

Ayrica calismamizda kullandigimiz bir diger yontem olan akis sitometre ile
apoptoz/nekroz tayini her iki hiicre hattindaki hiicrelerin aderan 6zellik gosteriyor olmalari
nedeniyle oldukga gu¢ gerceklestirildi. Olusturulan deney kosullarinda inkiibasyon siuresi
tamamlandiginda ylUzeye yapishis halde bulunan hicreler, membranlarina zarar vermeden
tripsin ile kultdr kaplarindan kaldirip stispansiyon haline getirildi ve apoptoz tayini yapildi.
Ancak bu asamada hicrelerin membran yapilarimin bozulmas: kontrol grubundaki apoptoz
oranlarinin da beklenenden yuiksek bulunmasina neden oldu. Aderan 6zellik gosteren hticre
hatlarinda apoptoz/nekroz tayini yapilirken karsilasilan bu tir yontemsel zorluklar da dikkate
alinmalidir.
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Sonug olarak bu tez calismasi ile ndronal hicrelerde P ve PS sentezi lizerine A’ nin
etkili bir faktor oldugu ve bu steroidlerin sentez inhibitdrlerinin kullamlmas: ile Ap
toksisitesinin Onlenebildigi gosterilmistir. AH patofizyolojisinde buylk oneme sahip AB ‘nin
indukledigi toksisite sireci ve NS sentezi arasinda gosterdigimiz bu iligkinin molekiler
temellerinin agikliga kavusturulmast ve yeni noroprotektif ajanlarin gelistirilebilmesi icin
hiicre kulturt calismalarina ek olarak daha ileri in vivo hayvan ve insan ¢alisgmalarina ihtiyag

oldugu dustunilmektedir.
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