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1 OZET

PC12 HUCRELERINDE AMILOIiD B’NIN OLUSTURDUGU KASPAZ-S
AKTiVASYONUNA ERITROPOETININ ETKIiSi

Amag: Alzheimer Hastalifi, merkezi sinir sisteminin dejenerasyonu ve néron kaybi ile
karakterize olan norodejeneratif bir hastaliktir. Alzheimer Hastalidi’nin ndropatolojisinde hiicre dist
amiloid plaklarinin ve hiicre i¢i norofibriler yumaklarin gozlendii yaygin néronal yikim
sozkonusudur. Noron Oliimiiniin apoptozis yolu ile gergeklestigi bilinmektedir. Bu nedenle hiicre
kiiltiirii deney modellerinde néronlar1 apoptotik Sliimden koruyabilecek ajanlarin test edilmesinin,
Alzheimer Hastalig1 i¢in uygulanabilecek etkin tedavi yontemlerinin bulunmasina katkisi olabilir.
Eritropoetinin degisik hasar modellerinde noroprotektif etkisi gosterilmistir. Amiloid B peptidinin
neden oldugu ndron &liimii modelinde eritropoetin uygulanmasinin, kaspaz kaskadinin aktivasyonu,

ndronal apoptoz ve oksidatif stres iizerine etkisinin degerlendirilmesi amaglanmis ve planlanmugtir.

Gere¢ ve Yontemler: Bu tez calismasinda apoptotik néron o&liimii modeli sigan
feokromasitoma hiicre hatt1 ortamma amiloid B peptidi (3s35) fragmani uygulanarak olusturuldu.
Noronal hasarin ve eritropoetinin olasi koruyucu etkinliginin degerlendirilmesinde 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyltetrazolium bromiir rediiksiyonu ve trypan mavisi ile boyama
testleri kullanildi. Apoptotik hiicre Sliimiiniin degerlendirilmesinde ise apostain immiinofloresan
boyama yontemi kullanildi. Kaspaz-8 aktivasyonu western blotting yéntemi ile degerlendirildi. Hiicre

kiiltiir ortaminin nitrik oksit dlgtimleri ise “Nitric oxide colorimetrik assay” kiti kullanilarak yapildi.

Bulgular: Sigan feokromasitoma hiicre hattinda, amiloid p peptidinin neden oldugu apoptotik
ndron Olimii modelinde eritropoetin uygulanmas: hiicre canlilifini koruyucu etki gostermistir.
Apostain immiinofloresan boyama ySntemi ise apoptotik hiicre oliimiinii azaltici etkisi oldugunu
gostermistir. Western blotting yontemi ise, eritropoetin uygulanmasinin apoptotik hiicre Sliimiiniin
aracilarindan biri olan kaspaz-8 aktivasyonunu azaltici etkisi oldugunu gostermistir. Gruplar arasinda

nitrik oksit diizeyleri agisindan anlamli farklilik gézlenmemistir.

Sonuglar: Eritropoetin’in, amiloid B peptidinin neden oldugu norotoksisitede hiicre canlihigini
koruyucu etkisinin oldufu ve apoptozu baslatict rol oynayan kaspaz-8 aktivasyonunu azaltarak
ndronal apoptozu azalttifi g6sterilmistir. Bu sonuglar bize eritropoetinin Alzheimer Hastalifi’nda

gbzlenen amiloid 3 nérotoksisitesinin sagaltiminda yer alabilecegini diistindiirmiistiir.



THE EFFECT OF ERYTHROPOIETIN
INDUCED BY AMYLOID B IN PC12 CELLS

ON CASPASE-8 ACTIVATION

Aim of the study : Alzheimer’s Disease is a neurodegenerative disorder characterized
by central nervous system degeneration and neuronal loss. The neuropathological hallmark of
Alzheimer’s Disease includes widespread neuronal loss, extracellular amyloid plaques and
intracellular neurofibrillary tangles. Evidence suggests that this neuronal loss occurs through
apoptosis. Therefore, determining the agents that may prevent neuronal death in experimental
cell culture models in vitro might contribute to establish effective treatment strategies for
Alzheimer’s Disease. It has been shown that in various models erythropoietin has a
neuroprotective effect. Evaluation of the impact of erythropoietin administration on caspase
cascade, neuronal apoptosis and the oxidative stress in the neuronal death model induced by

amyloid B peptide is aimed and planned.

Material and methods : In this study, apoptotic neuronal death was induced in PC12
cells by the administration of amyloid P(s.3s) peptide fragment. In evaluating levels of
neuronal injury and the potential protective effect of erythropoietin, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide reduction cell viability assay and trypan blue exclusion
were performed. Apostain immunofluorescein staining has been used for the evaluation of
apoptotic cell death. Caspase-8 activation was evaluated by western blotting method. Nitric

oxide levels of cell culture medium is measured using nitric oxide colorimetric assay kit.

Results : Erythropoietin administration was shown to protective effect on cell viability
in amyloid B induced neuronal cell death. Apostain immunofluorescein staining revealed that
erythropoietin had an anti-apoptotic effect in this experimental model. A reduction in caspase-
8 activation was observed after erythropoietin administration. No significant difference was

observed in nitric oxide levels between experimental groups.

Conclusion: Erythropoietin was demonstrated to have a cell protective effect in
neurotoxicity induced by amyloid B peptide and to diminish the apoptosis by decreasing
activation of caspase-8 which promotes apoptosis. This results suggest that erythropoietin

may have a role in management of amyloid B peptide neurotoxicity in Alzheimer’s Disease.




Merkezi sinir sisteminin (MSS) kronik dejeneratif hastaliklarinda, n6éron 6liimii ile
birlikte baglica gri cevher hasari, miyelin kayb1 ve oligodendrosit 6liimii ile birlikte beyaz
cevher etkilenmesi gézlenmektedir. MSS’nin dejenerasyonu ve néron kaybi ile karakterize
olan ve progresif demanslarin biiyiik bir kisminin nedeni olan Alzheimer Hastaligi (AH), bat1
iilkelerinde Oliim nedenleri arasinda dordiincii sirada yer almakta ve tiim diinyada 20
milyonun tizerinde kisiyi etkilemektedir. AH, yas ile iligkili, progresif ilerleme gosteren,
hafiza kayb1 ile sonuclanan geri donligsliz beyin hastaliidir ve 65 yas lizerinde gbzlenen
demansin en sik nedenidir. 65 yasindan sonraki her 5 yilda prevalans ikiye katlanir ve 85 yas
tizeri en riskli gruptur. Ozellikle gelismis bati filkelerinde yasam siiresinde ve hastaligin
goriilme sikliginda ortaya ¢ikan artis AH’'m toplum ve aileler i¢in sosyal ve ekonomik
problem haline getirmektedir. Amerika Birlesik Devletleri’nde 4 milyondan fazla AH olgusu
bulundugu ve bu hastalarin saglik ve bakim harcamalarinin yilda 100 milyar dolarin {izerinde
oldugu bildirilmektedir. Bu nedenle AH’nda ndéron Oliimiiniin kesin mekanizmalarinin
anlagilmasi, néron kaybim onleyebilecek ajanlarin belirlenmesi ve dolayis: ile hastaliktan
koruyucu ve tedavi edici yontemlerin bulunmasi en 6nemli hedef haline gelmistir.(1)

MSS’nin nérodejeneratif hastaliklarinda; genetik ve gevresel faktorler, inflamatuvar
stiregler, glutamat ve amiloid P peptidi (AP) toksisitesi, reaktif nitrojen ve oksijen tirtinlerinin
olusumu gibi patofizyolojik stiregler rol oynamaktadir ve bu stiregler sinir sistemi hiicrelerinin
6liimii ile sonuglanmaktadir.(2) Gergekte hiicre Sliimii bitki ve hayvanlarda gelisim stirecinin
ve apoptoz. Nekroz, zararh bir uyaranin etkisi ile hiicrelerin gruplar halinde lmesine neden
olan patolojik bir durumdur. Apoptoz ise hiicre igi veya hiicre disi uyaranlarla baslatilan
programlanmug hiicre 6liim mekanizmasidir. AH’nda g6zlenen hiicre dliimiiniin apoptoz yolu
ile gergeklestigi bildirilmektedir.(3) AH’nin néropatolojisinde hiicre dis1 amiloid plaklarinin
ve hiicre i¢i norofibriler yumaklarin gézlendigi yaygin néronal yikim sézkonusudur. Amiloid
plaklar Amiloid Prekiirs6r Proteini’nin (APP) yikim {iriinii olan AB’nden olugmaktadir. Bu
AP tarafindan olusturulan néronal apoptozun hastalifin patogenezinde dnemli bir yer tuttugu
bildirilmektedir.(4,5) Bu verilerin 1s1ginda deneysel AH modelleri olusturulurken hasar
yaratici etken yada ajan olarak A kullanilmaktadir.(6,7)



Oksidatif hasar, AH ile iligkilendirilen 6nemli bir patolojik mekanizmadir. Oksidatif
stres tanimi; dokunun antioksidan kapasitesinden daha fazla oksidan tiretiminin oldugu
durumda, molekiiler hasar gormesidir ki bu durum, hiicresel oksidanlarin tiretiminin artmasi
ile birlikte , antioksidanlarin konsantrasyonlarindaki azalmadir. AH’nda stiperoksit, hidrojen
peroksit, nitrik oksit ve peroksinitrit gibi reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin agir1 tiretildigi
ve hiicresel hasara yol agarak apoptoz sinyaline aracilik ettigi bildirilmektedir. AB’nin kiiltiire
edilmig insan hipokampal ve kortikal noronlarinda oksidatif hasar yaratarak, sinyal
yolaklarmin isleyisinde modifikasyonlara, biyokimyasal ve yapisal anormalliklere neden
olarak apoptotik hiicre Sliimiine neden oldugu gosterilmistir.(8,9)

Memeli hiicrelerindeki apoptotik hiicre 6liimiinden biiyiik dl¢lide kaspazlar olarak
adlandinlan proteaz ailesi sorumludur. Apoptozda goézlenen morfolojik degisikliklerin
biyokimyasal temelinde direkt veya indirekt olarak kaspazlann rolii vardir. Kaspazlar
apoptotik sinyal yolaklarinda baglatic1 veya efektor olarak gérev alirlar. Kaspaz-2, 8, 9 ve 10
apoptozu baglatic1 , kaspaz-3, 6 ve7 ise efektor rol oynar. (10,11)

AH’nin neden oldugu demans tablolarinda gri cevher hasarin1 ve néron kaybim
azaltan ajanlar tedaviye katkida bulunabilir.(3) Eritropoetin (Epo), hematopoetik bir biiyiime
faktorii-hormon-sitokindir ve gegitli hiicre hasari modellerinde néronlar1 koruyucu etkisi farkl
caligmalarla gosterilmigtir.(12,13,14) Hiicre kiiltiirli modellerinde yapilan aragtirmalarda,
Epo’in etkinligini hangi mekanizmalar ile gosterdiinin aydinlatiimasi, in vivo hastalik

modellerinde koruyucu ve/veya tedavi edici ajan olarak denenmesini giindeme getirebilir.

Noron kaybina neden olan mekanizmalarin anlagilmasinda ve tedavi edici potansiyeli
bulunan ajanlarin test edilmesinde bu hastaliklarin hiicre kiiltiir modelleri yaygin olarak
kullanilmaktadir. Deneysel hastalik modellerinde, segilen ajanin koruyucu ve/veya tedavi
edici etkinliginin aragtinlmasi i¢in deney hayvanlari modellerinden Once hiicre kiiltiirQi
modellerinin kullamlmas:i daha uygundur. Hiicre kiiltiiri ¢aligmalarimin avantaji ¢alisma
kolayligi, yeniden iiretilebilme orammnin yikksek olmasi ve sistem degiskenlerinin kontrol
altinda tutulabilmesidir.

Bu tez ¢aligmasinda, apoptotik néron Sliimiiniin meydana geldigi deneysel AH modeli,
kiiltiire edilmis sigan feokromasitoma (PC12) hiicrelerine AP uygulanarak olusturulmustur.
Bu deneysel modelde Epo’in olasi noroprotektif etkisini goOsterebilecegi sinyal ileti

yolaklarindan birinin aragtirilmasi1 amaglanmigtir. Apoptotik néron 6liimii mekanizmasinda,



kaspaz kaskadinin tetiklenmesi i¢in “ Death Effector Domain” (DED) aracilig ile ilk sinyali
alan ve kaskadin en baginda yer alan kaspaz-8’in aktivasyonunun degerlendirilmesi
planlanmigtir. Yine bu deneysel AH modelinde nitrik oksit diizeyi 6l¢timii yapilarak meydana
gelen oksidatif stres hakkinda bir degerlendirme yapilmasi amaglanmig ve planlanmigtir.
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4.1 Alzheimer Hastaligi:

IIk kez 1906°da Alois Alzheimer ‘in tanimladig1 yaghlan etkileyen noropsikiyatrik
hastalik bugiin yaygin olarak Alzheimer Hastalif1 (AH) ismiyle bilinmektedir .Tedaviden ¢ok
yarar elde edilemeyen bu demans hastaligi 65 yasin tizerindeki bireylerin %1-5° ini etkilerken
85 yasin iizerindeki bireylerin yaklasik %20- 40’1 risk altindadir.Yagh niifusun artmakta
oldugu gelismis bat1 toplumlarinda AH’ ndan etkilenen bireylerin bakimi ve sagaltimi gok
miktarda tibbi, insani ve parasal kaynak ihtiyaci gerektirdigi bildirilmektedir. Baglangicta
yakin hafiza kayb1 gozlenen hastaligin sonraki 5-15 yillik doneminde biligsel ve duygusal
fonksiyon bozuklugu ve fiziksel islevlerde kayip meydana gelmektedir. AH’nda genellikle
motor yada duyusal degisiklikler olmamasina ragmen, nadir vakalar spastik paraparazi gibi
atipik klinik bulgular géstermektedir. Bugiin bile AH’ nin kesin tanis1 yalmzca 6liim sonrasi
beyin otopsisi yapilarak miimkiin olmaktadir. Bu histopatolojik beyin analizi AH ‘na ait
klasik ii¢lii bulguyu gostermektedir: AP igeren senil plaklar, hiperfosforile mikrotiibiiler tau
proteini igeren ndrofibriler yumaklar (NFT) ve beynin o&zellikle temporal, parietal ve
hipokampal bolgelerinde ilerleyici néron kaybi s6z konusudur.(1,4,15)

Bu hastaliktan etkilenen bireylerin beyin korteksindeki lezyonlar ilk kez glimiis
boyama yontemi ile gosterilmistir ve gsterilen bu lezyonlar, néronlar igindeki nérofibriler
yumaklardir. 1930 yilinda Divry, kongo kirmizist boyasim kullanarak ilk kez senil plak
yapisin1 gostermeyi bagarmustir. 1980 ‘li yillarin ortalarinda Wisniewski ve Brion isimli
aragtiricilar ve arkadaglari tau proteinini (mikrotiibiil birlestirici protein), buna yakin bir
zamanda da Glenner ve arkadaglar1 amiloid plaklarini olugturan ve APP’nden k&ken alan, beta
tabaka yapisina sahip 4 kilodalton (kDa)’ luk AP’ni tammlamiglardir. Hastalik ilk kez 1906
yilinda tammlanmasina ragmen 20. ylizyihn sonlarina kadar bir sir olarak kalmig, 1990° Ir
yillarin beyin on yili ilan edilmesi AH iizerindeki ¢aligmalara ve dolayisi ile edinilen bilgilere
biiyiik ivme kazandirmistir.(8)

AH gelisiminde rol oynayan patofizyolojik siiregler ve risk faktorleri anatomik,
hiicresel ve molekiiler diizeylerde birgok mekanizmay: etkilemektedir. AH sadece temel bir
mekanizmanin fonksiyon bozuklugundan ziyade hastalik tablosu gosteren farkli bireylerde
farkli mekanizmalann etkilendigi bir siiregtir. AH’nda beynin birden fazla bolgesinin
ilerleyici nérodejenerasyona ugradii, ozellikle bazal niikleus, hipokampus, amigdala,
entorhinal korteksin ve neticede temporal, frontal ve parietal bolgelerin kortekslerinin
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etkilendigi gozlenmistir. Sinaptik dansite kaybi ve ndronal hasarin katildii bu olaydan
baglica 6grenme ve hatirlama yetenekleri etkilenmektedir. AH mn histopatolojik belirtegleri
olan senil plaklarin ve nérofibriler yumaklarin varli1 nérotransmiter sistemini biiytik Slgtide
zayiflatmaktadir. Asetil kolin ve diger kolinerjik fonksiyon gostergelerinin diizeyindeki
azalmalar AH’nda g6zlenen grenme ve bellek bozukluklar ile; serotonin, norepinefrin ve
somatostatin gibi diger norotransmiter diizeylerindeki diigtikliikler yine hastalikta gdzlenen
davranis bozukluklan ile iligkili bulunmustur.(2)

Genelde norodejeneratif hastalik terimi hiicrelerdeki anormal bilegenlerin neden
oldugu hastaliklar1 tammlamaktadir ve bu hatali katlanmig proteinlerin birikimi yasa bagh
olarak néron kaybina yol agar. Pick’s, Alzheimer, Parkinson, Huntington, prion ve motor
noron hastaliklari  hiicre igi ve dig1 protein birikiminin varoldugu hastaliklardir.(16)
Proteinlerin hatalh katlanmasina ve birikimine neden olan mekanizmalar kesin olarak
agiklanamamakla birlikte birgok norolojik hastaligin temelinde genetik, gevresel faktorlerin
ve ilerlemis yagin biiyiik rol oynadig: agik¢a gosterilmistir. Yagslilik nérodejeneratif hastaliklar
i¢in en biiylik risk faktriidiir ve Alzheimer tipi demans en sik gézlenen demans tipidir.(17)

Tim bulgular 1s13inda AH’na en spesifik tedavi yaklagiminin ne oldugu sorusu
giindeme gelmektedir. AH gelisiminde biiyiik rol oynadif: bilinen AP {iretiminin ve amiloid
plak olugumunun yavaglatiimasi veya 6nceden olusmus amiloid birikimlerin yikilmasinin ve
dokudan temizlenmesinin hizlandirilmasinin etkin olabilecegi 6ne stiirtilmiis, spesifik olmayan
metal selatlayicilar, spesifik p tabaka kiricilari, B ve y sekretaz inhibitorlerinin kullanilmas: ve
AB ile agilama gibi Sneriler arastirma konusu olmustur.(8, 15,17,18)

4.1.1 Amiloid Prekiirsor Proteini

AH’mn histopatolojisinde beyin korteksinde gézlenen amiloid plaklarin molekiiler
kompozisyonu 1980°li yillarin ortalarinda amiloid proteinin saflagtinlmasi ve protein
diziliminin belirlenmesi sonucunda tammlanmgtir. En biiylik komponent olan ve molekiil
bityiikltigii 4 kDa olan amiloid beta peptidi, APP’nden koken almaktadir. APP 21. kromozom
iizerinde bulunan tek bir gen tarafindan kodlanir, 18 eksondan olusur ve alternatif splicing
nedeni ile 563-770 amino asit arasinda degisebilen uzunlukta 10 izoformu vardir. APP,
amiloid prekiirsdr-benzeri protein 1 ve 2 (APLP1 ve APLP2) ‘yi de igeren APP-ailesinin bir
iiyesidir. Aym aileden olan diger iki protein APLP1 ve APLP2, AP peptidi bolgesi homolojisi

gostermez ve AP peptidi olusumuna katilmaz.(7,19,20,21)
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APP tip 1 integral membran proteinidir; uzun bir ekstraselliiler domaini (ektodomain),
bir transmembran domaini, kisa bir sitozolik kuyrugu vardir. APP’nin tamamen olgun
formunu kazanmasi glikozilasyon, siilfasyon ve fosforilasyon igeren bir dizi posttranslasyonel
modifikasyonlar1 igerir. Iki potansiyel N- glikozilasyon bolgesi tagir ancak sadece bir tanesi
kullanilir ve yiiksek oranda glikozile karbohidrat kalintis1 bulunan bir proteindir. APP’nin
metal iyonlara 6rnegin bakir ve ¢inko’ya, heparin’e, kollajen ve laminin’e baglandifi baz
fonksiyonel bélgeleri kesin olarak tamimlanmigtir. Heparin ve kollajen’e baglanmasimn
ekstraselliiler matriks ile etkilesim i¢in aracilik ettigi bildirilmistir. APP’nin hiicre adezyonu,
hiicre/hiicre veya hiicre/matriks etkilesimini diizenlemekte islev gordiigti varsayilmaktadir.
Bakir baglama bolgesi tiim APP izoformlarinda ve APLP iiyelerinde bulunmaktadir. Bu ise
bakir baglama bolgesinin  proteinin yapist ve/veya islevi igin esansiyel oldugunu
gostermektedir. APP, Cu?* ~Cu’ indirgeyebilmekte ve bir antioksidan gibi davranarak
néroprotektif etki gosterebilmektedir. APP’nin sitozolik boliimiiniin sinyal ileti yolaklarinda
rolii oldugu, igerdigi motiflerin sitozolik adaptér proteinlere baglandig1 ve transkripsiyon
faktorleri ile etkilesime girdigi, kaspazlarin (6zellikle kaspaz 6 ve 8) tanidi1 ve kestigi bir
bolge igerdigi farkh ¢aligmalarda bildirilmistir.(19,21)

Alternatif (splicing) ekson islenmesi 6zel hiicre tiplerinde ve dokularda spesifik
islevlerine uygun izoformlarin ekprese olmasina olanak tamr. APP’nin periferal dokularda
trombositler tarafindan sentezlenen izoformu serin proteaz inhibitérii (KPI) kodlayan bir
bolge tagir, bu KPI bslgesinin bulundugu izoform kan koagiilasyon faktorleri olan faktdr IX
ve Xla ‘y1 inhibe eder. Noronlar ise KPI blgesi igermeyen APPgos izoformunu eksprese eder.
APP gen bolgesinin 21. kromozom iizerinde oldugunun kesfedilmesi ile 21. kromozomun
fazladan bir kopyasim tagiyan Down sendromlu bireylerde AH’nin ¢ok erken yaslarda
gelismesinin nedeni agiklik kazanmustir. Bu direkt gen dozaj etkisidir ve APP ‘nin artmug
ekspresyonu ve dolayisi ile artan AP diizeyleri hastalik olusumunu hizlandirir.(21)

4.1.2 AP Peptidi

Beyindeki AP, ¢oziiniir ve ¢bziinmez formlarda, monomerden yiiksek molekiil
agirhikh oligomerlere kadar ¢okeltiler seklinde bulunmaktadir. Beyinde bulunan ¢oziiniir A
agirlikl olarak random coil ve a-helikal katlanmis peptid olarak bulunurken, ¢dziinmez Af
ise B tabaka yapisi gosterir. AB’min o-helikal yapismin stabilizasyonu membran ortam
tarafindan kontrol edilir. Bu nedenle AR’min membrandan salimmumn, toksik B yapisina
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kavugmasina izin verdigi kabul edilir.(20) AH’nda beyin dokusu iskemik veya hipoksik
kosullar nedeni ile diigikk pH diizeylerine sahiptir ve AP peptidi asidik pH’da daha kolaylikla
¢okelir.(5)

APP geni 770 aminoasitlik amiloid prekiirsér proteinini kodlar. Amiloid B peptid
olusumu APP’nin proteolitik yarilmas: sonucunda meydana gelmektedir. APP’ni keserek
amiloid B peptidi olusumuna neden olan proteazlar 3 tanedir ve a, B ve y sekretazlar olarak
adlandinlmaktadir. a-sekretaz néron digindaki diger hiicrelerde; memeli hiicrelerinde,
trombositlerde, boceklerde, ‘baculovirus’larda ve mayalarda daha baskin olarak mevcuttur.
a-sekretaz APP’ni tam AP dizisinin ortasindan kesmekte ve APP’ nin ektodomaini hiicre
disina saliverilmektedir. Bu ektodomain p3 fragmani adin1 almaktadir, ¢6ziinebilir yapidadir
ve amiloidojenik degildir. Diger fragman membrana bagli C-ucu fragmami (CTF, C-Terminal
Fragment) adimi almaktadir. o-sekretaz aktivitesi hiicreyi intakt amiloid P peptidi
olusumundan ve amiloid toksisitesinden korumaktadir. a-sekretaz aktivitesi forbol esterleri ve
protein kinaz C aktivasyonu tarafindan regiile edilebilir ve bu regiilasyon; nérotransmitterleri,
sitokinleri, bliylime faktdrlerini ve hormonlar1 igeren bir dizi faktér tarafindan
etkilenmektedir.(21,23)

B-sekretaz tarafindan kesilmek APP icin alternatif bir hiicresel yolaktir ve bu aktivite
intakt AP peptidi olusumunda ilk basamaktir. B -sekretaz aktivitesi ile APP ‘nin ektodomaini
saliverilmektedir ve AP dizisini igeren diger fragman membrana tutunmus sekilde
kalmaktadir. B -sekretaz aktivitesi ile kesilme memeli hiicrelerinde, trombositlerde ve
mayalarda goriiliirken b6ceklerde bu enzim aktivitesi goriilmemektedir. Siras1 ile f ve y-
sekretaz aktiviteleri intakt amiloid B peptidi olusumuna neden olarak amiloidojenik yolag
baslatmaktadirlar.
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Sekil 1: Amiloid prekiirsor protein, A peptidi dizisi ve sekretazlarin kesim bolgeleri.(20)

B -sekretaz tarafindan kesilen APP’nin membrana tutunmus diger fragmanin y-
sekretaz ile ikinci kez kesilmesi intakt AP peptidi olusumu ile sonuglanir. Biyolojik sivilarda
ve memeli hiicre kiiltiirleri iizerinde yapilan galigmalarda y-sekretaz kesilmesinin normal
hiicresel bir olay oldugu bildirilmistir. Ancak APP transmembran domaininin y-sekretaz
tarafindan kesilmesi diziye 6zgiil degildir ve farkli C-ucuna sahip AP peptidi olugsumuna
neden olmaktadir. AB40, 40 aminoasit kalintisindan olusan ve en sik karsilagilan fragmandir,
suda ve sivi ortamda nispeten ¢oziinebilir yapidadir. Ikinci en sik karsilagilan form AB42, 42
aminoasit kalintisindan olusur. Hiicre kiiltiirlerinde ve hayvan modeli beyinlerinde yapilan
calismalarda toplam A iiretiminin %5-10’unu olusturur. Peptid dizi uzunlufunun artmasi
amiloid peptidinin suda ve sivi ortamda daha ¢oziinmez, daha toksik etkili ve fibril olusumuna

daha yatkin form kazanmasina neden olur.(21,23)
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Sekil 2: A peptidi dizisi, sekretazlarin kesim bolgeleri ve ailesel AH’nda sik karsilasilan

mutasyonlar. (21)

4.1.3 Amiloid Kaskad Hipotezi

AH’nin patogenezinde, AP peptidinin agir1 iiretimi ve birikimi sonucu potansiyel
toksik etkisinin hastalig1 baglatic: ilk faktdr oldugu goriigii yaygin olarak kabul edilmekte ve
“amiloid kaskad hipotezi” olarak bilinmektedir. Bu hipotez birgok kez hayvan ve hiicre
kiiltliri modelleri ile yapilan genetik, néropatolojik ve hiicre biyolojisi ¢aligmalarmin
sonuglan ile desteklenmistir. Amiloid plaklar baskin olarak AP peptidi icermekle birlikte
Apolipoprotein E (ApoE) gibi difer baz1 proteinleri de igermektedir. Normalde ¢dziinebilir
amiloid beta proteini katabolize olarak temizlenir. Ancak AH’nin gerek erken baglangigh
ailesel formunda gerekse sporadik formunda AP peptidinin tiretimi veya yikiliminda meydana
gelen degisiklikler, beynin belirli blgelerinde, ortamdaki AP peptidi miktarinin artisina ve
birikimine neden olarak sitopatolojik yanitlarin artisina neden olurlar. Bu peptid amfipatik bir
molekiildiir, lipidlere baglanarak membran dinamigini bozar ve hiicre fonksiyonlarim
etkiler.(22) AP oligomerlerinin néronlarin g¢evresinde bulunan mikroglia ve astrositlerde
gosterdigi kompleks etkisi sinaptik fonksiyon bozukluguna ve boylece hafiza ve hatirlama
yeteneklerinde kayiplara neden olur.(15,23)

4.1.4 Tau Hipotezi

AH’nin diger néropatolojik belirleyicisi nérofibriler yumaklar, bu hastalia 6zel olan
hiicre iskelet bozukluklardir. Ilk kez Brion ve arkadaslar tarafindan 1986 yilinda tammlanan
Tau bir mikrotiibiil birlestirici proteindir ve nérofibriler yumaklarin Snemli bir bilesenidir.
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Norofibriler yumaklar, néron hiicresinin i¢inde bulunan, birbirinin etrafinda biikiilmiis iki
iplikten olugan halata benzer ¢iftli helikal filamanlar (PHF, Paired Helical Filaments) ve tau
proteinlerinin normal olmayan ¢okelmeleri ile olugmus yapilardir. Norofibriler yumaklar
aksonal transportu zayiflatarak sinir hiicresinin fonksiyonlarinda bozukluklara neden
olurlar.(8)

4.2 Alzheimer Hastaligi Gelisiminde Rol Oynayan Faktorler

AH igin kesin olarak tanimlanmig birka¢ risk faktorii ile birlikte halen tizerinde
caligilan ve hastalik geligimindeki rolti tamamen aydinlatilamamig faktorler mevcuttur.
Ilerlemis yas ve aile oykiisti bulunmasi birinci derece risk faktorii olarak tamimlanmugtir.
Yiiksek egitim diizeyine sahip olmak, artmis sinaptik ve/veya dendritik yogunluk ve
komplekslik saglamasi nedeni ile hastalik gelisimi riskini azaltici bir faktér olarak
tanimlanmakla birlikte, bir iste ¢alisma siiresi, stres, diyet gibi diger degiskenlerle birlikteligi
acisindan farkli degerlendirmelere agiktir.(24)

4.2.1 Yas

AH hastaliy i¢in en 6nemli risk faktoriidiir. Geligmis iilkelerde artan yagsam siiresi
bireylere hastalifin gelisimi i¢in yeterli stireyi saglamaktadir. 65 yas tlizerindeki popiilasyon
biiytik risk tasimaktadir ve her 5 yilda hastalik gelisimi riski ikiye katlanmaktadir. Alzheimer
tipi demans en sik goriilen demans tipidir ve degisik kaynaklara gére tiim demanslarin % 50-
%90’ 11 olugturmaktadir.(25)

4.2.2 Cinsiyet

Epidemiyolojik ¢aligmalar kadin olmanin AH i¢in bagimsiz bir risk faktérii oldugunu
kanitlamigtir. Ancak bu goreceli prevalans artisinin, kadin cinsiyetin erkek cinse oranla
ortalama yasam siiresinin daha uzun olmasindan kaynaklanabilecegi belirtilmektedir. Erkek
popiilasyonunda beyin-damar hastaliklarimin daha sik goriilmesi ve bu hastalifin neden
oldugu sekeller yagl erkeklere AH tanis1 konulmasinda zorluklara sebep olmaktadir. Kadin
popiilasyonunda g6zlenen prevalans artisi; heniiz tammlanamamis gevresel etkiler, 6zgiil
olmayan hormonal etkiler ve X kromozomu {izerinde yatkinlia neden olan bir veya daha
fazla gen bolgesi olabilecegi olasiliklar ile agiklanmaya ¢aligilmigtir. AH hastalif: igin risk
faktorii oldugu bilinen apolipoprotein E geninin E4 allel frekansi, AH olan kadinlarda AH
olan erkeklere gore daha fazladir. Birkag epidemiyolojik ¢alisgmada AH’nda kadin:erkek
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oranimin 2:1 oldugu bildirilmigtir ve X’e bagli dominant bir genetik faktoriin rolii oldugu
gériisti One stirilmiistiir. Ancak ailesel AH iizerinde yapilan g¢aligmalar agikg¢a ortaya
koymustur ki hastalik otozomal dominanttir ve ailesel gegis gosterir.(24,26,27)

4.2.3 Apo E

Apolipoproteinler lipid tasiyici molekiillerdir. Periferik ve merkezi sinir sistemi
hasarlarin takip eden dénemde lipid metabolizmasinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynarlar.
Ozellikle Apo E sinir sistemi hiicreleri ile ilgili bir proteindir ve merkezi sinir sisteminde
olusan bir hasar sonrasi ndronal membranin ve miyelin kilifinin onarilmasinda kolesteroliin
saliimim ve yeniden dagilimim koordine eder. Yapilan ¢aligmalarda Apo E4 allel frekansinin
gerek sporadik gerekse ailesel tipteki AH nda arttifn gosterilmistir. Apo E4 allelindeki artis;
artmig AH riski, AH’nin ilk baglama yasinin azalmasi, senil plak yogunlugunun artisi ve
hastalarda azalmig asetil kolin esteraz aktivitesi ile dogru orantili bulunmugtur.(28)

4.2.4 Inflamasyon

Beyin dokularinda yapilan ¢aligmalarda inflamasyona isaret eden ve akut faz yamti
olusturan inflamatuvar proteinler gézlenmistir. Bu molekiillerin senil plak yapisina katildig1
ve AP peptidi ile iligkili oldugu bildirilmistir.(24)

4.2.5 Serbest Radikaller ve Oksidatif Hasar

Caligmalarda serbest oksijen radikallerinin amiloid ¢kelmesini artirici etki gosterdigi
ve E vitamini gibi bazi1 serbest radikal yakalayicilarin bu etkiyi engelleyerek koruyucu rol
oynadif bildirilmigtir.(29) Bir aragtirmada saglikli kontrol grubu ile beyin dokusu &rnekleri
kiyaslandiginda AH’nda protein oksidasyon {iriinlerinin artmig diizeylerde oldugu
gdzlenmigtir. Beyin korteks hiicrelerinin niikleer ve mitokondriyal DNA’sim etkileyen
oksidatif hasarin ve artmig lipid peroksidasyonunun, AH gelisiminde rol oynadifi
bildirilmektedir.(30)

Mitokondrial sitokrom oksidaz fonksiyon bozuklugu, yliksek siiperoksit dismutaz
aktivitesi ve demir homeostazindaki degisimler gibi farkli biyokimyasal kosullarin neden
oldugu serbest radikal iiretiminin AH geligsimine katkida bulunabilecegi &ne siirlilmektedir.
Farkl1 ¢alismalarda AP peptidinin serbest radikal olusumuna neden olarak, n6ronal kiiltiirleri
oksidatif toksisiteye karsi hassas kildi1 ve néronlar aras1 kalsiyum diizeyi artigina neden
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olarak plazma membraninda hasar olugmasina aracilik ettigi boylece néronal degigikliklere ve
beyin dokusunda hasar geligimine neden oldugu bildirilmistir. (31)

4.2.6 AH ve Genetik Faktirler

AH ailesel veya sporadik olarak her iki formda gelisebilmektedir. Ailesel AH’ nda
(erken baslangigh ailesel Alzheimer Hastaligi) aile hikayesi bulunmasi hastalik gelisimi
riskini Snemli Olglide artirmaktadir ve genetik kalitim kesin olarak belirlenmigtir. 21.
kromozomda bulunan APP geni, 14. kromozomda bulunan presenilin 1 (PS1) geni ve 1.
kromozomda bulunan presenilin 2 (PS2) geni iizerinde meydana gelen mutasyonlar erken
baslangigli ailesel AH’ na neden olur. Her ii¢ mutant gen (APP, PS1 ve PS2) AB’nin iiretimini
artirarak senil plaklarda birikimine neden olmaktadir. Bu ii¢ genin mutasyonlarinin neden
oldugu vakalar tiim AH vakalarinin sadece % 5’ini olusturur ve biiyiik ¢ogunlugu olusturan
(%95) ge¢ baslangich AH vakalarinin bu genlerinde mutasyon yoktur. ApoE, o-2
makroglobulin, g¢ok diisiik dansiteli lipoprotein reseptorii ve diisiik dansiteli lipoprotein
reseptortl  iligkili protein (Low density lipoprotein Related Protein,LRP) genlerinin
polimorfizminin AH patogenezi igin risk fakt6rii oldugu gosterilmistir. Daha Snceden
presenilin 2 polimorfizminin erken baglangich sporadik AH igin risk faktorii oldugu rapor
edilmesine ragmen, genis Olgekli caligmalarda erken baslangicli AH ile kontroller arasinda
allel frekansi agisindan anlamli farklilik olmadigi gozlenmistir.Yine apo E ‘nin €4 allelinin
varlifn beyaz itk ve Asya popiilasyonunda AH i¢in artmug risk faktorii iken siyah irk ve
hispanikler  igin tamamen aksi s6z konusudur ve patojenik mekanizmalar heniiz
bilinmemektedir. Ttim genetik faktorler AP peptidi tiretiminde veya olusmus fragmanlarin
temizlenmesinde etki gostermeleri nedeni ile hastalik gelisiminde 6nemli role
sahiptirler.(17,32)

4.3 Hiicre Oliimii Mekanizmalar

Hiicre Sliimiiniin morfolojik kriterleri esas alinarak iki formu tanimlanmistir; nekroz

ve apoptoz.

4.3.1 Nekroz

Nekroz, sitoplazmik sisme, subselliiler komponentlerin entegrasyonunun ve plazma

membrannin biitlinliigliniin bozulmasi ve enerji kaybiyla karakterizedir. Klasik hiicre 6liimii
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nekroz olarak adlandirilir. Siddetli bir travma, zararl bir uyan ile meydana gelir ve genellikle
hiicreleri gruplar halinde etkiler. Morfolojik olarak endoplazmik retikulum ve mitokondride
dilatasyon, plazma membraninin iyon transportunun bozulmasi, hiicrelerin sigmesi ve lizisi
tipiktir. Hiicrelerin pargalanmas: ile hiicre igerigi ve lizozomal enzimler ekstraselliiler ortama
dokiiliir. Bu enzimler de komsu hiicre ve dokular1 zedeleyerek inflamatuvar yamta yol

acar.(33)
4.3.2 Apoptoz

Apoptoz klasik hiicre dltim gekli olarak bilinen nekrozdan birgok 6zelligi agisindan
oldukga farkl: olan bir hiicre 6liim mekanizmasidir. Biyolojik bilimler literatiiriinde apoptoz
terimi, ilk defa Iskogyali arastirmacilar olan Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan 1972 yilinda
kullanmilmis ve canli dokulardaki hiicre azalmalarindan sorumlu olan, yapisal olarak 6zgiin bir
hiicre o©liim tipi olarak tanimlanmistir.(34) Apoptoz, niikleer piknoz, kromatin
kondensasyonu, plazma membraninin ve hiicre organellerinin biitiinliiglinli korumas: ile
karakterizedir. Apoptotik hiicre 6liimii, aktif enerji tiikketimini gerektirmektedir ve bu tip hiicre
oliimiinde nukleus i¢inde deoksiriboniikleik asid (DNA) fragmantasyonu, spesifik sistein
proteazlarin (kaspazlar) aktivasyonu ve spesifik substratlarin aspartik asid kalintisindan
spesifik ayrilmast (cleavage) olmaktadir. Apoptotik hiicrede goriilen Snemli degisikliklerden
biri normalde plazma membranimin i¢ yiiziinde bulunan fosfatidilserin’in erken evrede
membranin dig yiiziine dogru transloke olmasidir. Bu mekanizma apoptotik hiicrelerin komsu
hiicreler ve makrofajlar tarafindan taninmasimi saglar. Kromatin kondensasyonunu takiben
niikleus kiigiik pargaciklara ayrilmaktadir. Hiicre biiziigerek kiigiiliir ve gevresi membranla
sarilmig apoptotik cisim olarak adlandirlan kiigiik pargaciklara ayrilir. Bu apoptotik cisimler
makrofajlar ve komsu hiicreler tarafindan taninmaya ve fagosite edilmeye hazirdir. Boylelikle
apoptoz yolu ile 6len hiicreler etkin olarak dokulardan temizlenir ve inflamasyona yol
acmaz.(33,35)

Apoptoz ¢ok hiicreli canlilarin gelisimi esnasinda goriilen hiicre 6liimti tipidir. Cok
hiicreli canlilarin fetal gelisim basamaklarinda segilmis bazi hiicrelerinin apoptoz yolu ile
oldiikleri deneysel galigmalarla agik¢a gosterilmistir. Caenorhabditis elegans’in (C.elegans)
baslangigta 1090 olan hiicre sayisinin, 131 hiicre azalarak hermafroditik formdan yetigkin
forma doniistigli gosterilmigtir. Kurbagalarin metamorfozu esnasinda kuyruklarmin

kaybolmasi, insan embriyosunun el parmaklari arasinda bulunan perdelerin fotal geligim
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esnasinda kaybolmasi buradaki hiicrelerin apoptozla 6lmesi sonucu gergeklesmektedir.
Okaryotik organizmadaki hiicreler dogarlar, belirli bir siire yagarlar ve sonra dliirler. Yagam
siiresi hiicre tipine ve fonksiyonuna gore degismektedir. Barsak hiicreleri 3-5 giinliik bir
yasam stiresini takiben Sliirlerken, derinin epidermal hiicreleri 20-25 giinliik bir stire sonunda
6lmektedir.(34)

Cok hiicreli organizmalarda fotal gelisimden baglayarak 6liime kadar meydana gelen,
gelisimsel ve yasamsal stireglerde temel rolii olan bu hiicre o&ltimii mekanizmast
programlanmig hiicre 6limti (Programmed Cell Death, PCD) olarak da tammlanmaktadir.
Tim bu oliimler fizyolojik sartlarda meydana geldigi i¢in fizyolojik hiicre Olimii
(physiological cell death) , virlis etkisi veya ¢evresel nedenlerle bir sekilde DNA’s1
hasarlanmig hiicrelerin organizmamn zarar gérmemesi i¢in kendilerini Sldiirmeleri hiicre
intihann  (cell suicide) , doku homeostaz1 igin, yara iyilesmesi veya barsak hiicrelerinin
“turnover”inda oldugu gibi, ortamdan olerek temizlenmeleri hiicre kaybi (cell deletion)
olarak tammlanmaktadir ve ¢ogu arastirmacilar tarafindan (programlanmis hiicre Sliimi,
fizyolojik hiicre 6liimii, hiicre intihari, hiicre kaybr) literatlirde genellikle apoptozla e anlamli
ifadeler olarak kullanmilmaktadir.(34)

Normal apoptotik hiicre 6liimii ve yerine yeni hiicre yapmmimnin “tissue remodelling”
glinde yaklagik 1x10'! hiicreyi buldugu hesaplanmaktadir.(36) Yapim ile yikim arasindaki
kontrollii dengenin apoptozis lehine veya aleyhine bozulmasi birgok Snemli hastaligin
patogenezine katkida bulunur. Apoptozisin gereksiz yere olustugu veya hizlandig1 hastaliklara
ornek olarak kazamlmig immiin defekt hastalifi (AIDS), norodejeneratif hastaliklar, instiline
bagimh tip diyabet, hepatit C infeksiyonu, miyokard enfarktiisii, ateroskleroz gibi hastaliklar
verilebilirken; apoptozisin yavagladigi hastaliklara drnek olarak ise otoimmiin hastaliklar ve
kanser verilebilir.(34,37)
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Tablo 1: Nekroz ve apoptoz arasindaki farklar. (34)

Bilylime faktdri eksikligi
- . Hiicre yaglanmasi
& Elfe:‘n‘emi fnsan immiindefekti virtis
Hig oksi Kanser ilaglar
s . Radyasyon
e ko ok Yitksek doz glukokortikoid
o Konsantrasyonlart Fas veya TNFR-1 reseptorlerinin
o . AN aktivasyonu
| Siddetli oksidatif stres Sitotoksik T lenfositler

Cok siddetli olmayan oksidatif stres

Intakt hiicre membram fakat membranda

Hilcre membram bittiinliigtiniin kaybi Kt;l:;;;;lfl OItlllli;lmum bran civarinda
Kromatin “flocculation”u m niikleer membran civarmn
Hilcre sismesi toplanmasi ve yogunlagmasi

) Hiicre kiigiilmesi

Organellerin disintegrasyonu
Endoplazmik retikulumun dilatasyonu
. | Biiytk vakuollerin olusumu

| Hiicre lizisi

Organellerde disintegrasyon yok
Hiicrenin intakt mitokondri, ribozom,
nucleus parcalari ve diger organelleri
igeren membranla kapli apoptotic
cisimciklere pargalanmasi

Iyi kontrollu, baz1 aktivasyonlarin ve
enzimatik basamaklarin olmasi i¢in

| Bozulmus iyon hemostazisi ATP gereklidir (aktif siireg)
ATE gerekmez (pasif stireg) +4 oC’de gergeklesmez)
+4 C’de gergeklesebilir DNA internukleozomal alanlarda 180 kb
€T | DNA rastgele pargalanir (agaroz jel ¢iftinin katlar1 olacak sekilde kirilir
| elektroforezinde “smear” goriintiisit) mono ve oligonukleozomlara ayrilir
- | Postlitik DNA fragmentasyonu(=6limiin | (agaroz jel elektroforezinde merdiven
| geg sathasinda) patterni=apoptozisin en 8nemli belirteci)
Prelitik DNA fragmentasyonu (=erken
evrede gergeklesir)
Hiicreler gruplar halinde sltir gllgireler tek tek veya birkagi birarada

| Fizyolojik olmayan (patolojik) etkiler Fizyolojik sartlarda da gergeklesebilir

sonucu gergeklesir .

Lizozomal enzimier salinir Komsu htlcreler‘vey am akrofajlar

inflamasyona neden olur tarafindan fagosite edilirler
Inflamasyon goriilmez

4.3.2.1 Apoptozun Diizenlenmesi ve Kaspazlar

Hiicrelerin akut hasar sonucu Olmesinin aksine, bir dizi aktif islemler sonucu
gergeklesen ve farkli morfolojik degisikliklerle karakterize olan programli hiicre 6liimii
apoptoz olarak tammlanmaktadir. Apoptoz ¢ok sayida ve ¢esitte mediator tarafindan
diizenlenir. Bunlar arasinda, bazi iyonlar (kalsiyum), molekiiller (seramid), genler (c-myc),
proteinler (p53) ve hatta organeller (mitokondri) bulunmaktadir. Bazi mediatorler hiicre tipine
dzgiindiir, bazilan da apoptotik stimulusun ¢esidine gore farklilik gosterebilirler. Apoptotik
stire¢ boyunca hiicre icine siirekli kalsiyum girisi olur. Kalsiyum iyonlann endoniikleaz
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aktivasyonunda, doku transglutaminaz aktivasyonunda, gen regiilasyonunda, proteazlarin
aktivasyonunda ve hiicre iskeleti organizasyonunda rol alabilirler. Fakat hiicreye kalsiyum

girisi apoptozisin gergeklesmesi i¢in esansiyel degildir.(34)

Apoptozun dogasini aydinlatmak amaci ile C. elegans’mn geligsimi esnasinda olusan
programli hiicre 6liimii tizerine yapilan ¢aligmalarda, apoptozu yiiriiten ve diizenleyen ii¢ gen
tammlanmigtir: ced-3 ve ced-4 genleri apoptozun olusumu igin gerekli ve proapoptotik
Ozelliktedirler. Eger bu genlerin her ikisi de inaktive edilirse programli hiicre 6liimii
gerceklesmez. Uglincli gen ced-9 ise apoptozun negatif diizenleyicisidir, antiapoptotik
Ozelliktedir ve bir mutasyonla inaktive olursa hiicre sag kalmayi bagaramaz. Yine ced-9
anormal yiiksek diizeylerde eksprese olursa normal programlanmig hiicre 6liimleri
gergeklesmez. Memelilerde ced-3, ced-4 ve ced-9’un karsiligi olan genler tanimlanmig ve bu
genlerin ¢esitli uyaranlarin neden oldugu apoptozu yiiriiten ve diizenleyen iyi korunmug
proteinleri kodladi1 bulunmustur. ced-3 geninin kodladig1 Ced-3 , memelilerde bugiine kadar
14 iiyesi tanimlanmis olan ve kaspazlar olarak adlandirilan serin proteaz ailesinin prototipidir.
Memeli hiicrelerinde bulunan bu proteazlar aktif bolgelerinde sistein kalintis: tagimalar ve
substrat proteinlerini aspartik asit kalintisindan taniyarak spesifik olarak kesmeleri nedeni ile
kaspazlar (caspases) olarak adlandinlirlar. Kaspazlarin apoptoz siirecinde taniyarak kestikleri
100’e yakin hedef hiicre proteini vardir ve en 6nemli hedefleri deoksiriboniikleaz (DNase)
inhibitorleridir. DNase, aktive oldugunda niikleer DNA y1 spesifik olarak kesen ve
fragmantasyonundan sorumlu olan enzimdir. Kaspazlar DNA fragmantasyonuna ilave olarak,
sitoskeletal proteinleri keserek sitoskeletonun dagilmasina, membran kabarciklanmasina ve

hiicre fragmantasyonuna da aracilik eder.(35, 38)

Kaspazlar, inaktif prekiirsérler olarak sentezlenen ve bagka kaspazlarin katalizledigi
proteolitik béliinmelerle aktif formuna doniisen zimojen yapilardir.(39) Baglatici kaspazin
aktivasyonu, zincirleme reaksiyonlara neden olarak downstream kaspazlarin aktivasyonu yolu
ile hiicre 6liimiine neden olur. Kaynagina yada 6liim uyaranina bakilmaksizin apoptoza giden
tim hiicrelerde sistein proteaz aktivitesi tespit edilir ve kaspazlarin regiilasyonu hiicre
canlilifinin siirdiiriilebilmesi igin esastir. ced-4 geninin kodladifi Ced-4 ve bunun
memelilerdeki homologu olan apoptotik proteaz aktive edici faktor 1 (Apaf-1) kaspazlara
baglanarak aktivasyonlarmna neden olur. Kargit olarak Ced-9 kaspaz aktivasyonunu inhibe
eder. Memelilerde, Ced-9 benzeri olan ve Bcl-2 ailesi olarak isimlendirilen protein ailesini
kodlayan genler bulunmaktadir.(41) Bcl-2 ailesi, Bcl-2 homoloji (BH) domainlerini (BHI,
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BH2, BH3, BH4) tasiyan, tiyelerinin bir kisminin apoptozisi indiikledigi (Bax, Bad, Bid, Bcl-
X)), bir kisminin ise inhibe ettigi (Bel-2, Bel-X)) yani pro-apoptotik ya da anti-apoptotik
fonksiyon goren sitozolik proteinlerdir. Bu ailenin tiyeleri kendi aralarinda homo veya hetero-
dimerler olugtururlar. Bcl-2 ailesinin iiyelerinin bazilann (Bcl-2’nin kendisi dahil) kaspaz
aktivasyonunun inhibitérii gibi davranarak Ced-9 benzeri antiapoptotik 6zellik gosterirken,
diger tiyeleri kaspaz aktivasyonunu ve hiicre Sliimiinii uyararak proapoptotik etki gosterir. Bu
proteinlerin hiicre koruyucu fonksiyonu igin dért domaine de sahip olmas1 gerekirken, yalmz
BH3 domainine sahip olmak 6liimii indiiklemek igin yeterli olmaktadir ve bu domaini tagiyan
tiyeler (Bad, Bim, Bik, Blk, Bax ve Bid) pro-apoptotik rol oynamaktadir. Pro-apoptotik Bcl-2
ailesi liyeleri negatif yiiklii molekiillere selektiviteleriyle mitokondri dig membraninda porlar
olugturabilmektedir. Anti-apoptotik Bcl-2 ve Bcl-XL ise uygun iyonik gradienti siirdiiriirerek
mitokondrial fonksiyonun korunmasina katkida bulunmalarinin yani sira Bax pro-apoptotik
proteinini heterodimerize ederck onun fonksiyonunu antagonize etmektedir.(40) Kaspazlar
aktivitelerini direkt olarak inhibe eden ve boylelikle apoptozu baskilayan “inhibitor of
apoptosis proteins” (IAPs) tarafindan da regiile edilir. Yine pro-apoptotik bir molekiil olan
Smac/Diablo mitokondriyal membran araligindan sitozole salinir ve IAPs’in fonksiyonunu
interfere ederek hiicre Sliimiinii uyarir. Sonug olarak, kaspazlar, Bcl-2 ailesi iiyeleri ve IAPs
memeli hiicrelerinin sagkalimimin kontroliinde yer alan sinyal yolaklanmn Kkritik
hedefleridir.(41)

4.3.2.2 Apoptotik Oliim Yolaklar:

Birgok farkli uyaran apoptotik 6liimii baslatabilir. Temel olarak iki major yolagin
aktivasyonu, apoptotik hiicre 6liimiinde gdzlenen morfolojik ve biyokimyasal degisikliklere
neden olan ortak yolag: aktive etmektedir. Apoptotik sinyaller “intrinsic” ve “extrinsic” yolak
aracili@ ile iletilir. “extrinsic” yolakta 6liim reseptorlerinin aktivasyonunun neden oldugu
efektr kaspazlarin aktivasyonu mitokondrial degisikliklerden &nce olmaktadir. “intrinsic”
yolakta ise, sitokrom c mitokondrial membran arahfindan sitozole efektdr kaspazlarin
aktivasyonundan 6nce salinmaktadir.(33)
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4.3.2.2.1O0liim Reseptorii Aracili Yolak

Hedef hiicreden salinan bazi sinyal polipeptidleri, hiicre dig1 bolgelerine baglanarak
oliim reseptorlerini aktive ederler. Oliim reseptorleri hiicre yiizey reseptérleridir ve sinyali
hiicre igine ileterek apoptozun tetiklenmesinde gérev alirlar. Bu polipeptid hiicre 6liim
sinyalleri Ttimér Nekrozis Faktér (TNF) ailesinin {iyesidir ve TNF reseptér (TNFR) ailesinin
tiyelerine baglanarak apoptoz sinyalini iletirler.(42) TNFR ailesi iiyeleri hiicre dis1
bolgelerinde sisteinden zengin tekrar dizileri iceren tipl membran proteinleridir. TNFR
ailesinin bazi iiyeleri hiicre i¢i bolgelerinde korunmus “death domain” igerirler ve bu nedenle
Olim reseptorii olarak adlandirilirlar. Fas/APO-1/CD95, TNFR1, DR3, TRAIL R1/DR4,
TRAIL R2/DRS ve DR6 bugiine kadar tammlanan 6liim reseptérleridir. Fas reseptorii bu
ailenin en iyi karakterize edilmis {iyesidir ve immiin sistemde hiicre ltiimiintin kontroliinde

Onemli rol oynamaktadir.(44)

Olim reseptorleri, “death domain” leri aracihfn ile adaptér molekiillere
baglanmaktadir. Adaptér molekiiller yapilarinda reseptSre baglanmak igin “death domain”,
kaspazlara baglanmak igin ise “death effector domain” tagimaktadirlar. Fas ve TRAIL
reseptorii “Fas-Associated Death Domain™ (FADD) adapt6r molekiilline, adaptor molekiil de
kaspaz-8’e baglanarak kaspaz-8 aktivasyonuna neden olur ve olusan yap: “death inducing

signaling complex” (DISC) olarak adlandirilir. Kaspaz-8 aktivasyonu efektor kaspazlarin
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aktivasyonuna neden olur ve apoptozda gbzlenen biyokimyasal ve morfolojik degisiklikler
ortaya ¢ikar.(42,43,44,45)

4.3.2.2.2 Mitokondrial Yolak

Mitokondrial apoptoz birden fazla mekanizma tarafindan uyarilabilir. DNA hasarim
uyarici veya DNA tamirini inhibe edici ajanlar, staurosporin ve dexametazon gibi kimyasallar,
biiylime fakt6érii yoksunlugu mitokondri hasarina yol agarak mitokondrilerden sitozole
sitokrom C sallmmina neden olurlar. Sitokrom C’nin mitokondriden sitoplazmaya
saliverilmesi apoptozis yoluna girmis bir hiicrede geri doniigsiiz bir déneme girildigini isaret
eder. Sitokrom C sitozolde Apaf-1’e baglanmir. Bu baglanma ¢ok sayida altbirimi olan ve
apoptozom olarak adlandinlan Apaf-1/kaspaz-9 kompleksinin olusumunu tetikler.
Apoptozom kompleksi kaspaz-9’u aktive eder ve kaspaz-9 aktivasyonu efektr kaspazlar
aracilig: ile apoptozise 6zgli degisikliklere neden olur. Apoptozis esnasinda mitokondriden
sitozole diger bir protein “apoptosis inducing factor” (AIF) salimir. AIF, niikleus i¢inde DNA
hasarina neden olarak kaspazlardan bagimsiz bi¢imde apoptoza sebep olur.(41,42,44)

4.4 Noronal Hiicre Oliimii

Apoptozis, gelisim siirecinde santral ve periferik sinir sistemindeki ndronlarin ve glial
hiicrelerin erigkinlikte olmalar1 gereken sayisim1 kontrol eden ve yine fizyolojik yaglanma
sirasinda néron kaybindan sorumlu olan temel mekanizma olarak tanimlanmaktadir.(46)
Genel olarak iiretilmis néronlarin yaklagik yarisinin nérogenez sirasinda santral sinir sistemi
matiirasyonunu tamamlayincaya kadar 6ldiikleri varsayilmaktadir. Noronlarin ¢ok sayida
oliimii sinapslarin tam olarak olugmadii, gelisim siirecinde olur. Bu dénemde, dogumda agir1
sayida olan néronlarin sayist uygun sinaptik agin saglanabilmesi i¢in azalir. Optimum sayida
néronun optimum sayida sinaptik baglant1 i¢inde olabilmesi igin bu néron kayiplar gereklidir.

Bahsedilen bu hiicre Sliimleri apoptozisle gergeklesir.(33)

Norodejeneratif hastaliklarda néronal 6liim tamamen agiklanamamakla birlikte
poliglutamin artigh birgok ataksiler, amyotrofik lateral sklerozis (ALS), AH ve iskemik beyin
hasar1 gibi nérodejeneratif hastaliklarda néron 6liimiintin apoptik yolafin aktivasyonu ile
gerceklestigi bildirilmigtir. Bu bulgular ndronal apoptozun kontrolii ile ndrodejeneratif
hastaliklarin gelisimi arasindaki iligkiyi desteklemekle birlikte tlim ndrodejeneratif
hastaliklarin tamamen artmis apoptoz nedeni ile geligen hastaliklar oldugunu ifade
etmemektedir. Ornek olarak serum yoksunluguna maruz kalan kortikal ndron hiicrelerinin
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Olimii apoptotik programla gergeklesirken, ayni hiicrelerin kainik asit tarafindan uyarilmasi
eksitotoksik oliim mekanizmasi yolu ile nekroza neden olur.(36) Insanlarda uygunsuz
apoptozun yol agtift bir¢ok hastalik gézlenmekle birlikte 6zellikle nérodejeneratif hastaliklar
bag1 gekmektedir ve bu durum iki olasilikla agiklanabilir: Noronal hiicreler, diger hiicrelere
oranla hiicre 6liim programlarini tetiklemeye daha hazirdir yada tiim organizmada hiicre
Slimii gerceklesir fakat sinir sistemindeki dejenerasyon olen hiicrelerin yerine yenileri
konulamamasi nedeniyle diger organlardakinden ¢ok daha ciddidir.

4.5 Oksidatif Hasarin Aracilik Ettigi Noron Oliimii

Reaktif oksijen tiirlerinin diizeyi hiicrenin antioksidan kapasitesini agtifinda hasar
verici etkileri ortaya ¢ikar ki bu durum oksidatif stres olarak tamimlanmaktadir. Reaktif
oksijen tiirlerinin kontrol edilemeyen asir1 olusumu, lipid, protein ve DNA’y1 da igeren
hiicresel komponentlerin yikimina ve sonugta apoptoz veya nekroz yolu ile hiicrenin Sliimiine

neden olur.(8)

Normal fizyolojik kosullarda, mitokondriyal elektron akigimnin yaklagik %1 ‘inden
fazlas1 siiperoksid (O2") radikali olusumuna neden olur. Bu kismen indirgenmis oksijen
tiirleri, g¢esitli enzimlerin demir siilfir merkezlerine saldirirlar ancak hiicre i¢inde hizla
stiperoksid dismutaz enzimi tarafindan (SOD1, SOD2, SOD3) hidrojen perokside (H,0O,)
dontgtiirtiliirler. Hidrojen peroksid ise, Fenton tepkimesi yolu ile indirgenmis gegis
metalleriyle reaksiyona girer ve organizma igin daha fazla hasar verici olan hidroksil
radikalini (OH) olusturur. Bunun yam sira siiperoksid radikalleri, hiicre i¢inde hizla nitrik
oksid (NO) ile tepkimeye girer ve toksik peroksinitrit (ONOQ”) anyonunu olusturur.
Peroksinitrit karbondioksit ile reaksiyona girerek, nitrotirozin ve lipid oksidasyonuna yol agar
ve bu yolla protein hasarina neden olur. Normal hiicrelerde ve néronlarda reaktif oksijen
tirlerinin  (ROS) olusumu homeostatik kontrol altindadir. Reaktif oksijen tlirlerinin
detoksifiye edilmesinde glutatyon, a-tokoferol, karotenoidler ve askorbik asid gibi biyolojik
antioksidanlar gérev alir. Deneysel olarak a-tokoferol tagtyici protein (o-Ttp) geninde
homozigot mutasyon olan farelerde yapilan g¢aligmalarda fare yagimn l.yilinda retinal
dejenerasyon ve spinal kord arka kolonundaki nérodejenerasyon ile korrele ylirtime
bozukluklan gézlenmigtir. Bu patolojik degisikliklerin a-tokoferol destek tedavisi ile biiylik
olgtide Onlenebildigi gosterilmistir. Stiperoksid dismutaz 2 geni homozigot olarak defektli
farelerde, fare yaginin 12. giiniinde yiiriime bozukluklar: ile birlikte beyin sap1 ve kortikal
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bélgelerinde vakuolizasyon gézlenmistir. Bu sonuglar antioksidan mekanizmalar1 kodlayan
genlerdeki defektlerin néron kaybina neden oldugunu géstermektedir.(47,48)

Noérodejeneratif hastaligi olan bireylerin beyinlerinde yapilan postmortem analizlerde
oksidatif stres markerleri bulunmustur. Ancak oksidatif stresin nérodejeneratif hastaliklarin
gelisimi ve progresyonunda mt etkili oldugu yoksa hastalikta sadece bir son evre tablosu mu
oldugu tartisma konusudur. Senil plaklar ve ndrofibriler yumaklar igeren beyin bélgelerinde
yapilan analizlerde DNA oksidasyonu, protein oksidasyonu ve lipid peroksidasyonu
g6zlendigi rapor edilmigtir. Senil plaklarda biriken AP peptidinin olusturdugu serbest
radikallerin AH’nda gozlenen bazi molekiiler degisikliklere temel olusturdugu ileri
stiriilmiigtiir. Bununla birlikte baz1 diger ¢aligmalarda AP peptidinin, primer nedeni farkl: olan
serbest radikal hasarina kars: hiicresel yanit veya antioksidan olabilecegi ileri siiriilmiigtiir.
Oksidatif hasarin, Huntington hastalifi, progresif supranuklear palsi, amyotrofik lateral
sklerozis ve prion hastaliklar1 gibi yasla iligkili diger nérodejeneratif hastaliklarda gézlenen
anormal protein birikiminde rolii oldugu rapor edilmistir.(47)

4.6 Alzheimer Hastaligina Farmakolojik Tedavi Yaklagimlar

Bugiin AH tedavisinde Amerikan Ilag Dairesi onayli yalmzca asetilkolin esteraz
inhibit6rleri kullamlmaktadir. Tiim diger tedavi segenekleri heniiz klinik aragtirmalar

agamasindadir.

4.6.1 AP Olusumunu Etkileyen Ajanlar

APP’nin a-sekretaz aktivitesi ile kesilmesi ¢6ziinebilir yapida bir fragman olusumuna
yol agmasi agisindan Onemlidir. Olugan bu fragmanin PC12 hiicrelerinde neurite
outgrowth’unu uyardigi, fibroblastlarda proliferasyonu artirdigi, kiiltiire edilmig néronlari
metabolik ve eksitotoksik zararlardan korudugu bildirilmigtir. Bu non-amiloidojenik yolagin
APP  iglenmesindeki  etkinliginin  artinlmast  bir tedavi  olastifi  olarak
degerlendirilmektedir.(15) Amiloidojenik yolag: tetikleyen ve intakt AB olusumuna neden
olan B ve y- sekretaz enzim aktivitelerinin engellenmesi bir bagka tedavi olasilift olarak
diistiniilmiigtir. Bu enzimlerin aktivasyonlarinin inhibe edilmesi toksik AP fragmanlarinin
olusumunu yavaglatarak senil plak olusumunu azaltacaktir.(18,49)
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4.6.2 Asetilkolinesteraz Inhibitorleri

Asetil kolin (ACh) O6grenme ve bellek yeteneklerinde kritik roli olan bir
norotransmitterdir. ACh kolinasetil transferaz tarafindan asetil-CoA ve kolin’den sentezlenir
ve sinaptik araliga salinir. Orada asetilkolinesteraz (AChE) tarafindan kolin ve asetik aside
hidrolize edilir. AChE aktivitesinin engellenmesi, beynin sinaptik araliklarinda ACh
nérotransmisyonunun artmasina ve sonugta biligsel fonksiyonlarin gelisimine olanak

tanr.(15)

4.6.3 AP Cikelmesini Inhibe Eden Ajanlar: Metal Selatorler ve f-

Tabaka Kiricilar

AH patogenezinde, altiminyum, demir, ¢inko ve bakir gibi biyometallerin A ile
iliskiye girerek AP birikimini ve norotoksisiteyi artiric1 etki gosterdigi bildirilmigstir. AH olan
beyinlerin gesitli bolgelerindeki demir ve ¢inko diizeyinin arttifi, bu metallerin oksidatif
hasar yolu ile nérodejenerasyonu hizlandirdigy ifade edilmistir. Bu bulgular 1s151inda metal
selatdrler kullamlarak A birikiminin inhibe edilebilecegi olasi bir AH tedavisi yaklagimi
olarak 6ne stirlilmiigtiir.(50,51)

AP ‘nin neden oldugu ndrotoksisitenin, amiloid fibrilleri ve/veya p-tabaka yapisinin
olusumu ile iligkili oldugu gosterilmistir. Buradan hareketle fibril veya B-tabaka yapisinin
olusumunun engellenmesinin tedavi yaklagimi olabilecegi dusliniilmiigtiir. Yapilan bir
calismada AP’ne baglanabilen sentetik bir peptid dizayn edilmis, monomerler ve oligomerler

arasindaki etkilesim engellenerek amiloid fibril yapilanmasinin 6niine gecilmistir.(15)
4.6.4 Antioksidanlar

AH’nda oksidatif hasar1 azaltmak ve antioksidan korumayi artirmak hastalik ilk
atafim geciktirmek bir baska tedavi edici yaklasimdir. Bu nedenle Ginko biloba o6zii,
melatonin, E vitamini, idebenon, selejilin gibi serbest radikal yakalayici molekiillerin
noroprotektif etkilerini aragtirmak ve tedavi ajam olabilirligini degerlendirmek amaciyla farkl
caligmalar stirdiirtilmektedir.(15)
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4.6.5 Antiinflamatuvar Ajanlar

Retrospektif ¢aligmalarda, non steroid antiinflamatuvar ilag (NSAID) kullananlarda
AH’nin ilk atak siiresinin geciktii g6zlenmistir. McGeer ve ark. (1996) yayinladiklar1 bir
¢alismalarinda uzun stireli NSAID, kortikosteroid, metotreksat veya diger antiinflamatuvar
ilag kullammmin AH’ndaki nérodejeneratif stireci baskiladigini 6ne stirmiiglerdir. Bu hipotez,
romatoid artritli hastalarda AH goriilme sikligimin anlamli oranda diisiik oldugu raporu ile
destek bulmustur. Lim ve arkadaglart (2000), ibuprofen’in AP birikimi ve senil plak
olusumunu azaltici etki gésterdigini bildirmislerdir.(15,52)

4.6.6 Ostrojen

Ostrojen, cinsiyet hormonu fonksiyonlarmn yani sira memeli beyin dokusunda
transmembran reseptdr fonksiyonlarim modiile eden, hiicre i¢i sinyal iletiminde gérev alan
norotrofik ve noroprotektif etkili bir molekiildlir. Bazi klinik g¢aligmalarda &strojenin
norodejeneratif hastaliklarla yakindan iligkili oldugunu bildirilmistir. Menapoz sonrasi
Ostrojen replasman tedavisi alan kadinlarda AH geligme riskinin ve bellek zayiflamalarinin
azaldig1 rapor edilmistir. Ostrojenin yararhi etkisini hangi mekanizma ile gosterdigi agik
olmamakla birlikte, APP yarilmasinda a-sekretuvar yolagi uyardigi, AP’nin neden oldugu
norotoksisiteyi engelledigi ve antioksidan gibi davrandif1 6ne stirtilmiistiir.(15,53)

4.6.7 ABile Asuama

AH’nin etyolojisi ve patogenezi iizerine yapilan ¢aligmalarda senil plaklarin biiyiik
bileseninin AP oldugunun bulunmasi, AB’nin AH’mn tedavisi igin gercek¢i bir hedef
oldugunu diisiindtirtmiistiir. Schenk ve arkadaslan ilk kez 1999 yilinda , AH amiloidozu
gelismis transgenik fare modelinde, AP;4; fragman ile basit immiinizasyon yapilmasinmin fare
beyinlerinde AP diizeylerini azalttifim, mevcut plaklar {izerine amiloid ¢okelmesini
engelledigini ve senil plaklarin temizlenmesini sagladifimi bildirmiglerdir. Aym grup ABj4
‘yi tamyan antikorlarin periton igine uygulanmasmin da immiinizasyonu sagladifim
bildirmislerdir.(54)

4.6.8 Olas: Bir Noroprotektif Ajan: Eritropoetin

Epo, 34 kDa agirhiginda, glikoprotein yapida ve 165 aminoasidden olusan
hematopoetik bir biiyiime faktorii, sitokin-hormondur. Fotal yasamda baglica iiretim yeri
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karacigerdir ancak dogumdan kisa bir siire sonra bdbreklerde tiretilmeye baglar ve erigkinlikte
de devam eder. Epo fonksiyonu gelisim sirasinda ve erigkinlikte kirmizi kan hiicrelerinin
iiretilebilmesi (eritropoezis) i¢in esansiyeldir. EPO’in gorevi kemik iliginde eritroid Sncii
hiicrelerin canhiligini, ¢ogalmasin1 ve farklilagmasimi arttirarak eritrosit iiretimini kontrol
etmektir. Fétal karaciger eritropoezinde meydana gelen hatalar veya eksiklikler nedeniyle Epo
veya Epo reseptorii (EpoR)’nde fonksiyon kayb1 olmasi embriyonun 13.gilinde 6limiine neden
olmaktadir. Erigkinlerde Epo regiilasyonu hipoksi ile kontrol edilir, bobreklerde azalmig
arteriyel oksijen diizeyi algilanarak Epo iiretimi ve salmim tetiklenir, sonugta eritrosit

sayisinin artmasina yol agilarak dokularin diizenli ve yeterli oksijenizasyonu saglanir.(55)

Epo ilk kez aplastik anemili hastalarin idrarindan saflastirilmigtir. insan Epo geni 1985
yilinda izole edilerek, klonlanmigtir. 1987 yilinda da rekombinant Epo, kronik bdbrek
yetmezliginde gelisen anemi, kanser, prematiirite, kronik inflamatuvar hastaliklar ve insan
immiindefekt viriisii enfeksiyonu tedavisinde kullanilmaya baglanmigtir.(56)

Epo’in 6zgiil olarak ve yalmizca hematopoetik hiicreler iizerine etkili oldugu goriisii,
yapilan c¢aligmalarda EpoR’niin, fotal ve erigkin, insan ve kemirgen sinir sistemlerinde,
kiiltiire edilmis n6ron ve astrosit hiicrelerinde eksprese oldugunun gosterilmesi ile yeni
agilimlar kazanmigtir. Diger yandan insan f6tusunda EpoR’niin  endotelyal hiicreler,
myokardiyositler, makrofajlar, retinal hiicreler, adrenal korteks ve medulla hiicreleri, ince
barsak, dalak, karaciger, bobrek ve akcigerde eksprese oldugu gosterilmistir.(57) Bobrek
kaynakli Epo’in kan-beyin bariyeri nedeni ile noronlara ulagamayaca@i diigiincesi ile
MSS’nde Epo tiretiminin olmasi gerekliligi fizyolojik bir kosul olarak degerlendirilmigtir.(12)
Epo’in in vivo ve in vitro degisik hasar modellerinde hiicreleri koruyucu etkisinin
gosterilmesi bu sitokinin hematopoezis diginda sinir sisteminde de biyolojik rollerinin
oldugunu disiindtirmektedir.(58,59)

4.6.8.1 Eritropoetinin Néroprotektif Ozellikleri

Epo’in sinir sisteminde normal ve patolojik kogullar altinda fonksiyon gosterdigi
degisik aragtirma gruplarinin yaptify farkli ¢aligmalarla gosterilmistir. Noronlar ve diger sinir
sistemi hiicrelerinde eksitotoksik uyaranlarin varlifi, serum ve biiylime faktorii yoklugu gibi
in vitro hasar modellerinde protektif etkisi kamtlanmigtir.(14,55) Deneysel in vivo global ve
fokal iskemi, travma, immiin aracili inflamasyon, subaraknoid hemoraji, toksin uyarili

Parkinsonizm modellerinde koruyucu ve iyilegtirici etkileri g6zlenmistir.(14,60) Epo’in fotal
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spinal motor néronlarim beyin kaynakli nérotrofik faktdr yoksunlugunda ve kainik asit
varliginda meydana gelen hiicre Sliimiinden kurtardigi(14), primer néron kiiltiiriinde N-metil-
D-aspartat (NMDA) reseptdrii aracili glutamat toksisitesinden korudugu bildirilmistir.(12)

4.6.8.2 Eritropoetinin Protektif Etkisinin Mekanizmalar

Epo’in noroprotektif etkisini hangi mekanizma ile gosterdifi sorusu tamamen
yanmitlanamamigtir. Epo, reaktif oksijen tlirleri ve glutamat gibi doku hasar1 yaratici
molekiillerin tiretimini kisitlamak, vazospazmu tersine dondiirmek, anjiyogenezi stimiile
etmek, inflamasyonu modiile etmek ve kék hiicrelerini uyarmak gibi birden fazla diizeyde
islevi kombine ederek noroprotektif etkisini gdsteriyor olabilir.(56)

EpoR sitokin reseptdr siiperailesinin bir iiyesidir ve bu reseptdr ailesi iiyelerinin
sinyalleme mekanizmalar1 bilinmektedir. Epo reseptoriine baglandiginda reseptériiniin
dimerizasyonuna neden olur ve reseptdre bagli janus-tirozin-kinaz-2 (JAK-2) otofosforile
olarak reseptdr aktivasyonu gergeklesir. JAK-2 aktivasyonu, “Ras-mitogen activated protein
kinase”(MAPK), fosfatidilinozitol-3-kinaz (PI3K) ve “transcription factor signal transducers
and activators of transcription-5” (STAT-S) gibi birkag downstream sinyalleme yolagimi
tetikler. Hedef hiicrede EpoR uyarmminin net etkisi proliferasyon, apoptotik hiicre &liimiin{in
inhibisyonu ve eritroblastlara 6zgiil olarak hiicre farklilagmasidir.(59) Hematopoetik hiicre
hatlarinda tanimlanan sinyalleme yollarinin néronal hiicrelerde de fonksiyonel oldugu
gosterilmigtir. Bu sinyalleme yollar1 Epo’in noroprotektif etkisini gostermesi igin kritiktir.
Ciinkii MAPK ve PI(3)K yollarinin spesifik inhibitdrleri Epo’in hipoksi ile indiiklenen hiicre
olimiine karsi koruyucu etkinligini biiytik olgiide Onlemektedir.(60) Ayni sinyalleme
mekanizmalarinin, beyin kaynakli nérotrofik faktér (BDGF) ve vaskiiler endotelyal growth
faktor (VEGF) gibi diger growth faktorler tarafindan da kullamldig1 gosterilmistir.Noronlarda
JAK-2, STAT-5 ve niikleer faktor-xB (NFkB) sinyal ileti sistemi arasinda etkilesim oldugu
bildirilmistir.(56)

Epo PC12  hiicrelerinde kalsiyum kanallarimin  aktivasyonunu, —membran
depolarizasyonunu, MAPK aktivitesini uyararak ve NO sentezini artirarak, dopamin
sallmmm ve tirozin hidroksilaz aktivitesini uyarir. NO’in y-amino biitirik asit (GABA),
dopamin ve asetilkolin gibi nérotransmiterlerin salimmim uyardiginin rapor edilmesinden bu

yana, Epo’in ndrotransmiter salimmi etkisinin bir kismim NO tiretimine neden olarak
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gerceklestirdigi one siiriilmiistir. NO bir transmiter ve immun modiilatérdiir ve hem
fizyolojik hem de patolojik kosullarda ¢ok sayida biyolojik fonksiyon gormektedir.(56)

Elksiraselliiler W

Sekil 4: Epo’in sinyal mekanizmasi.

Epo’in bir diger koruyucu etki mekanizmasi antioksidasyon olabilir. Néroprotektif
etkisini, NO aracili serbest radikal olusumunu azaltarak veya bunlarin olusturdugu toksisiteyi
antagonize ederek gosterdigi one siiriilmiistiir. Noronlarda SOD, glutatyon peroksidaz ve
katalaz gibi antioksidan enzimlerin aktivitesini artirarak beyin parankimini iskemik hasara
kars1 korumaktadir. Eritrositlerde sitozolik katalaz ve glutatyon peroksidaz aktivitesini
yenileme ve lipid peroksidasyonunu engelleme yolu ile oksidatif hasar sonrasinda koruyucu
etki gosterdigi bulgularla desteklenmistir. Gerbil global serebral iskemi, iskemi-perfiizyonun
neden oldugu fetal oksidatif hasar ve deneysel spinal kord hasar modellerinde, sistemik Epo
tedavisinin hasar sonras lipid peroksidasyonunu azalttig1 rapor edilmistir.(61,62)

Eksojen olarak verilen Epo, endotelyal ve noronal hiicreleri apoptotik hiicre
Sliimiinden koruyarak beyin iskemi alanlarini azaltmaktadir. Epo’in anti-apoptotik etkisi in
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vivo ve in vitro gesitli hiicre hasar modellerinde gosterilerek dogrulanmigtir. Sigan motor
ndron kiiltiirlerinde serum yoksunlugu veya kainik asit uyarimimin neden oldugu apoptozu
engelledigi bildirilmistir. Bu sistemde, Epo ‘in koruyucu etkisini gostermesi igin dnceden
uygulanmasi gerekliligi, gen ekspresyonu i¢in zaman gerekliligi ile agiklanmaktadir ve Epo’in
anti-apoptotik etkisini gosterebilmesi igin gen ekspresyonunun gerekli oldugunu
gostermektedir.(60) Epo mitokondriyal membran potansiyelinin siirdiiriilmesine katkida
bulunarak, sitokrom ¢ salimmmin neden oldugu kaspaz-8, 1 ve 3 aktivitesini engeller.
Mikroarray teknigi ile yapilan bir aragtirmada Epo uygulanmig PC12 hiicrelerinde gen
ekspresyonlarindaki degisimler incelenmis, hiicre proliferasyonu, diferansiyasyonu ve sag
kaliminda rol oynayan genlerin ekspresyonunun arttigi kamtlanmistir. Aym ¢alismada anti-
apoptotik bir gen olan bel-XL geninin ekspresyonunun arttigi, pro-apoptotik bir gen olan bak

geninin ekspresyonunun ise azaldig: bildirilmistir.(55)

Neovaskiilarizasyonun uyarilmast metabolik olarak hasara ugrayan dokuda
perfiizyonu korumaya yardimci olmasi Epo tarafindan aktive edilen bir baska potansiyel
koruyucu mekanizma olabilir. Epo iskemik beyinde anjiyogenezi modiile ederek, kan
dolagimimi ve doku oksijenasyonunu artirabilir. Epo’in néronal dncii hiicrelerin gogalmasini
(ndrogenez) uyararak etki gosterebilecegi olasiligi, 6zellikle kronik hastalik modellerinde ve

kronik Epo uygulamasinda ndroprotektif etkisi olabilecegini diisiindiirtmektedir.(56)

Polimorfoniikleer 15kositlerde EpoR‘niin varhig gosterilmistir ve Epo’in pro-
inflamatuvar sitokin iiretimini, serebral iskemi ve deneysel alerjik ensefalomiyelit’te (EAE)

olugan inflamasyonu azalttig1 bildirilmistir.(56)
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5.1 Kullanilan Geregler, Kimyasal Maddeler ve Soliisyonlar

5.1.1 Kullanilan Geregler

° Laminer-air flow (Aura SD4 vertikal)

° Karbondioksit inkiibatorii (Heal Force HF90)
. Sarjl pipetdr (Pipetcompu Greiner)

e 25 cm? hiicre kiiltiir kabi (Falcon 353108)

e 75 cm? hiicre kiiltiir kabi (Falcon 353110)

e 6 kuyulu kiiltiir kab1 (Greiner 657920)

e 96 kuyulu kiiltiir kabi (Greiner 655920 )

e  2ml cryo.s tiip (Greiner Bio-one Kat.No:122278)
e 0.45pm Enjektor Filtre (Schleicher&Schwell Kat.No:462200)
° 2 ml steril pipet, polistren (Falcon 160210)
. 5 ml steril pipet, polistren (Falcon 357543)

° 10 ml steril pipet, polistren (Falcon 357551)
° Pastor firini (Astell Scientific)

e  Fazkontrast mikroskop (Nikon Diaphot 200)
e Isik mikroskobu (Olympus CH-2)

° Masa iistii santrifiij (Sorval® MC12V)

° Vorteks (Velp Zx3)

e  Terazi (Presica 2200 SCS)

e  Hassas terazi (Presica 205A SCS)

° pH metre (Jenway 3320)

e  Mikrodalga firin (Argelik)

° Derin dondurucu (-20 C°, Philco)
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Derin dondurucu (-80 C°, Sanyo)

Buzdolabi (+4 C°, Argelik)

Saf su cihazi (Nanopure)

Ultra saf su cihazi (Elga Maxima)

Sirkiilasyonlu su banyosu (Grant LT D66)

Giig kaynagi (ATTA Cross Power 500)

Gii¢ kaynagi (Hoeffer PS500XT)

Inkiibatér (Major Science Dry Bath)

Vertikal elektroforez ekipmani (Hoeffer HE600)

Manyetik karistiric1 (IKA Labortechnik)

Gilson Pipetman p10 (0,2ul-10ul)

Finnpipette (0.5ul-10pl)

Finnpipette (40p1-200p1)

Finnpipette (200u1-1000p1)

12 ml steril tiip (Greiner 652306)

50 ml steril tiip (Falcon 352070)

Metanol kalemi

Floresan mikroskop (Nikon ECLIPSE E600)

Neubauer lami1 ve lamel

Cell scraper (Costar 3010)

100-1000 pl Filtreli pipet ucu (Corning Kat.No: 4809)

0.5-20 pl Filtreli pipet ucu (Greiner Bio-one Kat.No: 771288)
10-200 pl Filtreli pipet ucu (Greiner Bio-one Kat.No: 739288)
0.5-20 pl Filtreli jel yiikleme pipet ucu (Greiner Bio-one Kat.No: 775288)

1.5 ml Tiip (Greiner Bio-one Kat.No: 616201)
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° PVDF (polivinil diflorid) membran (Sigma Kat. No: P-2438)
e  Blotting kagidi (Sigma Kat. No: P-6664)

. Buz makinesi (Scotsman AF 100)

e  Mikroplate okuyucu (BioRad Novapath)

° Hibridizasyon firin1 (Hoefer HB 400)

° Film Banyosu (Medichot 902 S)

. Kodak Biomax Film (Kodak KP106641)

e Dansitometre (BioRad GS700)

5.1.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

e  Etanol (Carlo ERBA Kat.No: 414608)

° Metanol (Merck)

e  N,N’-Metilen -bis-Akrilamid (Sigma Kat. No: M-2022)
. Akrilamid (Sigma Kat. No: A-9099)

. Amonyum persiilfat (Sigma Kat.No: A-9164)

e  Brom fenol mavisi (Merck Kat.No:61159)

. EDTA pHS8.0 0.5M (Applichem Kat.No: 3145)

e  isopropanol (Applichem Kat.No:A3928-00)

e  TEMED (Sigma Kat. No: T-7024)

. Trisma-Base (Sigma Kat. No: T-8524)

e  Gliserol (Carlo Erba Kat.No:516852)

e  Glisin (Amresco Kat. No: 0167)

e  Seeblue plus 2, protein molekiil agirlik belirleyicisi (Invitrogen LC5925)
e  Fetal sigir serumu (Sigma Kat.No: S-0123)

. Donér at Serumu (Sigma Kat.No: S-9133)

e  RPMI 1640 ( Biochrom AG Kat. No: F-1215)



FITC konjuge kegi anti fare antikoru (KPL Kat.No: 02-18-03)

Poly D Lizin (Sigma Kat. No: P-6407)

Kegi Anti Tavsan IgG HRP konjuge antikoru (Santa Cruze Kat. No: SC-2004)
Apostain ss DNA (MAB3299, primer antikor) (Chemicon MAB3299)
MTT (Sigma M-5655)

Trypan mavisi (Biochrom AG Kat. No:L 6323)

Aprotinin (Sigma Kat. No: A-1153)

Leupeptin (Sigma Kat. No: L-2023)

Pepstatin (Sigma Kat. No: P-4265)

PMSF (Sigma Kat. No: P7626)

Amyloid B fragman 25-35 (Sigma Kat. No: A-4559)

Tavsan poliklonal kaspaz-8 antikoru (Santa Cruz Kat. No: SC-7890)
Kaspaz-8 spesifik inhibitorii (Z-IETD-FMK) (Sigma Kat. No: C1230)
Eritropoetin 2000 IU (NeoRecormon, Roche)

NP-40 (Applichem Kat. No:A1694)

SDS (Applichem Kat. No: A-0675)

BCA Protein assay (Pierce)

DAPI-Antifade (4,6-diamidino-2 fenilindol) (Vysis Kat.No: 32-804830)
PC 12 Sigan Feokrositoma Hiicre Hatt1 (ATCC No: CRL-1721)

S181r Serum Albumin (Sigma Kat. No: B-4287)

Formamid (Applichem Kat. No:A2156)

DMSO (dimetil siilfoksid) ( Applichem Kat. No: A3006)
B-merkaptoetanol (Sigma Kat. No: M3148)

BSA standard (Pierce)

ECL kiti (Ammersham)
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° Siit tozu (Santa Cruz Biotech Kat. No: SC-2325)

e  Tripsin-EDTA (Biochrom KG Kat. No: L.-2143)

° L-glutamin (Biochrom AG Kat. No: 0281)

e  Penisilin/ Streptomisin (Biochrom AG Kat. No: A-2210)

5.1.3 Kullanilan Soliisyonlar

e  Amonyum persiilfat (%10)
1 g Amonyum persiilfat 1 ml’ ye tridistile dH,O ile tamamlanir.
SDS (Sodyum Dodesil Siilfat (%10))

10g SDS 90ml dH20 ile 68°C de ¢oziiliir pH HCl ile 7.2°ye ayarlanir ve toplam

hacim100m!’ye dH,O ile tamamlanir.
. Akrilamid-bisakrilamid karigimi (%30)

29 g Akrilamid ve 1 g N,N’-metilenbisakrilamid 60 ml dH,O ile 37°C de ¢oziiliir
100 ml’ye dH,O ile tamamlanir. 4°C de 1s1ktan koruyarak saklanir.

e  SDS PAGE 6rnek tamponu (2X)

1.5M Tris (pH6.8) 10 ml, %20 SDS 6 ml, gliserol 30 ml, B-merkaptoetanol 15

ml, brom fenol mavisinden 1.8 g karigtirilarak 100ml’ye dH,O ile tamamlamr.
e  SDS PAGE yiiriitme tamponu (10X)

10 g SDS, 30.3 g Tris ve 144.1 g Glisin 1L’ye dH,0 ile tamamlanir.
e  Transfer Tamponu (10X)

114 g Glisin, 30 g Tris, 20 ml %10 SDS 1L’ye dH,O ile tamamlanr. Transfer
sirasinda 1X hazirlamirken son konsantrasyonu %20 metanol olacak sekilde

metanol eklenir.
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Lizis Tamponu (10 ml igin) :

1 M Tris (pH: 7.5) 200 pl
EDTA (0.5 M) 100 pl
NP-40 100 pl
Aprotinin (1 pg/ml) 250 pl
Leupeptin (100 pg/ml) 250 pl
Pepstatin (1 pg/ml) 250 pl
PMSF 100 pl

Na3VOy (sodyum orthovanadat) 100 pl
Distile su 8.65 ml
TBS-t Tamponu (1X)

Son konsantrasyonu 10mM Tris.Cl, 100mM NaCl, %1 Tween 20 olacak sekilde

hazirlanir. pH 7.5 “a getirilir.
Poly-D-Lysin

Poly-D-Lysin 1 mg/ml lik konsantrasyonda steril dH20 da ¢oziilerek ve 500
pl’lik hacimlerde tiiplere boliinerek -20 C° de saklamr. Kullanilmadan 6nce 49.5
ml dH20 ile kanistirilarak son konsantrasyonu 10pug/ml olacak sekilde hazirlamr.

MTT stok soliisyonu

20 mg MTT maddesi 10 ml PBS iginde ¢oziiliirek, 2 mg/ml stok MTT soliisyonu

hazirlanir.
Glisin Tamponu

Son konsantrasyonu 0.1 M glisin, 0.1 M NaCl olacak sekilde hazirlamr ve
pH:10.5 ‘e ayarlanir.

% 5 lik bloklama soliisyonu

0.5 gram yagsiz siit tozu tartilarak 10ml TBS-t i¢inde ¢oziiliir.
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e % 15 serum igeren hiicre kiiltiir ortam1
83 ml RPMI 1640
10 ml dondr at serumu (56 C° de 30 dakika bekletilerek inaktive edilmis)
5 ml fetal sigir serumu (56 C° de 30 dakika bekletilerek inaktive edilmis)
1 ml penisilin/streptomisin
1 ml L-glutamin

(Degerler 100ml ortam hazirlamak iizere verilmistir.)

5.2 Yontemler
Bu tez galigmasinda sirasi ile uygulanan yoéntemler ve amaglar1 soyle 6zetlenebilir.

» Hiicrelerin kiiltiir kabimin yiizeyine tutunabilmeleri igin tiim hiicre kiiltiir
kaplan poli-D-lizin ile kaplandi.

» Deneyler i¢in uygun sayida hiicre uygun kaplara ekildi. Epo ve AP ilaveleri
yapild.

» Canlilik testleri uygulanarak, Epo ve AB’ne yanitlar degerlendirildi.

» Apostain immiinofloresan boyama y6ntemi ile apoptotik hiicreler goriintiilendi

ve degerlendirildi.
» Westernblotting yontemi uyguland: ve kaspaz-8 aktivasyonu degerlendirildi.

» Hiicre kiiltir ortamlarinda Epo’in oksidatif stres iizerine etkisini

degerlendirmek amaciyla NO analizi yapildi.

Bu yontemlerin tiim detaylar agagida sirasi ile agiklanmigtir.

5.2.1 Hiicre Kiiltiirii

Bu tez g¢aligmasinda kullamlan PCI12 hiicre kiiltiirii hatti ticari olarak ATCC
(American Tissue Culture Collection) firmasindan saglandi. PC12 hiicre hatt1 ilk kez 1976’da
Greene ve Tischler tarafindan sigan feokromasitomasindan klonlanmigtir. Adrenal bezden

koken alan tek hiicre klonudur. Hiicre morfolojisi poligonal goriiniimliidiir.
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Resim 1: PC 12 hiicrelerinin faz-kontrast mikroskoptaki goriintiisii, (x100)

Kiiltiire edilmis hiicreler siispande veya adhere olmak iizere iki g¢esittir. PC 12
hiicreleri adheran ozellikte, kiiltiir kabinin yiizeyine yapisarak yasayan ve kiigiik kiimeler
halinde ¢ogalan hiicrelerdir. Ancak, bu hiicreler plastik yiizeylere tutunabilmekte
zorlandiklarindan, tutunmalarini kolaylagtirmak ve artirmak amaciyla, kiiltlir kaplarinin
ylizeyleri kollagen, laminin, polilizin gibi kaplama maddeleri ile kaplanmaktadir. Bu tez
¢aligmasinda PC 12 hiicrelerinin ¢ogaltildign ve deneylerin yapildigi tiim kiiltiir kaplarinin
yiizeyleri poli-D-lizin (PDL) ile kaplanmugtir.

Kiiltiire edilen hiicrelerin her iki-li¢ giinde bir ortamlarimin degistirilmesi gereklidir.
PC 12 hiicre hattim beslemekte kullanilan %15 serum igeren ortam énceden hazirlanarak 4°C

de saklanmigtir. Hiicreler beslenecegi veya pasaj yapilacagi zamanlarda onceden 37°C ye

getirilerek kullamlmustir.

PC12 hiicrelerinde iki kati sayiya ulagmak i¢in gerekli zaman (doubling time) 92
saattir. Pasaj diliisyonu (split ratio) 1:3 ila 1:8 arasinda 6nerilmektedir. Hiicreleri pasajlamak
i¢in yapistiklari yiizeyden kaldirmak ve kiimeleri dagitarak hiicrelerin tek tek ayrilmasim
saglamak gerekmektedir. Pipetin gek-birak hareketleri ile yiizeyi yikayarak ve bir akim
yaratarak hiicrelerin ayrilmasi saglanmistir.

Asagida tiim deney setlerinin hazirlanisi ve yontemler sirasi ile agiklanmistir.

5.2.1.1 Hiicre kiiltiir kaplarinin poli-D-lizin ile kaplanmast
Kiiltiir kaplarimin kaplama iglemi igin agagidaki basamaklar uygulanmistir. Tiim
basamaklar laminer kabin i¢inde steril ortamda gergeklestirilmistir.

1) 10 pg/ml konsantrasyonda hazirlanan stok PDL ¢6zeltisinden standart olarak; 25
cm? lik kiiltiir kaplarina 4 ml,



2)

3)

4)

5)

6)

75 cm? lik kiiltiir kaplarina 7 ml,

6 kuyulu kiiltiir kaplarimin her bir kuyusuna 2 ml,

96 kuyulu kiiltiir kaplarmin her bir kuyusuna 100 ul eklendi.
Laminer kabin i¢inde oda sicakhifinda 2 saat bekletildi.

Stok PDL soliisyonu geri gekilerek tekrar steril bir kap igine toplandi.  ( Bu stok
soliisyon 4°C de saklanarak toplam 3 kez kaplama isleminde

kullanilabilmektedir.)

Steril bidistile su ile birkag defa gekip birakilarak yikandi. Bu yikama islemi bir
kez daha tekrarlandi.

Yikama isleminin ardindan kiiltir kaplar1 kapaklarn agik olarak kurumaya
birakild:. Yiizeyin tamamen kurumasi i¢in yaklasik 45 dakika beklendi.

Yiizey kuruduktan sonra kapaklar kapatilarak agizlari parafilmle sikica sarildi.

Kullamlincaya kadar oda 1s1sinda sakland.

5.2.1.2 Deney kosullart
Bu tez galigmasinda tiim canlilik deneyleri 96 kuyulu kiiltiir kabinda, apostain

immiinofloresan boyama deneyleri 6 kuyulu kiiltiir kabinda, westernblotting i¢in protein

izolasyonu amagli deneyler ise 25 cm? lik kiiltiir kabinda gergeklestirildi. Asagida anlatilan

basamaklar tim deney setleri igin ortak olan ve bizim ¢alismamz i¢in optimize ettigimiz

kosullardir. Tez caligmasinin en baginda hiicre sayist, ortam miktari, inkiibasyon stireleri gibi

optimizasyonlar ve standardizasyonlar yapilarak tiim deneylerin esit kosullarda yapilmasi

amaglandi. Asagida ifade edilen sayilar kullanilacak yonteme uygun miktarda hiicre elde

etmek igin kullanilan hiicrelerin ekim yogunlugunu, kaplarin biiyiikligiinii ve ortam hacmini

ifade etmektedir.

e Canlilik deneylerinde her bir kogul igin 96 kuyulu kiiltiir kabinin her bir kuyusuna,

200ul ortam igine 2x10* yogunlugunda hiicre ekildi.

e  Apostain immiinfloresan boyama analizi yapilirken her bir kosul i¢in 6 kuyulu kiiltir

kabinin her bir kuyusuna , 2 ml ortam igine 5x10° yogunlugunda hiicre ekildi.

e Protein eldesi ve westernblotting analizi yapilirken her bir kogul igin 25cm? lik kiiltiir

kabina %15 serum igeren 4ml ortam igine 3x10° yogunlukta hiicre ekildi.
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Hiicrelere kiiltiir kabinin yiizeyine yapigabilmeleri ve olagan duruma gelebilmeleri igin
18-24 saat zaman tanindi. (Bu siire genellikle hiicrelerin ekiminin yapildig1 gilindiizii takip
eden gece boyunca gegen siiredir.) Sonraki basamakta kiiltiir kabinin yiizeyine tutunan
hiicrelerin iizerindeki kiiltiir ortamu gekilerek uzaklagtirildi ve %1 serum igeren yeni ortam
ilave edildi. %15 serum igeren ortamin uzaklastirilmasi, bu serumda bulunan faktérlerin
koruyucu etkisinin ortadan kaldirilmas: ve koruyucu etkinligi test edilen maddenin etkisiyle
serumun olas1 koruyucu etkisinin ayirtedilebilmesidir. Bu ortamda hiicreler 24 saat
inkiibasyona birakildi.

Bu basamaga kadar tiim deney kosullar1 ortaktir. Bundan sonraki agamalar, planlanan
her bir deney i¢in asagida sunulmustur. Her bir deney en az iiglii setler halinde ¢alisildi ve

tiim deneyler farkli pasajlardan hiicreler iizerinde olmak kosuluyla 3 kez tekrarlandi.

Artan konsantrasyonlarda A ilavesinin hiicre canhligina etkisini sinamak i¢in yapilan

canhilik testlerinin deney kosullarimin hazirlanmasi:

Bu deney kosullarinda artan konsantrasyonlarda Aps.3s) fragmam ilave edilmesinin
24 saat inkiibasyon sonunda hiicre canhligi iizerine olan etkisi canhlik testleri ile

degerlendirildi.

» Her bir kosul igin 96 kuyulu kiiltiir kabinin her bir kuyusuna, %15 serum igeren 200l
ortam igine 2x10* yogunlugunda hiicre ekildi.
» Hiicrelere kiiltiir kabimin yiizeyine yapigabilmeleri ve olagan duruma gelebilmeleri igin

18-24 saat zaman tanindi.

» Hiicrelerin iizerindeki kiiltiir ortamm gekilerek uzaklastirildi ve %1 serum igeren yeni

ortam ilave edildi. Bu ortamda hiicreler 24 saat inkiibasyona birakildi.

» Bir kuyuya hi¢ APs.as) fragmani eklenmedi ve bu kosul kontrol kosulu olarak kabul
edildi. Diger kuyulara sirasi ile son konsantrasyonu 20uM, 40pM, 60uM, 80pM
olacak gekilde ABs.35) fragmani eklendi ve 24 saat inkiibe edildi.

» Bu siirenin sonunda Trypan mavisi ve MTT testleri uygulanarak hiicre canlilig:

degerlendirildi.
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20uM AP ilavesinin 24.,48.,72. saatler sonunda hiicre canhhgmna etkisini smamak i¢in

yapilan canhlik testlerinin deney kosullarinin hazirlanmasr:

Bu deney setinde, tiim kosullara son konsantrasyonu 20uM olacak sekilde ABs.3s)
fragman ilave edilmesinin, artan inkiibasyon siireleri sonunda hiicre canlilig1 {izerine olan

etkisi canlilik testleri ile degerlendirildi.

» Her bir kosul i¢in 96 kuyulu kiiltiir kabimn her bir kuyusuna, %15 serum igeren 200ul
ortam igine 2x10* yogunlugunda hiicre ekildi.

» Hiicrelere kiiltiir kabinin yiizeyine yapigabilmeleri ve olagan duruma gelebilmeleri i¢in

18-24 saat zaman tanindi.

» Hiicrelerin iizerindeki kiiltiir ortam ¢ekilerek uzaklastirildi ve %1 serum igeren yeni

ortam ilave edildi. Bu ortamda hiicreler 24 saat inkiibasyona birakildi.

> Ertesi giin 72.saat kosuluna son konsantrasyonu 20uM olacak sekilde AP(s.a3s)
fragmam eklendi. Sonraki giin ayn1 saatte 48. saat kosuluna son konsantrasyonu 20pM
olacak sekilde AB(s.s) fragmam eklendi. Daha sonraki giin 24.saat kosuluna son
konsantrasyonu 20puM olacak sekilde APs.3s5) fragmam eklendi. En son giin ayni
saatte 0.saat kosuluna son konsantrasyonu 20uM olacak sekilde APs.3s) fragmam
eklendi ve bu kosul kontrol kosulu olarak kabul edildi. Hemen ardindan trypan mavisi
ve MTT testleri uygulandi. Boylelikle en uzun inkiibasyon siiresine en bastan
baslamak yontemiyle tiim deney kosullar1 ayni anda sonlandirilarak analizlerin bir

defada yapilmasi saglandi.

Epo’in, 20uM AB ilavesinin 24 saat sonunda olusturdugu hiicre fliimiine koruyucu

etkisini ssnamak i¢in yapilan canhlik testlerinin deney kosullarinin hazirlanmasi:

Bu deney setinde, hiicre kiiltiir ortamlarina onceden Epo ilave edilmesinin, son
konsantrasyonu 20pM olacak sekilde APs.35) fragmani ilave edilerek 24 saat inkiibasyon
sonunda gerceklesen hiicre oliimiinii azaltici etki gosterip gostermedigi canlilik testleri ile

degerlendirildi.

» Her bir kosul i¢in 96 kuyulu kiiltiir kabinin her bir kuyusuna, %15 serum igeren 200p1

ortam igine 2x10* yogunlugunda hiicre ekildi.

» Hiicrelere kiiltiir kabinin yiizeyine yapigabilmeleri ve olagan duruma gelebilmeleri igin

18-24 saat zaman tanind1.
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»

Hiicrelerin iizerindeki kiiltiir ortami gekilerek uzaklastinldi ve %1 serum igeren yeni
ortam ilave edildi. Bu ortamda hiicreler 24 saat inkiibasyona birakildi.

Daha sonra Epo 0.1 U/ml, 0.5 U/ml, 1.0 U/ml, 2.0 U/ml konsantrasyonlarda olacak
sekilde ortama ilave edildi. 24 saat boyunca inkiibe edildi.

Bu inkiibasyonun ardindan son konsantrasyonu 20uM olacak sekilde APes.ss)
fragmam ilave edilerek 24 saat inkiibe edildi.Hi¢ Epo eklenmeyen ancak 20uM olacak
sekilde AP(s.3s) fragmani ilave edilen kosul kontrol kosulu olarak kabul edildi. Bu
siirenin  sonunda trypan mavisi ve MTT testleri uygulanarak hiicre canlihig

degerlendirildi.
Apostain immiinfloresan boyama analizi i¢in hazirlanan deney kosullari:

Bu deney setinde, hiicre kiiltiir ortamlarina 6nceden Epo ilave edilmesinin, son

konsantrasyonu 20uM olacak sekilde APs.3s) fragmam ilave edilerek 24 saat inkiibasyon

sonunda gergeklesen apoptotik hiicre Sliimiinii azaltici etki gosterip géstermedigi apostain

immiinfloresan boyama yontemi ile degerlendirildi.

>

Her bir kosul i¢in 6 kuyulu kiiltiir kabinin her bir kuyusuna, %15 serum igeren 2 ml
ortam i¢ine 5x10° yogunlugunda hiicre ekildi.

Hiicrelere kiiltiir kabinin yiizeyine yapisabilmeleri ve olagan duruma gelebilmeleri igin
18-24 saat zaman tanindi.

Hiicrelerin iizerindeki kiiltiir ortamu gekilerek uzaklastirildi ve %1 serum igeren yeni

ortam ilave edildi. Bu ortamda hiicreler 24 saat inkiibasyona birakildi.

Daha sonra Epo 0.1 U/ml, 0.5 U/ml, 1.0 U/ml, 2.0 U/ml konsantrasyonlarda olacak
sekilde ortama ilave edildi. 24 saat boyunca inkiibe edildi.

Bu inkiibasyonun ardindan son konsantrasyonu 20uM olacak sekilde APsass)
fragman ilave edilerek 24 saat inkiibe edildi. Hig Epo eklenmeyen ancak 20puM
olacak sekilde APs.3s) fragman ilave edilen kosul kontrol kosulu olarak kabul edildi.
Bu siirenin  sonunda apostain immiinfloresan boyama yéntemi ile apoptotik hiicre

orani degerlendirildi.
Western blotting analizi i¢in hazirlanan deney kosullar::

Bu deney setinde, hiicre kiiltiir ortamlarina dnceden Epo ilave edilmesinin, son

konsantrasyonu 20uM olacak sekilde APs.3s) fragmam ilave edilerek 24 saat inkiibasyon
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sonunda gerceklesen kaspaz-8 aktivasyonunu nasil etkiledigi western blotting yontemi ile
degerlendirilmistir.
» Planlanan 5 kosul igin 5 adet 25 cm”lik hiicre kiiltiir kabmna %15 serum igeren 4ml

ortam iginde 3x1 0° yogunlukta hiicre ekildi.

» Hiicrelere kiiltiir kabinin yiizeyine yapigabilmeleri ve olagan duruma gelebilmeleri igin

18-24 saat zaman tamindi.

» Hiicrelerin iizerindeki kiiltiir ortamu gekilerek uzaklagtirildi ve %1 serum igeren yeni

ortam ilave edildi. Bu ortamda hiicreler 24 saat inkiibasyona birakildi.

» Sonraki giin {i¢ kosula hi¢ Epo ilave edilmedi ve bunlardan birisi bazal olarak
isimlendirildi. Diger iki kosula Epol.0 U/ml, 2.0 U/ml konsantrasyonlarda olacak
sekilde ortama ilave edildi ve 24 saat boyunca inkiibe edildi.

» Sonraki giin bazal kosula higbir ajan eklenmedi. Bir kosula 20uM olacak sekilde
AB25.35) fragmani ilave edildi ve bu kosul toksisite kosulu olarak isimlendirildi. Bir
baska kosula 1 saat onceden 20puM olacak sekilde kaspaz-8 spesifik inhibitorii
eklenerek, digerleri ile es zamanli olarak 20uM olacak sekilde A as.35) fragmani ilave
edildi ve bu kosul inhibitér kosulu olarak isimlendirildi. Epo eklenen iki kosula son
konsantrasyonu 20uM olacak sekilde AP(s.35) fragmam ilave edildi. Bu detayli
ifadeleri daha kolay anlatabilmek amaciyla asagidaki tablo hazirlanmistir.

Bazal AB(25-35) inhibitor Epo 1.0U/ml Epo 2.0U/ml
1.Giin %15 serumlu 4ml ortam iginde PC12 hiicre ekildi.
2.Giin %1’lik serumlu ortam ile degistirildi.
3.Giin Epol1.0U/ml eklendi  Epo 2.0U/ml eklendi
Isaat 6nceden 20uM
4Gil AB2s.35 20uM inhibitor eklendi ABs.35 20uM AB(25.35) 20pM
ezt eklendi ABsss) 20uM eklendi eklendi
eklendi
5.Giin Protein izolasyonu
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5.2.2 Hiicre canlilik testleri

Hiicre 6liimiiniin dogru belirlenmesi igin duyarli, kantitatif, giivenilir ve otomatize
edilmis yontemlere duyulan ihtiyag hiicre canlihigimin ya da oliimiiniin Slgiilebilmesi i¢in
birkag standart testin gelistirilmesine yol agmugtir. Yaygin olarak kullanilan standart
yontemler tripan mavisi, nigrozin, propidium iyodiir ya da etidium bromiir gibi vital boyalarin
hiicreler tarafindan alinmasi ya da alinmamast ilkesine dayanmaktadur. Olii ve canh hiicreler
151k mikroskobu ya da floresan mikroskobu altinda bu boyalarla farkli boyanma 6zelliklerine
gore ayirt edilmekte ve sayilabilmektedir. Yine MTT rediiksiyonu yontemi, ayni anda birden
fazla kosuldaki hiicrelerin canliligini 6lgebilme ve kosullar arasinda degerlendirme yapabilme

imkani saglamaktadir.

5.2.2.1 Trypan mavisi canlilik testi

Trypan mavisi testi bir hiicre popiilasyonunda, yasayan hiicre sayisim1 belirlemede
kullamlan y&ntemlerden birisidir. Bu boya negatif yiiklii oldugu i¢in hiicre membran hasari
olmadiginda hiicre igine giremez. Boylelikle yasayan hiicreler mavi renge boyanmazlar ama
5lii hiicreler membran hasarma ugradiklan igin trypan boyasini igine alarak mavi renkte
goriiliirler. Trypan mavisi ile boyama yonteminin test basamaklart :

1) Hiicre siispansiyonu serum fizyolojik veya PBS i¢inde hazirlanmalidir. Trypan mavisi
serum proteinlerine hiicresel proteinlerden daha yiiksek afinite ile baglandigindan,
hiicreler proteinden arindiriimis soliisyon iginde olmalidirlar.

2) %0.4liik 0.5 ml trypan mavisi test tiibiine alinir. Uzerine 0.3 ml PBS ve 0.2 ml hiicre
siispansiyonu eklenir. Bu karisim nazikge kanstirlir.

3) Hiicre siispansiyonunun bir miktari “Neubauer” lami iizerine damlatilarak hiicreler
standart Neubauer laminda hiicre sayma kurallaria gore sayilir. Mavi boyanmig
hiicreler 6lii, boyanmayan hiicreler ise canli olarak kabul edilmektedir. Mavi boyay1
igine almamig hiicrelerin sayisiin toplam (mavi+beyaz) hiicre sayisindaki pay1

hesaplanarak canli hiicrelerin orani yiizde olarak ifade edilir.

5.2.2.2 MTT canhlik testi

MTT rediiksiyonu yontemiyle bir hiicre toplulugundaki canli hiicrelerin orani
kolorimetrik yontemle kantitatif olarak saptanabilmektedir. Bu yontem saglam hiicrelerde
mitokondrinin MTT boyasinin tetrazolium halkasim pargalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir.
Bu reaksiyon frajil bir mitokondrial enzim olan siiksinat dehidrogenaz enziminin aktivitesine

bagimhidir. Tetrazolium halkasinin pargalanmast sonucu soluk sar renkli MTT boyasi koyu
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mavi-mor formazan iiriiniine doniigmektedir. Sonug olarak canli ve mitokondri fonksiyonu
bozulmamig hiicrelerin bulundugu ortam mor renge boyanmakta, 6lii ya da mitokondri
fonksiyonu bozulmus hiicrelerin bulundugu ortam ise boyanmamaktadir. Bu ydntem
hiicrelerin MTT boyasiyla inkiibasyonu, presipite reaksiyon iiriiniintin solubilize edilmesi ve
reaksiyon fiiriiniiniin kolorimetrik olarak o6lglimii basamaklarindan olugmaktadir. Ayrintih
deney basamaklar su sekildedir:
1)  Hiicre kiiltiir kab1 kuyularina son konsantrasyon 0.4 mg/ml olacak sekilde MTT stok
soliisyonundan eklendi.
2)  Ornekler 37 C° de %5 CO2, %95 hava igeren inkiibatérde 3.5 saat bekletildi.
3)  Kuyularin igerisindeki ortam uzaklastirildi.
4) Tim kuyulara 200ul dimetil siilfoksit (DMSO) eklendi ve 37 C° de 30 dakika
bekletildi.
5)  Olgiimden hemen 6nce tiim kuyulara 50 pl glisin tampon eklendi.
6) 96 Kuyulu hiicre kiiltiir kabimin, elisa plak okuyucusunda 595nm ve 650nm de

absorbanslan okutuldu.

5.2.3 Apostain immiinofloresan boyama

Apoptotik hiicre oliimiinii saptamak i¢in kullanilan bu y6ntemin ilkesi apoptotik
hiicrelerdeki DNA’nin 1s1yla denatiirasyona duyarlhiliginin artmig olmasina dayanmaktadir. Bu
yontemde DNA, formamid’in varliginda isiyla denatiire edilmekte ve tek iplikli DNA
(ssDNA)’ya spesifik MAB3299 antikoru ile isaretlenmektedir. Bu islem spesifik olarak
apoptotik hiicrelerin kromatinini boyamaktadir. Kondanse kromatin apoptotik hiicre
Sliimiiniin kesin bir gostergesi oldugu igin, kondanse kromatinin anti-ssDNA antikoruyla
immiinohistokimyasal olarak gosterilmesi apoptotik hiicrelerin spesifik olarak taninmasini
saglamaktadir. Antikor spesifik olarak deoksitidin ile reaksiyona girmektedir ve tek iplikli
DNA’e baglanmak igin en az 25-30 bazlik bir baglanma bélgesi gerektirmektedir ve birgok

hiicre tipinde apoptozu farkli evrelerindeyken belirleyebilmektedir.
Apostain immiinofloresan boyama yonteminin test basamaklar1 asagidaki gibidir:
1)  Hiicrelerin iizerindeki ortam uzaklastirilir ve kuyular PBS ile yikamr.
2) Kuyulara tripsin-EDTA eklenerek hiicreler kiiltiir plaklarindan kaldirihir  ve
slispansiyon durumuna getirilir.

3)  Santrifiij tiiplerine aktarilan hiicreler PBS ile yikanr.
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4

5)

6)

7

8)

9

10)

11)

12)

13)

14)
15)

16)

17)

18)

Hiicre siispansiyonlari oda sicaklifinda 5 dakika siireyle ve 1200 rpm devirde santrifiij
edilir.

Santrifiij sonrasi siipernatant atilarak pellet 1 ml soguk PBS ile siispanse edilir.

Hiicre siispansiyonlar1 vortekste karigtirilirken yavasga 6 ml soguk (-20°C sicaklikta)
metanol eklenir. Hiicreler metanol iginde 16 saat siireyle -20°C sicaklikta tutularak
fikse edilir.

Ertesi giin hiicre siispansiyonlar1 santrifijj edilir ve siipernatant uzaklagtirilarak pellet,
0.25 ml hacimde ve distile su ile sulandirilan % 50°lik formamid ile siispanse edilir.
Ornekler oda sicakhginda 5 dk tutulur.

Tiipler daha sonra 75° sicakliga getirilmis su banyosunda 10 dk tutulur.

Bu 1sitma igleminden sonra tiipler hemen oda sicakligindaki su banyosuna konulur.
Hiicre siispansiyonlarina 2 ml % 3’liik ve yag icermeyen ve PBS i¢inde ¢oziilmiis siit
tozu eklenir.

Vorteksle karistirilan drnekler 15 dk siireyle oda sicakhiginda tutulur. Siit tozu non-
spesifik boyanmay: 6nlemek i¢in eklenmektedir.

Ornekler inkiibasyon siiresinin sonunda tekrar santrifiij edildikten sonra siipernatant
uzaklagtirihir ve pellet 100 pl/ 6rnek hacimde MAB3299 antikoruyla siispande edilir.
(Antikor soliisyonu hazirlamak i¢in 1 ml hacimde 100 pg F7-26 antikoruna PBS ile
sulandirilmis  %1°lik siit tozu siispansiyonundan 9 ml eklenir. final antikor
konsantrasyonu 10 pg/ml olmaktadir. Diliie edilen antikor soliisyonu -20°C sicaklikta
saklanabilmektedir.)

Ornekler antikor soliisyonuyla oda sicakliginda 15 dk inkiibe edilir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda orneklere 1 ml PBS eklenir. Santrifiij asamasindan
sonra siipernatant uzaklagtirilir.

Pellet 100 pl/ 6rnek hacimde FITC-konjuge kegi-anti-fare sekonder antikoruyla
siispanse edilir. (Sekonder antikor da PBS ile sulandilan % 1°lik siit tozu
siispansiyonu ile dnceden hazirlanmistir.)

Sekonder antikor ile oda sicakliginda 15 dk inkiibasyon isleminin ardindan 6rneklere 1
ml PBS eklenir.

Santrifiij agamasindan sonra pellet tekrar PBS ile siispanse edilir.

52



19)

20)
21)

22)

Hazirlanan hiicre siispansiyonlar1 floresan mikroskobi incelemesi igin lam iizerine

damlatilir ve kurumasi beklenir.
Lamlarin iizerine DAPI-antifade eklenir ve lamel kapatilir.
Ornekler floresan mikroskobi incelemesi yapilana kadar karanhkta ve 4°C sicaklikta

tutulur. Farkli alanlardan toplam 300 hiicre sayilarak apoptotik olanlarm ytizdesi

hesaplanir.

Floresan mikroskobi incelemesinde FITC florokromu i¢in yesil FITC filtresi, DAPI

icin ise UV filtresi kullanilir.

5.2.4 Western Blotting Yontemi

Western blotting yonteminde, hiicre lizatindan elde edilmis tiim hiicre proteinlerinin

i¢inden kaspaz-8 proteinleri spesifik antikor kullanarak ayrimlandi ve goriintiileme islemi

yapildiLBu yontem deney kosullari uygulandiktan sonra hiicrelerin siispande duruma

getirilmesi, hiicre membraninin parcalanarak sitozolik proteinlerin eldesi, her bir kosuldan

elde edilen proteinlerin konsantrasyonlarinin belirlenmesi, esit miktarda protein yiiklenerek

SDS-PAGE ile ayrimlanmast, ayrimlanan proteinlerin membrana elektrotransferi ve spesifik

antikorla isaretlenerek goriintiilenmesi basamaklarim kapsamaktadr.

5.2.4.1 Protein izolasyonu

1)
2)

3)

L))

5)

6)

7)

Kiiltiirler faz-kontrast mikroskop altinda kontrol edilir.
Kiiltiir kaplari buz iizerine alinir ve islem boyunca buz tizerinde tutulmaya devam
edilir.

Lizis tamponu hazirlanir ve buz iizerinde sogumaya birakilir. Bu islem sirasinda tim

tiiplerin ve pipet uglarmin da soguk olmasina dikkat edilir.
Kiiltiir kab1 igindeki kiiltiir ortami uzaklastirilir.

Kiiltiir kabina 2 ml soguk PBS eklenir ve flask yiizeyinden hiicre kaztyict (scraper) ile

hiicreler kazinir.

Kiiltir kaplarinda hiicre kalmadigi kontrol edildikten sonra hiicre slispansiyonu
santrifiij tiiplerine aktarilir ve énceden sogutulmus olan santrifiijde 850 rpm devirde, 5

dk siireyle santrifijj edilir.

Santrifiij sonras: siipernatant atildiktan sonra pellet tekrar PBS eklenerek siispansiyon

haline getirilir ve soguk eppendorf tiiplerine aktartlir.
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8) Ornekler onceden sogutulmus olan santrifiijde 850 rpm devirde, 5 dk siireyle santrifiij
edilir.
9) Siipernatan uzaklagtirildiktan sonra orneklerin tizerine 100pl soguk lizis tamponu

eklenir.

10) Ornekler iki dakikada bir vortekste karistirilarak lizis tamponu ile buz iistiinde toplam
30 dakika inkiibe edilir.

11) Ardindan Srnekler 13000 rpm devirde, +4°C sicaklikta, 15 dk siireyle santrifijj edilir.

12) Santrifiij ardindan siipernatanlar alinarak BCA protein assay kiti ile protein dlgiimii
gergeklestirilir. Protein Slgimii igin standart olarak 2 mg/ml konsantrasyonda olan
sigir serum albumin (BSA) kullanilir ve bir dizi diliisyon ile BSA standartlan su

sekilde hazirlanir:

BSA (ul) Distile su (pl)

L. O 100
2519 90
3.220 80
4. 40 60
5. 60 40
6. 80 20
7. 100 0

13) Orneklerin bulunacag; tiiplere ise 10 pl 6rnek ve 90 pl distile su konulur.

14) Protein olgiimii igin BCA protein assay kitinin A ve B soliisyonlarn 1:50 oraninda

karigtirlir. Bu reaksiyon karisimindan her kiivete 1 ml eklenir ve vortekste karigtirilir.
15) Reaksiyon olusumu igin érnekler 42°C sicaklikta 5 dk bekletilir.

16) Spektrofotometrede 562 nm dalga boyunda olgim yapilir. Standart egrisi
hazirlandiktan sonra her drnegin igerdigi protein miktari belirlenir. SDS-PAGE igin

ornekler igeriginde 50 pg protein olacak miktarlarda eppendorflara boliinir.
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17) SDS-PAGE igin kullanilacak olan ve 50 pg protein igeren 6rneklere yiikleme tamponu

eklenerek vortekste karigtirlir.

18) Yiikleme tamponu eklenen &rnekler 95°C sicaklikta 5 dk kaynatilir ve elektroforez

yapilincaya kadar oda sicakliginda saklanir.

5.2.4.2 Sodyum Dodesil Siilfat- Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)
Protein izolasyonu tamamlandiktan ve yiikleme tamponu ile kaynatildiktan sonra
proteinler SDS-PAGE ile ayrimlamir. Proteinleri ayrimlamak i¢in % 12’lik SDS-
Poliakrilamid jeli hazirlanir. Jel hazirlanmadan once cam levhalar jelin cama yapigsmasini
onlemek i¢in isopropanol ile silinir. Daha sonra cam levhalar arasina aralayici (spacer)

yerlestirilir ve jel hazirlig1 asamasina gegilir. Bu jelin igeriginde su maddeler bulunmaktadir.

% 12’lik Separating Jel (Degerler toplam 10 ml jel hacmi igin verilmistir):

Distile su 3.3 ml
% 30 akrilamid-bisakrilamid karigimi 4.0 ml
Tris (1.5 M; pH: 8.8) 2.5 ml
SDS (% 10) 0.1 ml
Amonyum persiilfat (% 10) 0.1 ml
TEMED 0.004 ml

TEMED, akrilamid-bisakrilamid’in polimerizasyonu i¢in kullanilmaktadir. Karigima
en son amonyum persiilfat ve TEMED eklendikten sonra jel hemen dokiilmektedir ve
dokiildiikten sonra tizerine hava kabarciklarini dnlemek ve jelin havayla temasim kesmek i¢in
isopropanol eklenmektedir. Separating jelin polimerize olmast i¢in yaklagik 1 saat beklenir ve

sonra iizerindeki isopropanol uzaklagtirilir.

55



% 5°lik Stacking Jel, (Degerler 10 ml jel hacmi igin verilmistir):
Distile su 6.8 ml

% 30 acryl-bisacrylamide karigimi 1.7 ml

Tris (1.5 M; pH: 8.8) 1.25 ml
SDS (% 10) 0.1 ml
Amonyum persiilfat (% 10) 0.1 ml
TEMED 0.001 ml

Stacking jel hazirlanarak separating jelin iizerine dokiiliir. Stacking jel dokiildiikten
sonra kuyucuklari hazirlamak igin cam levhalarin {ist boliimiine tarak yerlestirilir. Jel
polimerizasyonu gergeklestikten sonra tarak ¢ikarilir. Onceden iginde 25 pg protein olacak
sekilde hazirlanmig ve yiikleme tamponu ile kaynatilmig ornekler kuyulara yiiklenir.
Orneklerin jelde yiiriitiilmesi sirasinda protein molekiiler agirlik belirleyicisi kullanilir.
Orneklere 25mA akim uygulanarak protein agirlik belirleyicisinin 20kD’luk bant1 separating
jelin pozitif kutup ydniinde alt ucuna dogru ayrimlandiginda akim durdurularak elektroforeze
son verilir. Bu islem tamamlandiktan sonra jeldeki proteinlerin membrana transferi agamasina

gegilir.

5.2.4.3 Blotlama

Yiiksek emicilik 6zelligi olan ve jel ile ayni boyutta hazirlanmis iki adet kurutma
kagid1 transfer tamponu ile 1slatildiktan sonra elektroblotter kasedindeki siingerlerin tizerine
yerlestirilir. Jel de bu kagtlarin iizerine yerlestirilir. Poli Vinil DiFloriir (PVDF) membran
yine jel ile aym boyda kesilir, metanol kalemi ile sol st kdsesine tanimlama amaciyla tarih
yazilir ve metanol iginde 2 dakika bekletildikten sonra transfer tamponu ile yikanarak jelin
iizerine kapatilir. Yine jel ile aym boydaki iki adet kurutma kagidi transfer tamponu ile
islatildiktan sonra membran {izerine kapatilir ve bu katmanlarmn en iistii bir pipet yardimu ile
yuvarlanarak hava kabarciklari ¢ikartilir. Sonra kaset kapatilarak elektroblotter cihazina
membran pozitif elektroda gelecek sekilde yerlestirilerek elektroblotter tanki transfer tamponu
ile doldurulur. Transfer tankinin igine manyetik gubuk atilarak tamponun diisiik hizda stirekli
karigtirilmas: saglamir. Elektrotransfer islemi oda sicakliginda 300 mA akimda 1.5 saat

uygulanir.
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Sekil 5: Blotting asamasinda jel ve membran yerlesimi

Transfer isleminin ardindan membran plastik bir kabin igine alinir ve burada bloklama
soliisyonunda 2 saat tutulur. Bloklama soliisyonu kullanim 6ncesi taze olarak hazirlanir ve

non-spesifik baglanmalari 6nlemek i¢in kullanilir.

Bu islemin ardindan membran 1/500 diliisyonda poliklonal tavsan anti-kaspaz-8

antikoru ile +4°C sicaklikta gece boyunca inkiibe edilir.
Ertesi sabah membran, 3 kez 10 dakika siire ile TBS-t ile yikanir.

Membran, 1/3500 diliisyonda HRP konjuge anti-tavsan IgG antikoru ile oda

sicaklifinda 1 saat inkiibe edilir.

Sonraki asamada membran 4 kez 15 dakika siire ile TBS-t ile yikandiktan sonra seffaf
bir dosyanin igine yerlestirilerek bir film kasetine aktarilir. Gériintiileme igin kemiliiminesans
yontemine dayanan hazir ECL kiti kullamlir. ECL kitinden 2 ml eklenir. Daha sonra
kemiliiminesansa duyarli filmle goriintii elde edilir. Film karanlik ortamda degisen siirelerde
membran tizerinde tutularak kemiliiminansa maruz birakilir ve sonra Radyoloji Anabilim Dali
mamografi {initesinde hazir bulunan klasik film banyosunda banyo edilerek goriintiileme

tamamlanir.

Bu tez baskisinda kagit iizerinde gosterilen western blotting bulgusu gériintiileri,
radyolojik film goriintiisiiniin dansitometre (Biorad GS-700) cihazinda taranmasi ile elde

edilmis ve dijital olarak islemlenerek kagit baskisina aktarilmigtir.

5.2.5 Nitrik Oksit olciim yontemi

Memeli hiicrelerinde, bazik amino asit L-arjinin ve molekiiler oksijen substrat olarak
kullamilarak Nitrik Oksit sentaz enziminin aktivitesi ile nitrik oksit (NO) sentezlenir.
Biyolojik sivilarda NO su ve oksijen varliginda oksidasyon yolu ile nitrite (NO2") ve nitrata
(NO3") a doniistiiriilerek inaktive edilir. Kullamlan bu test, nitrik oksitin bu oksidasyon

iriinlerinin fotometrik olarak belirlenmesine dayanmaktadir. Ornek igindeki nitrat miktarini
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Slgebilmek igin oncelikle nitratlar nitrite indirgenir ve sonraki renk reaksiyonu ile olusan
kirmizi1 menekse renkli bilesigin absorbansi Slgiiliir. Nitrit 6l¢iimii ise indirgenme basamagi

olmaksizin renk reaksiyonu ile yaplir.

Bu ¢alismada deney kosullar1 uygulandiktan sonra hiicre kiiltiir ortaminda ticari kit
(Roche Kat. No:1756281) kullanilarak nitrit ve nitrat analizleri yapildi. Deney kosullari
uygulanirken fenol kirmizisinin, nitrit ve nitrat analizini interfere etmemesi amaciyla fenol
kirmizist igermeyen RPMI 1640 hiicre kiiltiir ortami kullanildi. PC12 hiicreleri, hiicre kiiltiir
kabimn yiizeyinden mekanik yikama ile kaldirildi ve 850 rpm de 5 dakika santrifiij edildi.

Elde edilen siipernatanda nitrit ve nitrat analizi yapildi.

5.2.5.1 Nitrat Ol¢giim Basamaklar
Ornek igerigindeki nitrat, nitrat rediiktaz enziminin varhginda nikotinamid adenin

diniikleotid fosfat (NADPH) 1 yiikseltgenmesi ile nitrite indirgenmektedir.

Nitrat + NADPH + H'—&—> Nitrit + NADP" + H,0

(37°C de 30 dakika inkiibe edilir.)

Olusgan nitrit molekiilii sulfonilamid ve N-(1-Naftil) etilendiamin varliginda kirmiz
menekse renkli diazo bilesigine doniigiir.

Nitrit + sulfonilamid + N-(1-Naftil) etilendiamin—— Kirmizi-menekse renkli
diazo bilesigi

Olusan bu diazo bilesigi de 550 nm de absorbans vermektedir.

Nitrat 6l¢iimii igin kit ile beraberinde verilen 80mM potasyum nitrat standardindan bir
dizi dilisyon iglemi ile 80uM, 16puM, 8uM, 4uM, 1.6pM, 0.8uM, 0.4uM ve 0.25uM
konsantrasyonlarda potasyum nitrat standartlar1 elde edildi. Bu standartlar kullamilarak test
basamaklan izlendi, 550nm’de absorbanslar &lgiildli ve standart egrisi hazirlandi. Gerekli

deney kosullar1 saglandiktan sonra test basamaklari uygulanarak 550nm de orneklerin

absorbanslar1 6lgiildii. Standart egrisi ile kiyaslanarak konsantrasyonlar1 hesaplandi.

5.2.5.2 Nitrit Olgiim Basamaklart
Ornekler iginde var olan nitrit diizeyini saptamak igin indirgenme reaksiyonu

olmaksizin sadece renk reaksiyonu kullamlarak analiz yapilir.

Nitrit molekiilii sulfonilamid ve N-(1-Nafftil) etilendiamin varhiginda kirmiz1 menekse

renkli diazo boyasina doniisiir.
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Nitrit + sulfonilamid + N-(1-Naftil) etilendiamin— Diazo bilesigi
Olusan bu diazo bilesiginin 550 nm de absorbansi 6l¢iiliir.

Nitrit 6l¢limii igin, sodyum nitrit kullanilarak, nitrit standartlari hazirlandi ve bu
standartlar kullanilarak standart egrisi hazirlandi. Test basamaklari uygulanarak 550 nm de

drneklerin absorbansi 6lgiildii. Standart egrisi ile kiyaslanarak konsantrasyonlart hesaplandi.

5.2.5.3 Hesaplama ve Degerlendirme
Nitrat (uM)= [Nitrat 5l¢iimii (inkiibasyon ile)- Nitrit Sl¢timii (inkiibasyon yok)] olarak

hesaplandi ve degerlendirildi.
Nitrit (uM) ise direkt olarak analiz sonuglarindan elde edilen veriler degerlendirildi.

Nitrat ve nitrit diizeylerinin toplami nitrik oksit diizeyi olarak degerlendirildi.

5.2.6 Istatistiksel analiz

Bu tez galismasimn bulgularninin istatistiksel olarak degerlendirmesinde SPSS 11.5
istatistik programi kullamldi.Gruplarin ortalamalari arasindaki farkin istatistiksel olarak
anlamliligin degerlendirmek igin non-parametrik testlerden Mann-Whitney U testi kullanildi.

Tiim istatistiksel analizlerde anlamlilik degeri p <0.05 olarak segildi.
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6.1 Canlilik testlerinin sonuglart

100 = ———

-

Canli Hilcre Yiizdesi

o i £ =0 £l

Ap2s.35) Konsantrasyonu (uM)

Sekil 6 : Artan konsantrasyonlarda AB (5.3s) fragmani ilavesinin 24 saat sonunda PC12 hiicrelerinin canhligina
etkisinin Trypan mavisi ile boyama yontemi ile degerlendirilmesi. Hi¢ AB (.35 fragmani ilave edilmemis
kosulun hiicre canlihg ile kargilastnldiginda, AB (s.35) fragman ilave edilmis kosullarin hiicre canhiigindaki
azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.(p<0.05)

MTT Abserbans!

o o 40 60 0

AB(5.35) Konsantrasyonu (uM)

Sekil 7 : Artan konsantrasyonlarda A (:5.3s) fragmam ilavesinin 24 saat sonunda PC12 hiicrelerinin canliligina
etkisinin MTT rediiksiyonu yontemi ile degerlendirilmesi. Hig¢ AP (5.35) fragmani ilave edilmemis kosulun hiicre
canhlig ile kargilastirildiginda, AR (s.35) fragmam ilave edilmis kosullarin hiicre canlihgindaki azalma
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. (p<0.05)
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Canli Hiicre Yiizdesi

24 48

Zaman (Saat)

Sekil 8 : 20 pM konsantrasyonda AP (25-35) fragmam ilave edilmesinin 0.,24.,48. ve 72. saatlerin
sonunda PC12 hiicrelerinin canlihgina etkisinin Trypan mavisi ile boyama yontemi ile degerlendirilmesi. 0.
saatte AP (25-35) fragman ilave edilmis kogulun hiicre canlihg ile karsilastirildiginda diger kosullarin hiicre
canlhihgindaki azalma istatistiksel olarak anlaml bulunmustur. (p<0.05)

0,600 =

MTT Absorbansi

0,150 =

Zaman (Saat)

Sekil 9 : 20 pM konsantrasyonda Af (25-35) frag ilave edilmesinin 0.,24.,48. ve 72. saatlerin
sonunda PC12 hiicrelerinin canliligina etkisinin MTT rediiksiyonu yontemi ile degerlendirilmesi. 0. saatte Ap
(25-35) fragmani ilave edilmis kosulun hiicre canliig ile karsilastirildiginda diger kosullarn hiicre
canlihgindaki azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmugtur. (p<0.05)

62



05

Canli Hiicre Yiizdesi

EPO+AB(25-35) (20uM)

Sekil 10 : 20uM konsantrasyonda AP (25-35) fragmani ilave edilmeden onceki 24 saat boyunca degisik
dozlarda EPO ilave edilmesinin PC12 hiicrelerinin canliigina etkisinin Trypan mavisi ile boyama yontemi ile
degerlendirilmesi. EPO ilave edilmemis ve 20 pM konsantrasyonda A (25-35) fragmani ilave edilmis kosulun
hiicre canlihg ile karsilagtinldiginda, 0.1 ve 0.5 U/ml EPO ilave edilmis kosullarin hiicre canhhigindaki artis
istatistiksel olarak anlamh bulunmamistir.(p>0.05) Ancak 1 ve 2 U/ml EPO ilave edilmis kosullarin hiicre
canliligindaki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmugtur. (p<0.05)

0.555 4

0,540~

0525 =

MTT Absorbansi

0.510 =

0.5

EPO+AR(25-35) (20puM)

1

Sekil 11 : 20 pM konsantrasyonda AB (25-35) fragmani ilave edilmeden onceki 24 saat boyunca
degisik dozlarda EPO ilave edilmesinin PC12 hiicrelerinin canhligina etkisinin MTT rediiksiyonu yontemi ile
degerlendirilmesi. EPO ilave edilmemis ve 20 uM konsantrasyonda AB (25-35) fragman ilave edilmis kosulun
hiicre canhilif1 ile karsilastinldiginda, 0.1 ve 0.5 U/ml EPO ilave edilmis kosullarin hiicre canhlifindaki artig
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir.(p>0.05) Ancak 1 ve 2 U/ml EPO ilave edilmis kosullarin hiicre
canliligindaki artig istatistiksel olarak anlamli bulunmugtur. (p<0.05)
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6.2 Apostain immiinofloresan boyama yontemi sonuclar:
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Sekil 12 :Degisik kosullar uygulanmis PC12 hiicrelerinin apostain immiinofloresan boyama yontemi
ile analiz edilen apoptotik hiicre yiizdeleri. Hicbir ajan eklenmemis bazal kosullardaki PC12 hiicrelerinde
apoptotik hiicre oram1 %3.3+1.4 olarak bulunmustur. Hig EPO ilave edilmemis ve 20 uM konsantrasyonda Ap
(25-35) fragmam ilave edilmis kogulun apoptotik hiicre yiizdesi ile kiyaslandiginda, 0.1 ve 0.5 U/ml EPO ilave
edilen kosullarin apoptotik hiicre yiizdesindeki azalma istatistiksel olarak anlamli degildir. (p>0.05) Ancak 1 ve
5 U/ml EPO ilave edilen kosullarin apoptotik hiicre yilzdesindeki azalma istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. (p<0.05)

Resim 2: Apostain immiinofloresan boyama yontemi uygulanms bazal kosuldaki PC12 hiicrelerinin
epifloresan mikroskopta, Kromo 83006 UV/DAP/FITC/ TXRD bilgisayar kontrollii filtre seti kullanilarak x1000

bityiitme ile elde edilen goriintiisit
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Resim 3: Apostain imminofloresan boyama yontemi uygulanmis 20pM AB(25-35) eklenmis
kosuldaki PC12 hiicrelerinin epifloresan mikroskopta, Kromo 83006 UV/DAP/FITC/ TXRD bilgisayar kontrollil

filtre seti kullamlarak x1000 bilyiitme ile elde edilen goriintilsit

Resim 4 : Apostain immiinofloresan boyama yontemi uygulanmis 20uM AB(25-35) ve 2.0 U/ml Epo
eklenmis kosuldaki PC12 hiicrelerinin epifloresan mikroskopta, Kromo 83006 UV/DAP/FITC/ TXRD bilgisayar

kontrollii filtre seti kullanilarak x1000 biiyiitme ile elde edilen gdriintiisil.
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6.3 Western blotting yintemi sonuglart

_Bazal  Ap inhibitsr Epo 1.0 Epo2.0

Resim 5: Kaspaz-8’in aktivasyonu sonucu ayrilan 20 kDa’luk altbiriminin, Kaspaz-8 antikoru ile

problanmasi ile elde edilen western blot sonuglari

6.4 Nitrik oksit analizi sonuclar

80,00 =

40,00 =

Nitrat diizeyi

20,00 +

0,00

Bazal AB(25-35) Inhibitdr Epo 0,1 Epo 0,5 Epo 1,0 E po2,0
Kosullar

Sekil 13: Degisik kosullar uygulanmis PC12 hiicre kiiltiir ortamlarinin nitrat diizeyi analiz sonuglari.

Higbir ajan eklenmeyen kosula gore diger kosullar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir.

(p>0.05)
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Sekil 14: Degisik kosullar uygulanmis PC12 hiicre kiltiir ortamlarmin nitrit diizeyi analiz sonuglari.
Higbir ajan eklenmeyen kosula gore diger kosullar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamstir.

(p>0.05)
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NO Diizeyi

25004

0,00 = JE i | =
Bazal AB(25-35) inhibitsr Epo 0,1 Epo 0,5 Epo 1,0 E po2,0
Kosullar
Sekil 15: Degisik kosullar uygulanmis PC12 hiicre Kiltiir ortamlarinin NO diizeyi analiz sonuglari.
Higbir ajan eklenmeyen kosula gore diger kosullar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir.

(p>0.05)
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7 TARTISMA

Basta AH olmak iizere tiim norodejeneratif hastaliklar i¢in ilerlemis yas en donemli risk
faktoriidiir. Gegtigimiz yiizyilda, endiistrilesmis iilkelerin 65 yas ve lizeri popiilasyonunda
nérodejeneratif hastaliklarin goriilme sikligindaki arti, sonraki jenerasyonda bu sorunun
hangi boyutlarda olabilecegi hakkinda ciddi endige yaratmaktadir. Bu tahminler §zellikle tip
diinyasini ve kanun yapicilarim konu hakkinda daha fazla bilgilenmeye ve 6nlem almaya
yoneltmektedir. Giderek artan bir gekilde yasamsal faaliyetlerden mahrum birakan ve
tedaviden yarar saglanamayan bu hastaliktan etkilenen bireylerin, bakimindan sorumlu
olanlarin ve toplumun tizerindeki, duygusal, fiziksel ve parasal yiikii her gegen yil énemli bir
artis gostermektedir. Bugiine kadar onay almayi basaran birkag ilag bazi ndrodejeneratif
hastaliklarda kullanilmis, kronik kullanim nedeni ile yan etkiler ortaya ¢ikmis ancak
hastaligin ilerlemesini durdurmay1 basaramamistir.(2) Noronlarin rejenerasyon yetenegi
olmadigindan hastalik ortaya gikmadan once koruyucu ve/veya engelleyici etkin tedavi
yonteminin gelistirilmesi gerekliligi 6nem kazanmigstir.(63) Bu nedenle norodejeneratif
hastaliklarda noron 6liimiiniin nedenleri ve mekanizmalarinin tamamen aydinlatilmasi bir

zorunluluk haline gelmistir.

Nérodejeneratif hastaliklarda, hatali katlanmig proteinlerin oligomerik topluluklarimn,
farkli ndronal popiilasyonlarda hasara neden oldugu bilinmektedir ve bunun en garpici ornegi
AH’nda goriilmektedir. Limbik sistemde ve korteksteki noronlarda ilerleyici olarak fonksiyon
kayb1 vardir ve biligsel fonksiyonlar giderek azalmaktadir. Bu hiicresel fonksiyon kaybinmn
baglamasina ve ilerlemesine neden olan faktorlerin en basinda ise AP’nin artmis diizeyleri ve
birikimi gelmektedir.(64) AP nin senil plak yapisinda ve beyin damarlarinda birikerek, AH
patolojisinin gelisimine onciilik ettigi genetik, patolojik ve biyokimyasal caligmalarla
gosterilmistir.(4, 80) Plak yapisina katilan AB, APP’nin B-sekretaz ve y-sekretazlar tarafindan
kesilmesi ile 40 yada 42 amino asit uzunlufunda fragmanlardan olusmaktadir.21) AHm
olugmadan 6nce kontrol altina alabilmek, senil plaklarin olusumunu engellemek, dolayisi ile
amiloidojenik AP olusumunu en aza indirmek veya katabolizmasim hizlandirmak baz

aragtiricilar tarafindan en rasyonel tedavi olasilig1 olarak 6ne siiriilmektedir.(49,63,65)

AP’nin neden oldugu ndrodejenerasyonda néron 6limii mekanizmalarini aydinlatmak,
AB’ nin hangi sinyal ileti yolaklarm aktive ettigini agiklamak néron Oliimiinii
engelleyebilecek tedavi ajanlarmnin ve yontemlerinin geligtirilmesini saglayabilir. Bu amagla,

sentetik AP fragmanlarinin kullamldig1 in vitro ve in vivo ndron 6liimii modelleri aragtiricilar
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tarafindan yaygin olarak kullamlmaktadir.(66, 67, 68, 69) Bu tez calismasinda da noron hasari
yaratan ve hiicreleri liime siiriikleyen toksisite ajami olarak sentetik AB(25-35) fragmam
kullamlmistir. AB(25-35) fragmam non-fizyolojik sentetik bir peptid dizisidir ve toksik
szellikleri tam uzunluktaki fizyolojik peptid dizisiyle aymdir.(67,69) Tez galigmamizda in
vitro deney modeli sigan feokromasitoma hiicre hatti kullanilarak gergeklestirilmistir. Kisaca
PC 12 olarak isimlendirilen hiicre hatti saf ndron hiicrelerini igermektedir ve deneysel AH
modeli ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir.(66) Hiicre hatlarinin avantaji saf ve
homojen olmast ve western blotting gibi ¢ok fazla sayida hiicre kullamlmasinin gerektigi
molekiiler biyolojik yontemler i¢in yeterli sayida hiicre elde edilmesini saglamasidir.
Deneysel AH modeli olugturmak igin PC12 hiicre kiiltiir ortamina hangi miktarda AB(25-35)
fragmani eklenecegi ve ne kadar siire uygulanacagina ait veriler literatiirde farkh
aragtirmacilar tarafindan agik olarak bildirilmigtir. Jung-Hee Jang ve ark. 2003 te
yaymladiklari makalelerinde(69), PC12 hiicrelerini 50uM AP(25-35) fragmam ile 36 saat
boyunca inkiibe etmenin, faz-kontrast mikroskopta hiicre morfolojisini degistirdigini ve
apoptotik hiicre 6liimiiniin belirteglerini ortaya ¢ikardigim bildirmiglerdir. Aym ¢alismada
submikromolar konsantrasyonlarda (0.01pM -0.1pM) AB(25-35) fragman ilavesinin 36 saat
sonunda metabolik defektler i¢in yeterli oldugunu ifade etmislerdir.(69) Wanli Wei ve ark.
2002 yilinda yaynladiklari ¢ahigmalarinda(67), AH ve Down sendromlu hastalarin
beyinlerinde diffiiz plak yapisinda ¢ok miktarda gozlenen ve p3 peptidi olarak isimlendirilen
APB(17-42) fragmaninin toksik etkisini aragtirmak ve bilinen diger fragmanlarla kargilagtirmak
amaciyla insan noéroblastoma hiicre hattini kullanmuslardir. Ayni aragtirmada, AP(1-40),
AB(1-42), AB(25-35), APB(17-40), APB(17-42) fragmanlari 20pM  konsantrasyonlarda
kullamilarak 48 saatin sonunda yaratilan toksik etki, kontrol ile karsilagtirildiginda AB(25-35)
fragmammin  istatistiksel olarak en yiksek anlamliliktaki toksisiteyi olusturdugunu
gostermiglerdir.(67) Q.L.Peng ve ark.(2002), pycnogenol’iin noronlart koruyucu etkisini
arastirdiklart bir galigmay1, PC12 hiicre hattinda AB(25-35) fragmam ile 24 saat boyunca
inkiibe ederek yaratilan deneysel norotoksisite modeli ile gergeklestirmislerdir.(66) Ttiim bu
caligmalarda hiicre canlilig1 veya hiicre 6limii trypan mavisi ile boyama, MTT rediiksiyonu,
laktat dehidrogenaz salinimu gibi canlilik testleri ile degerlendirilmis ve genellikle veriler
yiizde orani olarak ifade edilmistir.(5,6,10,66,67,69) Deneysel modeli olusturmak igin gerekli
veriler literatiirde meveut olmasina ragmen, bu tez galigmasinda deneysel model kosullarini
optimize edebilmek ve verilerin literatiirle benzer olup olmadigini sinamak amactyla bir dizi

toksisite deneyi planlanmustir ve literatiirde kullanilan yontemler érnek ahnarak canhlik
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testleri uygulanmustir. Hiicre hattinin fenotipik ve fonksiyonel 6zellikleri, koken aldig1 hiicre
tipinin primer kiltiirlerininkinden farkhlik gdsterebilir. Bu farkliliklar in vitro ortamda
pasajlar sirasinda da olusabilir. Bu nedenle hiicre hattinin yaynlanmis fenotipik ve
fonksiyonel ozelliklerinin kullaneilar tarafindan tekrar kontrol edilmesi uygun goriilmiistiir.
Oncelikle artan konsantrasyonlarda AB(25-35) fragmam uygulanmasinin 24 saat sonunda
hiicre canhhgina etkisi degerlendirimistir. Hiicre kiiltir ortamma 20, 40, 60 ve 80pM
konsantrasyonlarda AP(25-35) fragmani ilavesinin hi¢ AB(25-35) fragmam eklenmemis
kontrol kosuluna gore hiicre canhhigim istatistiksel olarak anlamli &lgtide azalttifi
gdzlenmistir.(p<0.05)(sekil:4 ve sekil:5) Daha sonra, hiicre canliligini istatistiksel olarak
anlamh dlgiide azaltan en diisiik konsantrasyon olan 20uM sabit tutulup inkiibasyon siiresi
artirilarak hiicre canlilig: testleri tekrar uygulanmigtir. 20uM AB(25-35) fragman ilave edilen
PC12 hiicrelerinin canhligr 0., 24., 48. ve 72. saatlerin sonunda canlilik testleri ile analiz
edilmigtir. 24., 48. ve 72. saat kosullarmin hiicre canlihigi 0.saat kontrol kosulu ile
kargilagtiginda istatistiksel olarak anlamh olgiide azalmis bulunmustur.(p<0.05)(sekil:6 ve
sekil:7) Elde ettigimiz veriler literatire uygunluk gostermektedir. Benzer g¢aligmalarm
yapildigi makalelerde AB(25-35) fragmam ilavesinin artan konsantrasyona bagimli olarak
hiicre canlihgini azalttig ifade edilmistir(6,66,69) Gerek literatiirden saglanan gerekse kendi
¢aligmalarimizdan elde edilen verilerle tez ¢alismasiin bundan sonraki deneylerinde ndron
6liimiine yol agan AP(25-35) fragmani konsantrasyonu 20uM ve bu toksisiteye maruz kalma
siiresi 24 saat olarak secilmistir. Bu verilere gore 20uM konsantrasyon hiicre 6liimii igin
yeterli olan en az miktardir ve AP sarfiyatimn en aza indirilmesi elimizdeki siurh AP
miktariyla deney setlerini tekrarlayabilme olanag saglamistir. Bir hiicrede apoptozun
tamamlanmasi igin 16-24 saatin yeterli oldugu bildirilmektedir.(70,71) Bizim galismamizda
da PC12 hiicrelerini AP ilave ederek 24 saat inkiibe etmek hiicre canliligin azaltici etki
gostermistir ve bu veri literatiirle uygunluk gostermistir. Ayrica deney setlerini 24 saat ve
bunun katlari seklinde programlamanin uygulama ve ¢alisma kolayligi sagladifi, sabah
baslatilan bir setin takip eden giinlerde her sabah siirdiiriilmesi ve sonlandirildiktan sonraki

analizlerin giin igine yayilabilmesi gibi kolayliklar sagladig1 galismalar sirasinda gozlenmistir.

AH’nda gozlenen néron kaybinin apoptotik hiicre 6limii yolu ile gerceklestigi
bildirilmistir.(68,72,73,74) Néron 6limiine yol agan en Gnemli faktor ise amiloid plak
yapisinin biiyiik bileseni olan AB birikimidir.(75,76) Biriken Ap’nin hiicre ylizey proteinleri
ile iligki kurarak hiicre ici sinyalleme yolaklarini aktive ettigi ve programh hiicre 6liimiinii

baglattig1 6ne siiriilmiistiir.(68) Bu tez galismasinda da AP’nin neden oldugu apoptotik hiicre
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6liimii apostain immiinofloresan boyama yontemi kullanilarak gosterilmigtir. 20pM AB(25-
35) fragman ile 24 saat boyunca inkiibe edilen PC12 hiicrelerinin apoptoz yiizdesi higbir ajan
eklenmeyen bazal kosul hiicrelerinin apoptoz yiizdesi ile kargilagtirildiginda istatistiksel
olarak anlamli dlgiide yiiksek bulunmugtur.(p<0.05)(sekil:10, resim:2 ve resim:3) Bu
yontemde apoptotik hiicre dliimiiniin en dnemli belirteglerinden biri olan fragmante DNA
formamid varh@inda isitilarak denatiire edilmekte ve tek iplikli DNA ‘y1 spesifik olarak
taniyan monoklonal MAB3299 antikoru kullaniimaktadir. Bu yontemin istiinliigii spesifik
antikor kullanilmasi nedeni ile 6zgiilliigiiniin yiiksek olmasi ve gergekten apoptoz yolu ile

fragmante olmus DNA’i taniyarak ayirt etmesidir.(77)

MSS hasarlarinda, noronal sagkalimda ve fonksiyonel geri kazanimda disaridan
verilen bilyiime faktorlerinin yararli etkileri olabilir. Periferik olarak verilen biylime
faktorlerinin proteazlarla parcalanmast, kan beyin bariyerini gegememesi ve potansiyel toksik
etkileri klinik kullanimint sinirlar. Periferik olarak verildiginde hastalar tarafindan kolayhkla
tolere edilen, kan beyin bariyerini gegebilen ve toksik yan etkileri olmayan ajanlarin kullanimi
norodejeneratif hastaliklar igin alternatif bir tedavi yaklasumi olabilir. Epo, son yillarda farkls
arastirma gruplari tarafindan merkezi ve periferik sinir sistemini, gesitli faktorlerin neden
oldugu néron oliimiinden koruyan ve/veya kurtaran bir ajan olarak denenmis ve umut verici

bulgular tip literatiiriinde yer almistir.(12,13,14)

Epo, hematopoetik bir biiyiime faktorii, sitokin-hormondur. Epo, hipoksi ile uyarilan,
dokularn  oksijenasyonu igin eritrosit oncii  hiicrelerinin  proliferasyonuna  ve
diferansiyasyonuna neden olan bir glikoproteindir. Merkezi ve periferik sinir sisteminde
EpoR’niin varligmin gsterilmesi ile birlikte Epo’in sinir sisteminde fizyolojik ve patolojik
kosullarda rol oynadifi goriisii 6nem kazanmustir.(13) Anti-EpoR antikoru kullamlarak
kimyasal boyama ydntemi ile yapilan bir ¢alismada fare hipokampal ve kortikal néronlarinin
EpoR eksprese ettigi bulunmustur. Bagka bir ¢alismada primer astrosit kiiltiirlerinin Epo
irettigi ve azalmis oksijen diizeylerinin Epo mRNA diizeyini artirarak Epo iiretimini uyardig1
gdsterilmistir. Epo mRNA’inin erigkin sigan ve primat beyinlerinde de eksprese edildigi ve bu
ekspresyonun hipoksi ile uyarildigi bildirilmistir.(12) Noronal hiicre kiiltiirleri iizerinde
yapilan invitro ¢aligmalarda Epo’in, eksitotoksik uyaranlar, serum ve biiyiime faktor yoklugu
gibi gesitli hasar modellerinde noronlari koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir. Global ve
fokal iskemi, kaba travma, immiin aracili inflamasyon, eksitotoksin krizi, subaraknoidal

hemoraji, toksin nedenli ~Parkinson hastaligi gibi deneysel invivo hasar modellerinin
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uygulandig1 galigmalarin sonuglarinda Epo’in hiicreleri hasardan korumada yararl etkilerinin

oldugu, néron ve myosit apoptozunu invivo ve invitro engelledigi bildirilmistir.(14,58,60)

Bugiine kadar yayinlanan tiim ¢alismalarda Epo’nin in vivo yada in vitro deneysel
iskemi ile eksitotoksik uyaranlarin neden oldugu hiicre dliimleri tizerindeki etkisi aragtiriimig
olmasina karsin, AB’nin neden oldugu hiicre dliimii iizerine Epo’nin etkisini aragtiran bir
calisma bildirilmemistir. Farkli hasar yaratici etkenlerin kullamldigi deneysel modellerde
Epo’in néronlart koruyucu etkisinin gdsterilmesi, bize AP’nin neden oldugu ndronal
apoptozda da Epo ‘in koruyucu etkisinin olabilecegini diisiindiirmiistiir. AH’nda gozlenen
noron kayiplarimin apoptoz yolu ile oldugu ger¢eginden yola gikarak, Epo’in AB’nin
olusturdugu noéronal apoptozu inhibe edici etkisini aragtirmak ve AH’nin tedavisinde
kullamlabilecek potansiyel bir ilag olabilirligini sinamak bu tez calismasmin amacini

olusturmustur.

. Bu arastirma planlanmadan 6nce yapilan literatiir incelemelerinde Epo’in anti-
apoptotik etkisini gdsterebilmesi i¢in ortama onceden uygulanmasi gerekliligi ile
kargilagilmigtir. Anna-Leena Siren ve ark., P19 teratoma hiicrelerini serum yoklugu hasarina
maruz birakarak yaptiklan galigmada Epo’i serum yoksunlugunu baglatmadan 24 saat 6nce
ilave etmislerdir veya serum yoksunlugu ile Epo ilavesini ayni anda uygulamislardir. Bu
calismanin sonuglarindan biri Epo’in onceden ilavesinin apoptozu azaltmada daha etkili
oldugudur. Buna karsin serum yoksunlugu basladiktan hemen sonra Epo ilavesinin etkili
olmadigim bildirmiglerdir.(60) Bir bagka aragtirmada da noronlar1 glutamat toksisitesinden
korumak igin eksitotoksik uyar1 baglamadan en az 8 saat 6nce Epo ilavesinin gerektigi

bildirilmistir.(56)

Tez galismamizda, Epo’in, néroprotektif etkisini aragtirmak amaciyla kiiltiir ortamina
Epo ilave edilmis PC12 hiicrelerinin canliligi AP toksisitesine maruz birakildiktan sonraki 24.
saatin sonunda canlilik testleri ile degerlendirilmistir. PC12 hiicre kiiltiir ortamlarina Epo 0.1-
0.5-1.0-2.0 U/ml konsantrasyonlarda olacak sekilde 24 saat Onceden uygulanmistir.
Toksisiteye maruz birakilan ve hig¢ Epo eklenmeyen kontrol grubu ile karsilastirldiginda 1.0
U/ml ve 2.0 U/ml Epo eklenen kosullarin hiicre canlihig istatistiksel olarak anlamli 6lgiide
artmig bulunmustur. (p<0.05) Ancak 0.1 U/ml ve 0.5 U/ml gibi daha diisik dozda Epo
eklenen  kosullarm  hiicre  canliigindaki artig  istatistiksel ~ olarak  anlamli
bulunmamugtir.(p>0.05)( sekil:8 ve sekil:9)
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Epo’in 6nceden uygulanmasinin gerekliligi, koruyucu etkisini gdsterebilmesi igin gen
transkripsiyonu ve protein sentezine neden oldugu ve bunun igin zaman gegmesi gerektigi ile
agiklanmistir. Epo’in protektif etkisini apoptozu inhibe ederek bunu ise anti-apoptotik

proteinlerin sentezine yol agarak gosterdigi ifade edilmistir.(55,56,58)

Epo, etkisini hiicre yiizeyinde bulunan EpoR araciligs ile gostermektedir.(56) invivo
kosullarda hipokampal néronlarin EpoR’niin Epo’e yamti smirl konsantrasyonlar arasinda
gergeklesmektedir. Yiiksek Epo konsantrasyonlarmin EpoR’niin hizla down-regiilasyonuna
yol acarak noronlarda Epo aracili sinyal iletisinin akisina engel oldugu bildirilmistir.(12)
Dzietko ve ark. 2004 yilinda yaymladiklar1 ve Wistar siganlari ile yaptiklari in vivo NMDA
reseptor antagonisti norotoksisitesi calismalarinda, deney hayvanlarina 5000-30000 U/kg
dozda Epo’i periton igine uygulamislar ve en yiiksek néroprotektif yanit1 20000 U/kg dozu ile
aldiklarini bildirmislerdir.(78) Ruscher ve ark. 2002 yilinda yayinladiklar1 galismalarinda,
primer kortikal noron kiiltiirlerine 48 saat énceden artan konsantrasyonlarda Epo ilave ederek,
takip eden 2 saat boyunca oksijen-glukoz yoksunluguna maruz birakmglardir. 24 saat
sonunda hiicre canliligi test edildiginde 0.1 U/ml konsantrasyonda ilave edilen Epo’in en
yiiksek noroprotektif etkiyi gosterdigini bildirmislerdir.(79) Microarray teknigi ile yapilan bir
aragtirmada PC12 hiicrelerine 10 U/ml konsantrasyonda Epo ilave edildikten sonraki 3.saatin
sonunda gen ekspresyonunun maksimum diizeye giktig1 ve 6. saatin sonunda bazale donduigii
bildirilmistir.(55) Baska bir ¢aliymada H9c2 myoblast hiicre hattia 0.4 veya 10 U/ml Epo
dnceden uygulanarak H,O, toksisitesi olusturulmus ve apoptotik niikleuslar kargilagtirilmistir.
Epo’nun uygulanan her iki dozu da apoptotik nukleus oranint kontrole gére anlamh dlgiide
azaltmistir.(58) Farkli ¢alisma gruplarindan gelen bu sonuglar Epo’in néronal apoptozun
olusmasim engelleyecek yada koruyacak etkin dozunun standardize olmadiini agik bir

bigimde gdstermektedir.

Epo’in apoptozu azaltici etkisini aragtirmak igin apostain immiinofloresan boyama
yéntemi uygulanmustir. Toksisiteye maruz birakilan ve hi¢ Epo eklenmeyen kontrol grubu ile
kiyaslandiginda 1.0 U/ml ve 2.0 U/ml Epo eklenen kosullarin apoptotik hiicre orani
istatistiksel olarak anlaml &lgiide azalmis bulunmustur. (p<0.05) Ancak 0.1 U/ml ve 0.5 U/ml
Epo eklenen kosullarin apoptotik hiicre oranindaki azalma istatistiksel olarak anlamli
bulunmamugtir.(p>0.05)(Sekil: 10, Resim:3 ve Resim:4)

AP igeren senil plaklar, tau proteini igeren norofibriler yumaklar, subkortikal ve
hipokampal bolgelerdeki yaygin noronal kayip AH’nin diagnostik belirleyicileridir. Beyin

dokularinda gozlenen bu ndron kaybi apoptoz yolu ile olmaktadir. Senil plak yapisinda
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bulunan AP (fibriler veya B-tabaka yapilar) hiicre dis1 apoptotik uyaran gibi davranarak
dejeneratif olaylari baglatmaktadir. AH’nda beyinde APB’nden baska ¢ok gesitli molekiiller
apoptozu  uyarabilirler. Serbest radikallerin ve oksidatif hasarin, azalmig glukoz
metabolizmasmnin, glutamat veya diger eksitotoksik aminoasitlerin uyardigi apoptoz
nérodejeneratif hastaliklarin gelisiminde onemli rol oynamaktadir. Tiim faktorler sinerjistik
etki de gosterebilir. Ortamda bulunan ve esik degerinin hemen altinda olan A diizeyi ile esik
degerinin hemen altinda olan eksitotoksin yada oksidatif uyaran birlikte etki gostererek
apoptozu baslatabilir. Kisaca yaslanma ve yaghlikla ilgili norodejeneratif hastaliklarda

néronlar apoptozu baslatan uyaranlara karsi son derece hassas kilmmugtir.(76)

Apoptozu regille eden ve ‘extrinsic’ ve ‘intrinsic’ olarak tanimlanan iki ana yolak
noronal apoptozu baslatan uyaranlarm birlestikleri ortak yollardir. AB birikiminin neden
oldugu néronal apoptozun ‘extrinsic’ yolak aracihg ile baslatildig dne siiriilmiistiir. AR nin
hiicre yiizey proteinleri ile cross-link yaptg1 ve (Fas ligandinin apoptoz sinyalini baslattigt
gibi) hiicre i¢i sinyalleme mekanizmalarini aktive ederek apoptotik programi baslattig:
diistiniilmektedir. AR nin Fas/TNFR hiicre ylizey oliim reseptori ailesinin iiyelerinin aracihi
ile ‘extrinsic’ yolag1 aktive ettigi, ve bu yolagmn baslatict proteazi olan kaspaz-8
aktivasyonuna neden oldugu bildirilmistir.(68) Kaspaz-8 aktivasyonu efektor kaspazlarin
aktivasyonuna neden olarak apoptoza neden olmaktadir ve Kaspaz-8’in spesifik inhibitorlerle

inhibisyonu hiicreyi apoptozdan korumaktadir.(35)

Bu tez calismasinda, Epo’in AP toksisitesinin neden oldugu kaspaz-8 aktivasyonu
{izerine etkisi western blotting yontemiyle incelenmistir. Kaspaz-8in aktivasyonu ile olugan
fragmani spesifik olarak taniyan antikor kullanilarak belirlenmistir. Hi¢ AB eklenmeyerek
kontrol kabul edilen kosuldaki kaspaz-8 aktivasyonu belli belirsiz bir bant olarak, AP
toksisitesi uygulanan kosuldaki kaspaz-8 aktivasyonu ise kalin ve keskin bir bant olarak
gozlenmistir. Kaspaz-8 spesifik inhibitorii uygulanan kosulda ise daha ince bir bant
gozlenmisti. Bu da bize kaspaz-8 aktivasyonunu tamamen engelleyemedigimizi
diistindiirmiigtiir. 1.0 U/ml ve 2.0 U/ml Epo uygulanan kosullardaki kaspaz-8 aktivasyonunu
gosteren her iki bant toksisite koguluna gore ve 2.0 U/ml kosulunun bandi 1.0 U/ml kosulunun
bandina gore daha incelmis olarak gozlenmistir.(Resim:5) Bu bulgular, Epo’in PG12

hiicrelerinde AB’nin neden oldugu kaspaz-8 aktivasyonunu azalttifini gostermistir.

AH olan beyinlerde yapilan postmortem aragtirmalarda Snemli miktarda, oksidatif

stres belirleyicisi olan iiriinler gdzlenmistir. Alt yan lobiil ve hipokampus bolgelerinde artmis
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protein karbonil yapisi, protein nitrasyonu, lipid peroksidasyonu, DNA oksidasyonu, ve
ilerlemis Maillard reaksiyon {irtinleri belirlenmistir. AH olan bireylerin beyin omurilik
stvilarinda bulunan lipoproteinlerin oksidasyon diizeyi kontrollere gore yiiksek bulunmustur.
Immiinohistokimyasal ¢alismalarda noritik plaklar ve NFT’lar iginde bakir, ¢inko, mangan-
SOD, katalaz, transferrin, ferritin artist gosterilmistir.(31) Huntington hastahigi, progresif
supraniiklear palsi, amyotrofik lateral sklerozis gibi patolojilerin biiyiik komponentini
anormal protein birikimlerinin olusturdugu, diger yasla iligkili norodejeneratif hastaliklarda
da oksidatif hasar belirleyicilerinin varlig rapor edilmistir.(47) Hiicre i¢indeki oksidatif stres,
ilerleyen yas ile birlikte antioksidan savunmanin azalmasi ve mitokondrial fonksiyonlarda
bozulmanin sonucunda hasara yol agar. Bu yasla ilgili etkiler, genetik ve gevresel faktorlerle
birlesir, beynin dogasi geregi yiiksek enerji bagimlilig1 ancak azalmig antioksidan diizeyleri
norodejeneratif hastaliklarda gdzlenen patolojik degisikliklerin ortaya ¢ikmasinda rol
oynar.(47)

Aktive olmus mikroglia, INOS ekspresyonunu ve NADPH oksidaz aktivasyonunu
takipeden ¢ok miktarda NO ve siiperoksit tiretir. NO birgok biyolojik sistemde hiicre igi ve
hiicreler arasi mesajc1 rolii olan bir serbest radikaldir. Ortamda NO ve siiperoksit birlikte
bulunduklarinda ikisinin tek basina olduundan gok daha giiclii bir toksik ajan olan
peroksinitriti olustururlar. Peroksinitritler hiicre iginde tiyollere, tiyol esterlerine, demir siilfiir
merkezlerine, ‘zinc finger’ yapilarma saldirir ve sonugta lipid peoksidasyonunu balatir.
AH’nda yapilan incelemelerde, beyin dokularinda artmig  nitrotirozin  diizeyleri
gosterilmistir.(8)

AP’nin kiiltiire edilmis sinir hiicreleri tizerindeki norotoksisitesinin, mikroglia bagimli
bir mekanizma ile oldugu ileri siiriilmiistiir. AB’nin neden oldugu radikal olugumu, mikroglial
toksisiteye yol agmasindan ziyade, potansiyel norotoksik bilesenlerin, sitokinlerin ve nitrik
oksidin salmimina yol agan mikroglial aktivasyonu baslatarak oksidatif hasar yamitlarinin
ortaya gikmasina neden olur.(29) Aktive olan mikroglia interlokin 1B ve tiimér nekroze edici
faktor-o gibi inflamatuvar aracilan uyararak norotoksisiteye sebep olur. Bu sitokinler
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz ekspresyonuna neden olarak ortamdaki NO diizeylerinin

artisina neden olurlar.(8)

Bu tez ¢alismasinda deney kosullari uygulanmg PC12 hiicrelerinin kiltir ortaminda
nitrit ve nitrat analizleri ticari kit kullanilarak gergeklestirilmistir. Ap toksisitesi uygulanmis

kosul ile higbir ajan eklenmemis kontrol kosulunun nitrit, nitrat ve NO diizeyleri
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kargilastinldiginda istatistiksel agidan anlamli farklilik gézlenmemistir. (p>0.05) Hiicre kiiltiir
ortamlarima degisik dozlarda Epo eklenmis ve sonra Af} toksisitesi uygulanmis kosullar ile hig
Epo eklenmemis kontrol kosulunun nitrit,nitrat, NO diizeyleri kiyaslandiginda istatistiksel
agidan anlamli farklilik gdzlenmemistir. (p>0.05)(Sekil:13, Sekil:14, Sekil:15) Bu bulgular,
beyin dokusunda oksidatif hasar olusumuna neden olan NO’in biiyiik oranda gial aktivasyon
ile salindif1 igin saf néron Kkiiltiiri olan PC12 hiicrelerinde bu artisi gdzlemleyememis
olabilecegimizi diistindtirmiistiir.

Ayrica NO diizeylerinde istatistiksel agidan anlamh farklihk gozleyememizin bir
diger nedeni olarak literatiirde belirtildigi gibi; Epo, hiicre sagkalim sinyalleme kaskadim
baglatarak, hiicre i¢i kalsiyum diizeyini koruyarak ve NO iiretimini azaltarak antioksidatif ve
antiinflamatuvar etkilerini gosteriyor olabilir. Epo’in proinflamatuvar sitokinlerin olusumunu

engelleyerek bunlarin aracilik ettigi inflamasyonu dnleyici etki gosterdigi bildirilmistir.(14)

Epo’nin noronlar iizerindeki direkt ve indirekt noroprotektif etki mekanizmalari
hakkinda birgok hipotez one siiriilmiistiir: Glutamatin norotoksik etkisini antagonize edebilir,
antioksidan enzimlerin ekspresyonunu artirabilir, NO aracili serbest radikallerin olusumunu
azaltabilir, serebral kan akimim diizenleyebilir, noérotransmiter salimmini uyarabilir ve
neoanjiyogenez baslatabilir. Sentetik Epo olan Epoetin alfa, hasar gormily dokunun kan
akimim yeniden saglayarak veya eritropoezde oldugu gibi Epo sinyaline aracilik eden
proteinlerin aktivasyonuna neden olarak indirekt noroprotektif etki gosterir. Epo Bel-2 , Bel-
xl gibi anti-apoptotik genlerin ekspresyonuna neden olarak hiicre 6liimiinii engelleyici etki

gosterir.(59)

Sonug olarak bu calismada Epo’nin A’nin neden oldugu norotoksisitede hiicre
canlihigimi koruyucu etkisinin oldugu, néronal apoptozu azalttig1, ve apoptozu baslatici rol

oynayan kaspaz-8 aktivasyonunu azalttig1 gosterilmistir.

Literatiirden saglanan bilgiler, Epo’in birgok mekanizmalar yolu ile noroprotektif
etkili bir ajan oldugunu gostermektedir. Epo’in milyonlarca hastada ¢ok iyi tolere edilerek
kullanilan bir ilag olmasi nedeniyle bu ajamin néroprotektif amaglarla klinik uygulamaya
girmesi olasiligi soz konusu olabilir. EPO’in noroprotektif amagla klinik uygulamada
kullammi inme gibi akut durumlarda, Parkinson hastalifi, AH, ALS gibi kronik
norodejeneratif hastaliklarda, MS gibi demiyelinizan hastaliklarda ve sizofreni gibi psikiyatrik
hastaliklara kadar genis bir kullanim alamni kapsayabilir. Epo’in kronik kullanimi esnasinda

meydana gelebilecek potansiyel problem eritropoetik yan etkiler olabilir. Bu nedenle
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noroprotektif fonksiyonu korunmus ancak non-eritropoetik rekombinan insan Epo tiirevleri
gelistirilmeye ¢alistimaktadir.(56) Bu tiir calismalarin devaminmin gok farkh etyolojik
nedenlere bagh olarak gelisen AH’nda gdzlenen AP toksisitesinin sagaltimina katkida

bulunacag inancindayiz.
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