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1.0ZET

IN VITRO AMILOID BETA TOKSISITESI KULLANILARAK SIRT 1
PROTEIN AKTiVASYONUNUN EKSOZOMAL PROTEIN iCERIGINE
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Alzheimer hastaligt birincil olarak senil plaklar, noérofibriler yumak ve
norodejenerasyon ile karakterize edilir. Calismada SH-SYS5Y insan noroblastoma
hatt1 kullanilarak AP toksisitesi olusturulmustur. AP toksisitesi olusturulan
hiicrelerde NAD" bagimli deasetilazlardan sirtuin ailesinin yedi tiyesinden biri olan
in vivo ve in vitro olarak APP' nin amiloidojenik yolakta islenmesini azalttigi bilinen
SIRT1 aktivasyonunun, bir ¢ok hiicre tipi tarafindan salgilanabilen ve viicut
stvilarinda bulunabilen nano boyutlu eksozomlarin protein igerigine etkisi ve SIRT1'
in protein ekspresyonlari tizerine etkisi incelenmistir. Farkli varyasyonlarda gruplar
olusturularak hiicre kiiltiirii yapilan SH-SYSY hiicrelerine bir SIRT1 aktivatorii olan
CAY10602 uygulanarak SIRT1 'in enzimatik aktivitesi etkinlestirilmistir. Deney
gruplarinda eksozom salinimi belirlemek i¢in eksozom yiizey belirteci olan Tsgl01'
in ekspresyonu incelenmistir ve toksisite olusturulmus modellerde Tsgl101' in arttig
gorilmiistlir. Ayrica protein ekspresyonlari incelenen AKT, PTEN, GSK3 ve mTOR

seviyelerinde de SIRT1' in néroprotektif etkileri goriilmiistiir.

Anahtar Sozciikler: Alzheimer, SIRT1, eksozom, SH-SY5Y



2. ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF ACTIVATION SIRT1
PROTEIN TO THE EXOSOMES PROTEIN CONTENTS BY USING IN
VITRO AMYLOID BETA TOXICITY

Alzheimer's disease is primarily characterized by neurofibrillary tangles, senile
plaques and neurodegeneration. In this study A toxicity was made using SH-SY5Y
human neuroblastoma cell line. One of the seven members of the sirtuin family of
NAD + -dependent deacetylases, which is known to reduce the processing of APP in
the amyloidogenic pathway in vivo and in vitro named SIRT1 and its activation
investigated to nano-sized exosomes that can be secreted by many cell types and
found in body fluids and the effect of SIRT1 activation on protein expression was
examined in AP toxicity-induced cells. Enzymatic activity of SIRT1 was activated by
applying CAY10602 is a SIRT1 activator, to SH-SY5Y cells cultured in different
variated groups. In the experiment groups, the expression of Tsgl01, an exosomal
surface marker, was examined to determine exosomal release, and Tsg101 was found
to increase in the toxicity-induced models. In addition, SIRT1’ neuroprotective effect
was also observed for AKT, PTEN, GSK3 and mTOR in which protein expressions

were examined.

Keywords: Alzheimer, SIRT1, exosome, SH-SY5Y



3.GIRIS VE AMAC

Alzheimer hastaligt (AH), geri donilisii olmayan, kademeli olarak artan
klinikte hafiza kaybi ve bilissel diisiis ile karakterize edilen ilerleyen yasla ilgili bir
rahatsizliktir. AH' nin patolojik igaretleri beyinde ekstraselliiler amiloid beta birikimi
ve norofibriler yumak olusumudur. [1] Ailesel oldugu gibi sporadik olarak da
gelisebilen AH insan dmriiniin uzamasi sebebiyle daha ¢ok goriilmektedir ve en ¢ok
65 yas ve ustiini etkilemektedir. AH' nin patofizyolojisi giiniimiizde tam olarak

bilinmemektedir.

Kalori kisitlamasi, yaslanmay1 diizenleyen mekanizmalara ilging bir bakis
acist getirdi. Kalori kisitlamasi yapilan Caenorhabditis elegans, Drosophila
melanogaster ve farelerde 6mriin uzadig1 ve yaslanmaya bagli 6liimlerin azaldigi
goriilmiistiir. Bu faydalarin sirtuins denilen NAD™ bagimli histon deasetilaz ailesi
tarafindan kismen aracilik ettigi gosterilmistir. [2] Sirtuin ailesinden olan SIRT1
proteini  AH' de ¢esitli proteinleri deasetilleyerek noronlarda koruyucu etki

gostermektedir.

Ekstarselliiler vezikiiller, Alzheimer hastalifina bagli patojenik proteinlerin
hiicresel iletisimi ve tasinmasinda bir oyuncu olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bir gesit
ekstraselliiler vezikiil olan eksozomlar nano boyuttadir ve endozomal kaynaklidir.
Eksozomlar bir¢ok hiicre tipinden salgilanabilirler. Hiicre sinyal iletiminde dnemli
rolleri olan eksozomlar 1s1 sok proteinleri, tetraspaninler, proteinler ve niikleik
asitleri tasirlar. AH' de tau proteininin yayilmasina katkida bulunduguna ve toksik
AB peptidleri icin baglanma bolgeleri igerdigine dair calismalar vardir.[3] Ote
yandan in vivo ¢alismalarda eksozomlarin AB' nin norotoksik etkisini inhibe ettigine
dair ¢alismalar mevcuttur. Ancak eksozomlarin AH' deki roliinii anlamak icin
caligmalar devam etmektedir.[4] Alzheimer hastasi sayist her gecen giin artmaktadir
ve AH tanili bireyler 6z bakimlarini yerine getiremeyecek olduklar: i¢in toplum i¢in
maddi ve manevi yiik olusturmaktadir. Mevecut calismanin amaci SH-SY5Y
hiicrelerine SIRT1 aktivatorii uygulayarak SIRT1 aktivatoriiniin hem protein
ekspresyonlar1 {izerine etkisini incelemeyi hem de eksozomal protein igerigine

etkisini inceleyerek literatiire katkida bulunmaktir.



4.GENEL BIiLGILER

4.1.Alzheimer Hastahgi

Insanlar {istiin entelektiiel ve zihinsel yetenekleriyle diger primatlardan
ayrilirlar. Bu biligsel islevlerin kademeli ve kronik kaybi, bagimsiz bir yasam
kaybina yol actig1 zaman kisi demansh olarak tanimlanir. Béyle bir kayip bilissel
islevler edinme ile ilgili hafiza, akil yiiriitme, dil, pratik beceriler gibi tiim zihinsel
stirecleri kapsar. Alzheimer Hastaligi (AH) gilinlimiizde demansin en sik nedeni
olarak goriilen norodejeneratif bir rahatsizliktir. [5] AH, serebral korteks ve
hipokampiis bolgelerinde néron kaybi ve sinaptik dejenerasyon, senil plaklar ve
norofibriler yumaklar olusumu nedeni ile ortaya ¢ikan ve bilissel islevlerde azalma,
0z bakim yetersizlikleri, davranigsal bozukluklar, kisi- yer- zaman oryantasyonunda
bozukluklar ile Kkarakterize edilen ge¢ baslangigli, geri doniisii olmayan
norodejeneratif bir rahatsizliktir. [6], [7]

Beyindeki biyokimyasal degisikliklerin baslangici ile AH' nin klinik
semptomlarinin goriilmesi arasinda uzun asemptomatik bir donem vardir. AH' nin en
yaygin belirtisi hafiza zayifligidir. Diger biligsel islevlerin bozulmasma bellek
zayiflig1 eslik eder veya bellek zayiflamasinin ardindan ortaya ¢ikar. Hastaligin erken
belirtileri arasinda visuospasyal anormallikler ve yonetici disfonksiyon vardir. Dil,
gorsel- uzaysal fonksiyonlar, dikkat, yiiriitiici islevler gibi biligsel bozukluklar ve
giinlik yasam aktivitelerinde bozukluklar ve davranis degisiklikleri genellikle
hastaligin sonraki asamalarinda goriiliir. Depresyon, ajitasyon, hezeyanlar ve
haliisinasyonlar gibi davranigsal degisiklikler hastaligin seyri sirasinda herhangi bir

donemde ortaya ¢ikabilir. [8], [9],[10]

1983 yilinda, Nérolojik ve iletisimsel Hastaliklar1 ve inme Ulusal Enstitiisii
(National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke-
NINCDS) ve Alzheimer Hastaligi ve iliskili Hastaliklar Dernegi ( Alzheimer’s
Disease and Related Disorders Association- ADRDA) AH'min klinik teshisini
tanimlamak ve temel tan1 kriterlerini belirlemistir. 2011 yilinda tani kriterleri tekrar
diizenlenmigtir. NINCDS- ADRDA kriterleri arasinda sinsi baslangi¢h, rapor veya

gbozlem ile bilisin kotillesmesinin agik tarihgesi, 6grenme eksikligi, konusma



bozuklugu, yonetimsel fonksiyon bozuklugu sayilir ve bu etkilerin kiginin kullandig1
herhangi bir norolojik veya ndrolojik olmayan ilaglardan kaynaklanmamasi
gereklidir. Mental Bozukluklarin Tanisal ve Sayimsal El Kitab1 (Diagnostic and
Statistical Manuel -DSM) NINCDS- ADRDA' nin disinda tani igin kullanilan
kriterlerdir. DSM' ye gore hastanin klinik degerlendirmesi yapilirken 6grenme ve
hafiza, dil, yonetici islev, dikkat, algisal motor islevi ve sosyal bilis gdz Oniinde
bulundurulur ve bu biligsel yetilerden bir veya daha fazlasinin anlamli derecede
kaybedilmis olmasi biligsel bozukluk oldugunu gostermektedir. DSM ve NINCDS-
ADRDA tani kriterleri yalnizca olasi Alzheimer Hastaligi tanisin1 koyabilmektedir.
Kesin Alzheimer hastaligi tanisi otopsi veya biyopside alinan doku Orneginin

patolojik incelenmesi sonucunda konabilir. [8], [11]

4.1.1. Alzheimer Hastaligl' min Tarihcesi

Insanlik tarihi kadar eski olan ve yaslanmanm sonucu olarak kabul edilen
demans ve demansin 6zel bir tipi olan Alzheimer hastaliginin bilimsel tanimlamasi
yirminci yliz yilin baglarinda yapilmistir. 20.yy' nin baslarinda bir¢ok nérobiyolog

insan beyninde ekstraselliiler lezyonlarin varligini demans olarak tanimladi. [12]

1892 yilinda néropatolog Paul Blocg ve sinir bilimci Georges Marinesco
kronik epileptik hastaligi olan iki yasli bireyden aldiklar1 post- mortem beyin
dokularinda 60 pm boyutlarinda korteksin ¢esitli katmanlarina yayilmis agrege hiicre
dist plak varligini rapor ettiler ve 'amas ronds' yani yuvarlak yiginlar olarak

tanimladilar. Ancak plaklari demansla iligkilendirmediler. [13][14]

1898 yilinda Emil Redlich 78 yasinda demans rahatsizlig1 olan bir hastadan
aldig1 post-mortem yaptig1 incelemeler sonucunda beynin boyutunun kiiciildiigiinii,
serebral korteksin frontal ve temporal loblarinda yiiksek oranda atrofi oldugunu
gozlemledi ve yaptig1 histolojik boyamalar sonucunda ise rastladigi senil plaklara
‘miliare Sklerose’ (miliary sclerosis) adini verdi. Ayrica Emil Redlich bu yapilara
giinimiizde kullanildig1 gibi 'plaklar' adim1 da vermistir. Blocq ve Marinesco gibi
Redlich 'de plaklarin yogun fibr6z materyal varlig1 yliziinden degisime ugramis glial

hiicresi olduguna karar verdi.[15]



1907 yilinda Oskar Fischer (Sekil 4.1.1) , Bielschowsky giimiis de dahil
olmak {iizere ¢esitli boyama teknikleri kullanarak 16 yasl senil demans olgusunun
serebral korteksini inceledi. 12 vakada plaklarin varligini tanimladi ve simdi noritik
plak olarak bilinen seyin ilk tanimini1 sagladi. Diger arastirmacilarin aksine Fischer,
plaklar1 10 um' den 120 um 'ye kadar degisen farkli boyutlarda orijini bilinmeyen
inkiilizyon olarak tanimladi ve 'drusige nekrose' isimlendirdi. Oskar Fischer, 1910
yilinda yaptigi c¢alismada 1907'deki bulgularin1 dogruladi ve 'Sphaerotrichia
multipleks serebri' (plagin kiiresel dogasini ve ipliksi organizasyonunu yansitacak
sekilde) olarak adlandirdigi “drusige Nekrose” un presbyophrenic demansin

tanimlayici patolojik 6zelligi oldugunu dne siirdii.[12], [15]

Alman psikiyatrist Alois Alzheimer (Sekil 4.1.1) 1901 yilinda, hafiza kayb,
uyku bozukluklari, paranoya belirtileri gosteren 51 yasinda Auguste Deter isimli
hastay1 tedavi etmeye bagladi. 1906 yilinda 6len hastanin beyni otopsi ile incelendi.
Alzheimer, otopside beyin atrofisi, noronal kayip ve yumak seklinde yogun agrege
fibriller tomurcuklar ve plaklar gozlemledi. Alois Alzheimer o devirde kullanilan
Bielschowsky giimiis boyama ile noérofibriler yumak varligimi gosterdi. Alois
Alzheimer' 1n klinik sefi olan Dr. Emil Kraepel' in 1910 yilinda yazdig kitapta
noronal kayip, plak ve norofibriler yumak belirti ve semptomlart i¢in "Alzheimer
Hastalig1" terimini kullanmistir ve giinlimiizde de Alzheimer Hastalig1 terimi olarak

kullanilmaktadir. [9], [12]



Sekil 4.1.1. A) Oskar Fisher B) Alois Alzheimer C) Auguste Deter D) Bielschowsky metodu ile
goriitiillenmis Auguste Deter' in beyninden alinmig kesitteki norofibriler yumak E) AH frontal

kortekste bir GFAP pozitif glia hiicresi (yesil) ile ¢evrelenmis bir ¢ift amiloid beta immiin boyali

plagin (kirmiz1) floresan goriintiisii. [12]

4.1.2.Alzheimer Epidemiyolojisi

Alzheimer hastaligi yash bireylerde en yaygin goriilen ilerleyici ve geri
doniisii olmayan demans tipidir ve diinyada 6liim sebebi olarak besinci sirada yer
almaktadir. Diinya popiilasyonunda 6liim sebeplerinin %3' iinii olusturmaktadir.
Alzheimer hastaligi kesfedildiginden beri tedavi edilemeyen ve geciktirilemeyen,
ilerleyici ve en ¢ok oliimciil hastaliklardan biri olmustur. 2016 yilinda Diinya Saglik
Orgiiti' niin verilerine gore diinyada  %60-70 ' ini Alzheimer hastalarmin
olusturdugu 47,5 milyon demans hastasi vardir ve her yil bu sayiya 7,7 milyon yeni
olgu eklenmektedir. Uluslararasi Alzheimer Hastalig1' nin raporuna gore Alzheimer
hastas1 olan 4 kisiden 1 kisiye teshis konmaktadir ve Alzheimer hastalarinin her 3

bireyinden biri kadindir. [7] [16]



Milyonlarca Amerikali Alzheimer hastaligina veya diger demans tiplerine
yakalanmistir. 65 yas ve iusti ABD niifusunun biiyiikliigli ve orani arttik¢a,
Alzheimer tanili veya diger demans tanili Amerikalilarin sayis1 artacaktir. Bu sayinin
Oniimiizdeki yillarda hizla artmasi, 65 yas ve lstii Amerikalilarin niifusunun 2018
yilinda 53 milyondan 2050 yilina kadar 88 milyona ¢ikacagi tahmin edilmektedir.
Amerika'da her 65 saniyede bir Amerikali, AH' ye yakalanmaktadir ve 2050 yilinda
33 saniyeye diisecegi tahmin edilmektedir. Demans tanili 65 yasin iizerindeki
hastalarin saglik bakimi, uzun siireli bakim ve dariilaceze hizmetleri i¢in 2018
yilinda toplam 6deme tutar1 277 milyar dolar olarak tahmin edilmektedir. Dolayisiyla

toplum aile ve bireyler i¢in ciddi bir yiik olusturmaktadir. [17]

Ulkemizde ise Tiirkiye Istatistik Kurumu' nun yaymladigi 2016 Tiirkiye
Saglik Arastirmasi raporuna gore son 12 ay igerisinde klinige bagvuran 65 yas ve
tizeri hastalarin %5,1' i erkek, %6,1' 1 ise kadindir. Kadinlarda 2002 yilinda DALY (
Erken oliim sebebi ile kaybedilen yasam yili ve oliime yol agmayan ancak ideal
olmayan saglik kosullarinda yasanilan yillarin toplamimi ifade eder. Saglik kaybi
olgiitidiir. 1 DALY, 1 saglikli yasam yilindan kaybi ifade eder. ) rakami 216.550
iken 2016 yilinda 294.793' e ulasarak %36,1 artis gostermistir. 2016 yilinda ise
DALY degeri 2002 yilina gére %36,2 artmustir. [18]

4.1.3.Alzheimer Patofizyolojisi

AH patogenezi iki tip yanlis katlanmig protein birikimleri igerir: hiicre disinda
biriken amyloid-p (AB) peptidi igeren senil plaklar ve hiicre iginde biriken
mikrotiibiil iligkili hiperfosforile tau proteininin nérofibriler yumaklaridir. Ancak bu
ayirici 6zelliklere ve yapilan genis capli aragtirmalara ragmen Alzheimer hastalig
patogenezi tam olarak bilinememektedir. AH' nin 6liimciil olmas1 ve olusturdugu
toplumsal ekonomik yiik sebebiyle patogenezinin anlasilmasi énemli bir basamaktir

ve AH' nin patogenezini arastirma ¢alismalar1 hala devam etmektedir.

4.1.3.1.Amiloid Plaklar

Senil amiloid plaklarin olusumu AH' nin en 6nemli belirtisidir ve o6zellikle

amigdala, hipokampiis ve neokortekste goriiliir. [19] Senil plaklarin gekirdegi,



Olmekte olan norit ile ¢cevrelenmis - amyloid (AB) peptitlerden olusur. AP, saglikli
insan beyninde pikomolar seviyede bulunmaktadir ve son yapilan ¢alismalar néronal
plastisite, sinaps olusumu ve homeostasis iizerinde etkili oldugunu vurgulamaktadir.
[20] Amiloid plaklarin kalan %10 'u apoliprotein E, lipidler, metal iyonlar ve diger
bilesikleri icerir. [21] AP, amiloid Oncii proteininin (APP) ardisik kesilmesi ile
olusan 39-43 amino asit uzunlugunda peptitlerdir. APP' nin endoproteolitik
kesilmeleri a-sekretaz, B-sekretaz, y-sekretaz enzimleri tarafindan kontrol edilir.
APP, metal baglayic1 ve heparin baglayic1 bolge igeren tip 1 transmembran
glikoproteindir ve ekstraselliller N-terminal bdlgesi, intraselliler C- terminal
bolgesinden olusur. APP geninin 563' ten 770" e kadar degisen amino asit sekanslari
ile alternatif kirpilmayla 10 farkli izoform olusturabilen 18 ekzonu vardir. Sinir
sisteminde bulunan en yaygin olusumu APP 695'dir. APP, 21.gen iizerinde bulunur.
Down sendromlu hastalarda trizomi 21' den dolay1 daha fazla miktarda APP eksprese
edilir bu sebeple AH tipi patolojinin, down sendromlu hastalarda daha erken yaslarda
gelistigi bilinmektedir. APP' nin biyolojik fonksiyonu tam olarak bilinememektedir.
APP birgok periferal organda sentezlenir ancak birgok ¢alisma APP iiriinlerinin
norogenezis, plastisite, sinaptik fonksiyonlar ve hiicre stres yaniti gibi roller aldigi
distintildiigi i¢in beyin tiizerine kurgulanmistir. Yapilan son c¢alismalarda APP
sentezi ve islenmesi aksonal transport, sinaptogenezis ve periferal sinir sisteminin

gelisimi ile iligkilendirilmistir. [22] [21] [23] [24]

APP, amiloidojenik yolak ve amiloidojenik olmayan yolak olmak iizere iki
yolla metabolize olmaktadir. Sinaptik aktivite ile uyarilan amiloidojenik olmayan
yolakta APP oncelikle a-sekretaz enzimi ile proteolitik yikima ugrar, sAPPa olusur
ve hiicre dis1 ortama salinir. ilk kesilimin ardindan APP' nin kiigiik bir pargasi olan
C-terminal fragment (a-CTF veya C83 olarak da bilinir) membran igine yerlesmis
olarak kalir. Membranda kalan bu fragment y-sekretaz tarafindan tekrar kesilerek

AICD (APP intraselliiler domain) ve p3 proteini olusturulur. [23]

AP peptidi, amiloidojenik yolakta B-sekretaz ve y-sekretaz enzimleri ile iki
basamakta olusturulur. Birinci basamakta APP' nin B-secretase (BACE1- B kismi
amiloid Oncill protein kesen enzim 1) enzimi tarafindan kesilmesi ile 99 amino asitlik
C- terminal fragment (B- CTF ya da C99) ve sAPPP (¢6ziiniir APPB) olusturulur.

C99' un y-sekretaz enzimi tarafindan kesilmesiyle ¢6ziinemeyen AP ve AICD



(amiloid Oncii protein intraselliiler domain) olusur. Céziinemeyen AP plaklarinda en
yaygin olarak APi-40 bulunur ve ikinci en yaygm formu Api-42 'dir. Ancak amiloid
birikiminin ana bileseni ve bunlardan daha toksik olan1 ABi42 'dir ve ilk ¢oken de
APi1-22 olur. AB monomerleri B tabaka yapis1 gosterir ve baslangigta diffiiz (gevsek)
plaklar olustururken zamanla kati plak olusumuna katilarak yogun nortitik (senil)

plaklara doniistirler. [19], [21], [22]

AP plaklarimin AH' nin sebebi veya sonucu oldugu hakkinda arastirmalar
devam etmekle birlikte AP peptidlerinin asir1 tiretimi ve birikimi sonucu toksik
etkisinin artmasi norodejenerasyonun ve bilissel zayiflamanin birincil sebebi olarak
diistiniilmektedir. Hardy & Higgins ve Hardy & Selkoe' nin sundugu "Amiloid
Kaskad Hipotezi" ne gore AH patogenezinde meydana gelen birincil olay APP
metabolizmasindaki anormalliklerden sonra beyinde A birikimidir. Diger patolojik
ozellikler (norofibriler yumaklar, néronal hasar ve hiicre 6liimii) daha sonra ikincil

olarak ortaya ¢ikar. (Sekil.4.1.3.1) [21] [25]

Amiloidojenik
Olmayan Yolak

Is ]

1]

Amiloidojenik Yolak

p
sAPPR BACE l

1 N .

Ap4D A (42
Toksik olmayan Nirotoksik, fibrilojenik

Plaklar ve Nioronal Hasar

U

Sekil.4.1.3.1.Amiloidojenik ve Amiloidojenik olmayan yolak [25] numarali kaynaktan degistirilerek

almmugtir.
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4.1.3.2.Norofibriller Yumaklar

Tau proteini, fosforilasyona bagimli olarak mikrotiibiillerin stabilizasyonunu
ve yogunlasmasini saglayan ve hiicre i¢i mikrotiibiil iliskili proteindir (MAP). Tau
proteini 16 ekzon iceren 17q21 kromozomunda bulunan mikrotiibiil asosiye protein
tau (MAPT) geni tarafindan kodlanir. Glinimiizde MAPT geninin ekzon 2,3 ve 10'un
alternatif kirpilmasi ile alt1 tau izoformu tanimlanmistir. EKzon 10'un dahil edilmesi,
her biri dort tekrarli olmak {izere ii¢ izoformun tiretilmesi ile sonug¢lanirken ekzon 10'
un dahil edilmemesi ii¢ tekrarli ii¢ izoformun olugmasi ile sonuglanir. (Sekil.4.1.3.2)
Tekrarlar ve bazi bitisik diziler tau proteininin mikrotiibiile baglanma alanlarini
olusturur. Saglikli yetiskin insanlarin serebral korteksinde {i¢ tekrarli ve dort tekrarli
tau izoformlar1 kabaca esittir ve dengesizlikleri nérodejenerasyon ve demansa neden

olmak i¢in yeterlidir.

A
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Sekil.4.1.3.2. MAPT ve yetiskin insan beyninde ifade edilen alt1 tau izoformu. MAPT 16 ekzon (E)
icerir. Alternatif kirpilma ile alt1 izoform ortaya ¢ikar. 4 tekrarlayan bolgesi olan ii¢ izoform ve {i¢
tekrarlayan bolgesi olan {i¢ izoform gosterilmistir. B) MAPT ' de 42 kodlama bolgesi ve E10' da

dokuz intronik mutasyon gosterilmistir. [26] numarali kaynaktan degistirilerek alinmgtir.
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Neokorteksin gri maddesinde, serebellumun beyaz maddesinde oldugundan
yaklasik olarak iki kat daha fazla tau proteini ifade edilir. Tau izoformlar1 esas olarak
noronlarda bulunur ancak diisiik seviyelerde de olsa glia hiicrelerinde bulunabilir.
Sitozolik Tau proteini noral polarizasyon, aksonal taginim, aksonogenesis, sinaptik
fonksiyonlarin diizenlenmesi ve noral sinyaller gibi fizyolojik fonksiyonlar1 da
vardir. Tau proteini hiicre disinda, fosforilasyon, glikolizasyon, izomerizasyon,
deaminezasyon, nitrasyon, metilasyon gibi farkli post-translasyonal degisimlere
ugrar. Tau fosforilasyonundaki degisikliklerin, mikrotiibiiller ile etkilesimini
Onleyerek proteinin islev kaybini tetikledigi bilinmektedir. Tau filamentleri
etkilenmis biitiin hastaliklarda tau proteini hiperfosforile olmustur ve sonug olarak
mikrotiibiillere baglanamazlar. Saglikli bir insan beyninde her bir mol tau basma
ortalama olarak 1,9 mol fosfat diiserken AH olan kisilerin anormal tau filamentleri
her bir mol tau basina 6-8 mol fosfat tasimaktadir. Boylece saglikli beyine gore hasta
kisilerin beyinlerinde tau proteini daha fazla fosforilasyona ugrar ve
fosforile/birikmis hiicre i¢i tau proteini ndronlar i¢in toksik etki olusturur.
Hiperfosforile tau proteininin anormal birikimi, nérofibriler yumaklar (NFT'ler)
olarak adlandirilan hiicre i¢i anormal agregatlarin olusumuna yol agar. Alzheimer
hastaliginda, norofibriler yumakla kaplanmis hiicreler O6ldiikten sonra, tau
filamentleri, tau tekrar bolgesinden olusan hayalet yumaklar olarak hiicre dis1 alanda
kalabilirler. Bu yapilar AH, taupati, Huntington gibi ndrodejeneratif hastaliklarin
yaygin histopatolojik bulgularidir.[27] [26][28]
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Stabil Mikrotiibiil
Oligomer Tau

I Norodejenerasyon |

Sekil.4.1.3.2.2. Tau hiperfosforilasyonu nérodejenerasyona yol agar. Tau, sitosolik mikrotiibiil
stabilize edici bir proteindir. Tau hiperfosforile oldugunda, oligomerler, filamentler ve toksik NFT'ler
gibi daha yiiksek mertebeden yapilarin olugmasi egilim artar. [29] numarali kaynaktan degistirilerek
almmustir.

4.1.4.Alzheimer Hastahi@inda Risk Faktorleri

Baslangi¢ yasina dayanarak AH, biitiin Alzheimer hastalar1 vakalarinin %1
ile %5 © ini olusturan erken baslangicli AH (EOAD, baslangic1 <65 yastan dnce) ve
%95 * ini olusturan geg baslangicli AH ( LOAD, baglangic1 >65 yastan sonra) olarak
smiflandirilir. Klinik olarak LOAD' den ayirt edilememekle birlikte, EOAD
genellikle daha hizli ilerleme hizi ve Mendelian kalitim ile iliskilidir. APP proteinin
yanlis kesilmesine ve AP iiretimine neden olan, APP, PSEN1 ve PSEN2 genleri
EOAD patofizyolojisi ile iligkilidir. Bu ii¢ gen icerisindeki AH' na bagli mutasyonlar
yiiksek penetrans gosterir (>% 85), ¢ogunlukla otozomal dominant kalitsaldir ve A3
agregasyonu ve erken baslangicli hastaliga yol acarlar. 19913 kromozomunda
bulunan APOEe4 alleli LOAD i¢in onemli bir risk faktoriidiir. APOE, APOEe2,
APOEEg3 ve €4 allelleri tarafindan kodlanan lipid-baglayict bir proteindir. APOEe4,
ozellikle bellek alaninda diisiik bilissel performansla, hafif biligsel bozuklukla (MCI)

ve MCI' dan demansa dogru ilerlemesi ile iliskilidir.
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Hemorajik infarktlar, kiigiik ve biiylik iskemik kortikal infarktlar,
vaskiilopatiler ve beyaz cevher degisiklikleri gibi serebrovaskiiler degisiklikler
demans riskini artirir, ancak spesifik olarak altta yatan mekanizmalar belirsizligini
korur. Bu gibi rahatsizliklar beynin talamus gibi hafiza ile ilgili bolgelerine zarar
verdigi, AP birikimini arttirdig1 veya bilissel islevi bozan inflamasyona sebep oldugu
diisiiniilmektedir. Son olarak, hipoperfiizyon, sinaps olusumu ve sinaptik plastisite
icin kritik olan bir serin-treonin kinazi olan sikline bagimli kinaz 5'in (CDKY) asir1
ekspresyonuna yol agabilir. Asirt CDKS aktivasyonu néronal apoptosise sebep olur.
Bu kinazin NFT ‘nin olusumuna katkida bulunan tau’nun asir1 fosforilasyonuna

sebep oldugu diisliniilmektedir.

Hipertansiyon, kan-beyin bariyerinin (BBB) vaskiiler biitlinliigii tizerindeki
etkiyle AH riskini artirabilir ve beyin dokusuna protein ekstravazasyonuyla
sonuclanabilir. Protein ekstravazasyonu, hiicre hasarina, noronal azalmaya veya
sinaptik fonksiyon, apoptoz ve biligsel bozuklukla sonuglanan Ab birikimindeki

artiga sebep olabilir.

Insiilin ve leptin Tip 2 Diyabet (T2D) * te yer alan hormonlardir. Insiilin ve
leptin, insiilin homeostasisi disinda beynin farkli bdlgelerinde néronal ve sinaptik
fonksiyonlar1 diizenler ve noronlari hiicre liimiine, nérodejenerasyona, karsi korur.
Ayrica, bu hormonlarin B-amiloid seviyelerini diizenledigi gosterilmistir. Insiilin kan
beyin bariyerini gegebilir. Beyinde hipokampus ve entorhinal korteks dahil olmak
iizere LOAD' da erken etkilenen bu yapilarda insiilin reseptorleri bulunur. Insiilin
degrade eden enzim (IDE) beyinde AP klirensi ile iligskilendirilmistir ve insiilin ile
Ab IDE ‘nin substrati olmak i¢in yarisirlar. Boylece beyindeki insiilinin AP ve tau

fosforilasyonunu arttirdig1 diistiniilmektedir.[30]

4.2.Sirtuinler
Sirtuinler, hiicre yasami, genom stabilitesi ve instabilitesi, transkripsiyon,
DNA hasar1 ve tamiri, hiicre sag kalimi gibi ¢esitli biyolojik siire¢lerde rol alan,

arkelerden insanlara kadar genis bir organizma yelpazesinde bulunan NAD" bagimli

enzim ailesidir. ilk defa Saccharomyces cerevisiae' de kesfedilen sirtuinler sessiz
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bilgi diizenleyicileri (SIRs) olarak isimlendirildi ve sif III histon deasetilaz

(HDAC:S) olarak smiflandirilmistir. [31][32]

4.2.1.Histon Deasetilazlar

Proteinler fonksiyonlarini yerine getirebilmek i¢in bir takim post-
translasyonel modifikasyonlara ugrarlar. Bu modifikasyonlardan biri proteinlerin
lizin rezidiilerinden deasetillenmesidir. Asetil gruplarin uzaklastirilmasi bir enzim
ailesi olan deasetilazlar tarafindan kolaylastirilir. Bunlara 6rnek olarak histonlarin
asetilasyonu  verilebilir.  Asetillenmis  histonlar DNA'ya baglanamaz ve
transkripsiyona izin verirken deasetillenmis histonlar DNA' ya sik1 sikiya baglanir ve
transkripsiyonu Onler. Yani, histonlarin deasetilasyonu kromatinin yogunlagsmasini

boylece de gen ifadesinin baskilanmasini saglar.[32][33]

Memelilerde dort farkli deasetilaz sinfi vardir ve sinif III deasetilazlar kataliz
icin NAD" ' a gereksinim duymalart ile digerlerinden ayrilirlar. Ayrica NAD™ bagimli
histon deasetilaz olarak da bilinirler. Farkli enzimatik aktiviteler ve fonksiyonlar
olan yedi adet sirtuin ( SIRT1-SIRT7) vardir. (Tablo.4.2.1) [34]

Tablo.4.2.1.Memelilerde sirtuinlerin gorevleri ve hiicre i¢i konumlari. [34] numarali kaynaktan

degistirilerek alinmistir.

Memeli Sirtiiinleri Enzimatik Aktivite Hiicre ici lokalizasyon
SIRT1 Deasetilaz Niikleus, sitoplazmik
SIRT?2 Deasetilaz Niikleus, sitoplazmik
SIRT3 Deasetilaz Mitokondri
SIRT4 ADP-Ribozil transferaz Mitokondri
SIRT5 Deasetilaz Mitokondri
SIRT6 ADP-Ribozil transferaz Mitokondri, Niikleus

Deasetilaz
SIRT7 Deasetilaz Niikleolus

Sirtiiinler, transkripsiyon faktorleri, transkripsiyon ko-aktivatorleri, DNA
tamir enzimleri, protein kinazlar, fosfatazlar ve tau gibi histon ve histon olmayan
substratlar1 da deasetiller. SIRT1 {izerine en ¢ok ¢alismalar yapilarak, 6zellikleri en

iyi bilinen sirtiiindir. SIRT1 deasetilaz nukleusta bulunan Histon 3 (H3)' ii lizin 9 ve
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lizin 14 rezidiisiinden, H4' i lizin 16 rezidiisiinden deasetilleyerek gen ifadesini

baskilar boylece protein sentezini ve enerji tiiketimini azaltir. (Sekil.4.2.1) [33], [35]

'P_ﬁ % % 32 DNA

Legend:
B baz gifti
P fosfat
Y lizin

asatil

A
/@ SIRT1

Sekil.4.2.1.Gen ifadesinin SIRT1 tarafindan baskilanmasi1 A)SIRT1 'in aktif olmadig1 zaman B)SIRT1
aktiflestigi zaman histonlar1 deasetiller. C) Tamamen deasetillenmis histonlar [33] numarali kaynaktan
degistirilerek alinmistir.

4.2.2.SIRT1' in Molekiiler Mekanizmasi

SIRT1, kromatinin katlanmasini, histon hipoasetilasyonu ve heterokromatin

olusumunu saglamak gibi genom regiilasyonunda cesitli etkiler gosterir.

16



SIRT1, smirlayict bir transkripsiyonel kofaktdr olan histon asetiltransferaz
p300" iin aktivitesini metabolizma ve hiicresel farklilasmanin kontroliinde negatif

olarak diizenledigi diistiniilmektedir.

SIRT1" in en c¢ok dikkat ¢eken molekiiler hedeflerinden biri de timor
baskilayict p53' tiir. SIRT1 p53' ii bir¢ok lizin rezidiisiinden deasetilleyerek oksidatif

stres ve DNA hasarlarina karsi apoptozu baskilar ve hiicre sag kalimini uzatir.

SIRTY1" in hiicre sag kalimini arttirdig1 baska bir alternatif yol ise FOXO
(Forkhead Box O) transkripsiyon faktorlerinin diizenlenmesidir. Dort FOXO vardir
ve su ana kadar SIRT1' in {i¢ izoformu deasetila ettigi gosterilmistir: Foxol, Foxo3a
ve Foxo4. SIRTI1 ayrica, noronlar ve fibroblastlarda Foxo3a fonksiyonunu etkiler,
stres uyaranlarina yanit olarak apoptosisi azaltir, ancak DNA onarimi ve hiicre

dongiisii kontrol noktasi genlerinin ekspresyonunda artisa neden olur. [36]

SIRT1 aktivasyonunun veya asirt ifadesinin mitokondriyal biyogenezi,
instilin duyarliligini, glukoz ve lipid metabolizmasini modiile ettigi gosterilmistir.
[37], [38] SIRT1 proteini adipdz doku, karaciger ve dzellikle glukoz homeostasisi ve
yag metabolizmasinda 6nemli koruyucu fonksiyonlar1 vardir. SIRT1 ifadesi ayrica
insiilin direncine sahip olan hiicrelerde pankreatik beta hiicreleri etkileyerek insiilin
duyarliligmmi artirir. SIRT1 adipéz dokuda glukoz ve yag asidi depolanmasinda
onemli bir rolii olan proliferator-activated receptor gamma (PPAR- y) ' y1 baskilar.
SIRT1 ekspresyonu, uzun siireli aglik sirasinda peroksizom proliferator-activated
receptor gamma coactivator 1 alpha (PGC-1a) deasetile ve aktive eder. Ek olarak
SIRTI, karaciger X reseptorii (LXR) ve farnesoid X reseptoriinii (FXR) deasetile

eder ve boylelikle safra asit tiretimini ve ters kolesterol taginmasini artirir. [39]

NF-kB organizmada neredeyse biitiin hiicre tiplerinde bulunan bir
transkripsiyon faktoriidiir. Sitoplazmada inaktif bicimde bulunan protein hiicre
disindan gelen uyaranlar ile aktive olmaktadir. NF-xB sinyal yolagi merkezi sinir
sisteminde 6nemli bir yere sahiptir. Inflamatuvar yanit olusumunda, noronlarin
sagkaliminda, plastisitenin olusumunda, uzun donemli hafiza olusturulmasinda,
dentrit ve aksonlarin biiyltime ve gelismesinde etkili oldugu soylenebilir. SIRT1, NF-
kB' yi p65 alt iinitesinden deasetilleyerek transkripsiyonel aktivitesini azaltir ve

hiicreleri apoptozdan korur. [33], [40]

17



SIRT], retinoik asit reseptor betay1 (RARP) deasetiller ve a-sekretaz ADAM
metallopeptidaz domain 10 (ADAM10) 'u aktive eder. ADAMI10 protein
seviyelerinin yiikselmesi noronlarda APP islenmesinin a-sekretaz tarafindan

yapilmasini saglar. [41]

SIRT1 baskilayic1 kompleks iceren transkripsiyon faktorii Yin Yang 1 (YY)
ile etkilesime girer. YY1, miR-134' i diizenler ve bu beyine 6zgli mikroRNA cAMP
yanit baglanma proteini (CREB) ve beyin kokenli norotrofik faktor (BDNF) ifadesini
diizenler. [42]

Artmms CREB ve Sinaptik plastitenin
BDNF korunmas

Sekil.4.2.2.1.SIRT 1 tarafindan 6grenme ve hafizanin diizenlenmesi. SIRT1, hipokampiiste
mikroRNA-134 diizenleyen YY1'i araciligiyla sinaptik plastisiteyi etkiler. mikroRNA-134 cAMP ve
BDNF transkripsiyonunu diizenler. Bu proteinler sinaps olusumu ve uzun siire bunu saglayabilmek

icin 6nemlidir. [42] numarali kaynaktan degistirilerek alinmstir.

Hipoksi indiiklenebilir faktorler (HIFs) oksijen sensorii olarak fonksiyon
goren transkripsiyon faktoriidiir. SIRT1 aktivasyonu, hipoksi indiiklenebilir
faktorleri 2' nin asetilasyonunu tersine g¢evirerek transkripsiyonunu ve eritropoetini

arttirtr. [33]

Ksenobiyotik toksik madde ve oksidanlarin 6nemli bir sensor proteini olan
Niikleer faktor-E2 iliskili faktor 2 (Nrf2), oksidatif stres ile basa ¢ikmak i¢in dnemli
bir hiicresel savunma mekanizmasidir. 2013 yilinda yapilan bir ¢alismaya gore Sirtl
Nrf2'nin niikleer birikimini, DNA'y1 baglamay1 ve transkripsiyonel aktivitelerini

destekledigi ve Nrf2 asag1 akim genlerinin ifadelerini arttirdigi goriildii. [43]
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Niikleer
membran

histones
NF-xB
p53

Sekil.4.2.2.2. SIRT1 gen transkripsiyonlarini subgenomik seviyede diizenler. [33] numarali kaynaktan
degistirilerek alinmistir.

4.2.3.Alzheimer Hastah@inda SIRT1 'in Rolii

Alzheimer hastaligindaki etkileri en yaygin olarak calisilmis sirtuin, SIRT1
'dir. Yapilan ¢alismalarda SIRT1' in AH' na kars1 koruyucu etkisi ilk olarak kalori
kisitlamas1 c¢aligmalarinda goézlemlenmistir. Kalori kisitlamasina (CR) adaptif
yanitlarin SIRT1' in aracilik ettigi gosterilmistir. Kalori kisitlamasi, transgenik AH
farelerinin beyinlerinde AP ve plak olusumunu azaltmistir. [44] [45] SIRT1
aktivatorleri ve SIRT1'in asir1 ifadesinin in vitro ¢alismalarda hiicre 6limiinii ve in
vivo ¢alismalarda nérodejenerasyonu azalttigi gosterilmistir. [35] [46] Bu ¢alismalar
SIRT1 aktivasyonunun Alzheimer Hastaliinda beyin atrofisini ve néron oliimiinii
azalttigin1 gostermektedir ve SIRT1' in ndroprotektif etkisini ortaya koymaktadir.
[47][48][49] SIRT1 eksikligi, AH' na sahip bireylerin beyinlerinde artmis fosforile-

tau (p-tau) seviyeleri ve norofibriler yumaklarin miktari ile iligkilidir. [50]

SIRT1 AH' nin iki patolojik isareti olan tau ve AB' y1 hedef alir. Farelerde p-
tau' nun degredasyonu bilissel fonksiyonlari arttirir ve noronal hiicre 6liimiinii azaltir

ancak tau p300 histon asetiltransferazi tarafindan asetillendiginde tau’ nun yikimi
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inhibe edilir. SIRT1 asetillenmis tau' yu deasetiller ve sonug¢ olarak tau' nun
seviyesini azaltir. Tersi olarak SIRT1" in inhibisyonu tau seviyesini ve patojenik p-
tau' nun birikimini arttirir. [49] [51]

SIRT1'in asir1 ifadesi fare noronlarinda a- sekretaz {iretimini retinoic acid
aktivasyonu (RAR) ve Rho-kinaz enziminin (ROCKI1) inhibisyonu olmak iizere iki
yolla uyarir. SIRT1, ROCK1 'i baskilayarak APP'nin amiloidojenik olmayan yolakta
islenmesini saglar. [52] [36]

Ayrica, SIRT1 mikroglialarda NF- kB yolagini inhibe ederek AP seviyesini
azaltir. [47]

4.3.Eksozomlar

Ekstraselliiler vezikiiller (EV) ilk olarak 50 yil 6nce Peter Wolf tarafindan
plazmada go6zlemlenmis ve bunlara ‘“trombosit tozu” adi verilmistir. [53]
Baslangigta, bu EV' lerin dogrudan plazma membranindan tomurcuklandigi
diistinilmiistir. Bununla birlikte, 1980 lerde, retikiilosit olgunlasmasini inceleyen
iki grup kiigiik vezikiillerin hiicre igine dogru tomurcuklanma ile olusturuldugunu
gostermislerdir. 1987 yilinda, Rose Johnstone tarafindan endozomal orijinli bu EV'

ler igin “eksozom” kelimesi Onerilmistir. [54]

Salmim mekanizmalarina ve boyutlarina bagli olarak eksozomlar,
mikrovesikiiller ve apoptotik cisimcikler olmak iizere ii¢ ana EV tiirii tanimlanmuistir.
Ektozom olarak da bilinen mikrovezikiiller 200-1000 nanometre boyutlarinda hiicre
membranindan tomurcuklanan vezikiillerdir. Apoptotik cisimcikler, apoptoz sonucu
Olmekte olan hiicrelerin, hiicre igerigi membrana yakin boélgelerde yogunlasarak
tomurcuklanir ve 1000-5000 nm arasinda degisen ¢aplarda vezikiiller meydana
getirirler. Eksozomlar ¢esitli viicut sivilarinda ve ekstraselliiler alanda bulunabilen,
caplar1 50-150 nm arasinda degisen ve bilinen tiim hiicreler tarafindan ortama salinan

kiiglik membran vezikiilleridir. [55]-[58]

Eksozomlar tasidiklar1 kargo igerikleri ile diger ekstraselliiler vezikiillerden
ayrilirlar. Eksozom igerigi koken aldigi hiicreye gore ve hiicrenin o anki durumuna
gore farklilik gostermektedir. Eksozomlar protein, lipid ve niikleik asitleri

salgilandig1 hiicreden alic1 hiicrelere tasirlar. Bu nedenle merkezi sinir sisteminde
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hiicreler arasi iletisimde, noronal tamir ve biliylimede, antijen sunumu ve immun

yanit regiilasyonunda 6nemli roller alirlar. [59][60]

Eksozom biyogenezi endozomal sistemde baglar. Plazma membraninin ice
dogru kivrilmasi ile erken endozomlar olusur. Erken endozomlar da kendi iglerine
dogru kivrilarak intraluminal vezikiilleri (ILV) olustururlar. Bdylece erken
endozomlar olgunlagsarak ge¢ endozomu olusturur. Ge¢ endozomlar igerisinde
liimenlerinde vezikiil bulundurmalar1 ile karakterize edilirler ve multi vezikiiler
cisimcik (MVC) olarak adlandirilirlar. MVC 'ler trans-golgi ag1 iizerinden lizozoma
gonderilip sindirilerek ortadan kaldirilabilir veya plazma membranindan ekzositozla

hiicre disina salinarak eksozomlari olustururlar. [57], [58]

ILV'lerin olusumunda yer alan Tasinim igin gerekli endozomal ayirma
kompleks proteinleri (Endosomal sorting complexes required for transport- ESCRT )
tanimi1 2000'li yillarin basinda baglamistir. ESCRT O, I, 11, Il olmak {izere 4 protein
kompleksinden olugmaktadir. ESCRT-0, ubikitin bagimli bir sekilde kargo
kiimelenmesinden sorumludur. ESCRT-1 ve ESCRT-II membran tomurcuk
olusumunu uyarir. ESCRT- III tomurcuklanan membranin hiicreden ayrilmasini
saglar. Bu mekanizma ILV membraninda bulunan ESCRT-1, Tsgl01, ALIX ve
ESCRT-3 kompleksinin olusmasiyla saglanir. [54], [58]

Sekil.4.3.Eksozomlarin olusumu ve hiicreden salinimi [58]
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4.3.1Alzheimer Hastahig1' nda Eksozomlarin Rolii

Merkezi sinir sisteminde noron, astrosit, oligodndrosit ve mikroglia gibi
hiicrelerin birgogunda eksozom salinabilmektedir ve ndronal gelisim, rejenerasyon
ve sinaptik fonksiyonlarin diizenlenmesi gibi 6nemli islevlere katilirlar.
Eksozomlarin ana islevleri arasinda hiicreden atiklar1 uzaklagtirmak, immun yaniti
diizenlemek ve noronlar arasinda iletisimi saglamaktir. Eksozomlar hiicrelere
reseptor-ligand etkilesimi, endositoz ve fagositoz gibi yollarla alinarak hiicreler arasi

iletisimi saglar. [61]

Alzheimer hastaliginda goriilen patojenik AB ve tau proteinlerinin eksozomlar
tarafindan tasindigi ve bu proteinlerin beyinde yayilmasma katkida bulundugu
yapilan ¢alismalarda gésterilmistir. Eksozomlarin AH' nda astrositlerin apoptozunu
uyardig1 ve bu nedenle hastaligin ilerlemesi sirasinda ndéronal fonksiyonlart bozdugu
diisiiniilmektedir. ~ Ote yandan, eksozomlarm AH' nin tani ve tedavisinde
faydalanilmasindan, hiicre dis1 amiloid yiikiinii azaltmadan, hastaligin erken biyo
belirtegleri olarak kullanilmasina kadar birgok yoldan yararli olabilecegini belirten

calismalar da vardir. [4]

Tablo.4.3.Alzheimer Hastaliginda eksozomlarin farkli rolleri [55]

AH'nda e Toksik AP oligomerlerini e  An ve arkadaglar1 (2013) [62]
Eksozomlarin ayirarak uzun siireli hafizay1
Pozitif Rolleri korur.
e In vivo olarak AP e  Yuyama ve Arkadaslar1 (2014)
seviyelerinin ve birikimini [63]
azaltir.
e Norotoksik Ap
oligomerlerine  baglanarak e  Falker ve arkadaslar1 (2016) [64]
notralize eder ve

ndroprotektif etki gosterir.

AH'nda e  Eksozom yiizeyinde bulunan e Rajendran ve arkadaslari (2006)
Eksozomlarin lipidlerin ilk AP birikimleri [65]
Negatif icin  baglanma  bolgesi
Rolleri igermesi.
e AH olan bireylerin

beyinlerinde plaklarla iligkili

eksozomal proteinlerin

bulunmasi.
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5.MATERYAL VE METOT

5.1.Materyal

Calisma kapsaminda kullanilan Kimyasal malzemeler, ticari kit ve arag-
geregler tablolarda sunulmustur.

Tablo 5.1.1.Deneylerde kullanilan cihazlarin listesi
Su banyosu

Thermo Fischer Scientific Sogutmali Santrifij
Inkiibator
Zeiss Axio Mikroskop
Thermo Maxisafe 2020 Sinif I Biyolojik

Giivenlik Kabini
Bio-Rad ChemiDoc XRS+ system and Image

Lab

Hassas Terazi

-80 °C buzdolabi

-20 °C buzdolab1

+4 °C buzdolabi

Thermo Scientific Hera Term Firin
Hemositometre
Mikrosantrifiij
Invitrogen Novex Mini-Cell Elektroforez Jel
Sistemi
Invitrogen iBlot™ Kuru Transfer Sistemi

Mikropipet - Serolojik Pipet

Implen Spektrofotometre
Calkalayict ROCKER 3D Digital

Vorteks
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Ultra Saf Su Cihazi

Masaiistii pH metre

Otoklav

Tablo 5.1.2.Deneylerde Kullanilan Kimyasal Malzemeler ve Kit Listesi

Kimyasallar ve Kitler

Markasi

High Glucose DMEM

Fetal Bovine Serum

Fetal Bovine Serum, exosome depleted

PBS

Tripsin

Penisilin/Streptomisin

Amyloid B Peptide (1-42)

NuPAGE™ %4-12 Bis-Tris Protein Jel, 1.0 mm,

15-kuyucuklu

NuPAGE™ %4-12 Bis-Tris Protein Jel, 1.0 mm,
10-kuyucuklu

NuPAGE™ LDS Sample Buffer (4X)

NuPAGE™ Sample Reducing Agent (10X)

NuPAGE™ MES SDS Running Buffer (20X)
SIRT1 Aktivatorii IT (CAY10602)

NuPAGE™ Antioxidant

Protease/Phosphatase Inhibitor Cocktail (100X)

Gibco, ThermoFisher Scientific

Gibco, ThermoFisher Scientific

Gibco, ThermoFisher Scientific

Biosera (Molgen Biotechnology )

Sigma-Aldrich, Merck KGaA

Biosera (Molgen Biotechnology )

Abcam

Invitrogen, ThermoFisher Scientific

Invitrogen, ThermoFisher Scientific

Invitrogen, ThermoFisher Scientific

Invitrogen, ThermoFisher Scientific

Invitrogen, ThermoFisher Scientific
Merck Millipore

Invitrogen, ThermoFisher Scientific

Cell Signaling Technology, Inc.
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SIRT1 Activator Il

Pierce™ LDH Sitotoksisite Kiti

B-Mercaptoethanol

DMSO

SDS

NH;OH

Tris Base

NaCl

HCI

Tween 20

Clarity Western ECL Substrate

Advansta -Western Bright Sirius

Siit Tozu

Total Antioxidant Status Deney Kiti

Total Oxidant Status Deney Kiti

Triton X-100
Poly-L-Lysine

Eksozom Izolasyon Kiti

Calbiochem, Merck KGaA

ThermoFisher Scientific

Merck

Santa Cruz

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Bio-Rad

Biocompare

Santa Cruz

Rel Assay Diagnostic

Rel Assay Diagnostic

Merck
Merck

Norgen Biotek
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Tablo 5.1.3.Deneylerde kullanilan antikorlar

Antikorlar

Markasi

B-Aktin (8H10D10) Mouse mAb
Anti-rabbit 1gG, HRP-linked Antibody
Anti-mouse 1gG, HRP-linked Antibody
Phospho-mTOR (Ser2448) (D9C2)
XP® Rabbit mAb

GSK-30/f (D75D3) Rabbit mAb
Phospho-GSK-3a/f (Ser21/9) (D17D2)

Rabbit mAb

Phospho-Akt (Ser473) (587F11) Mouse
mAb

PTEN (138G6) Rabbit mAb
Phospho-PTEN (Ser380/Thr382/383)
Antibody

Anti-AKT1 + AKT2 + AKT3 Antibody

MTOR (2972) Rabbit mAb

Tsg 101

Cell Signaling Technology, Inc.

Cell Signaling Technology, Inc.

Cell Signaling Technology, Inc.

Cell Signaling Technology, Inc.

Cell Signaling Technology, Inc.

Cell Signaling Technology, Inc.

Cell Signaling Technology, Inc.

Cell Signaling Technology, Inc.

Cell Signaling Technology, Inc.

Life Science Biotechnology,Inc

Cell Signaling Technology, Inc.

Santa Cruz
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Tablo 5.1.4.Deneylerde kullanilan sarf malzemeler

Sarf Malzemeler

Markasi

Invitrogen™ Novex™ iBlot™ 2 Nitrocellulose

Transfer Stacks

iBlot™ Transfer Stack, PVDF membran

15 ve 50 ml'lik falcon tiip

25 ve 75 cm?'lik flask

2 ml'lik cryo tiipler

96 kuyucuklu mikroplaka

6 kuyucuklu plaka

1,5 ml -0,5 ml'lik mikrotiip

5-10-25 ml'lik serolojik pipet uglar1

Invitrogen, ThermoFisher Scientific

Invitrogen, ThermoFisher Scientific

Capp

Santa Cruz

Corning

Corning

Corning

Capp

Capp
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5.2.Metot

SH-SYS5Y insan noroblastoma hiicre hattt ATCC’den alinmistir. SH-SY5Y
hiicre hattt DMEM besiyeri (%10 FBS, %1 Penisilin/ Streptomisin iceren High
Glucose Dulbecco’s Modified Eagle Medium) ile kiiltiire edildi.

5.2.1.CAY10602 LDH Analizi

Laktat Dehidrogenaz (LDH) hemen hemen her hiicrede bulunan sitozolik bir
enzimdir. Hiicre membran biitiinliigiiniin bozuldugu durumlarda hiicre dis1 ortama
salinir. SH-SYS5Y hiicrelerinin canlilik testi igcin LDH sitotoksisite test kiti {ireticinin
(Pierce LDH Cytotoxicity Assay Kit- Thermo Scientific) protokoliine gore
uygulandi. SH-SYSY hiicreleri 96 kuyucuklu plakaya ekildi ve hiicre ekiminden 24
saat sonra sirast ile ii¢ tekrarli olarak 5 uM - 10 uM - 20 uM - 40 uM - 60 uM - 80
uM konsantrasyonlarinda SIRT1 Aktivator 1T 'ye (Kimyasal isimlendirmesi: CAY
10602 veya 3- (Benzenesulfonyl) -1- ( 4 fluorophenyl) pyrrolo [ 4, 5- b] quinoxalin-
2 amine 'dir. ) maruz birakildi. Maksimum LDH aktivitesini 6lgmek igin li¢ kuyuya
sadece hiicre ekildi ve spontan LDH aktivitesini 6lgmek i¢in 3 kuyuya 10 pl steril,
ultra saf H>O eklendi. 96 'lik plaka 37°C, %5 CO- sartlarinda 24 saat inkiibe edildi.
Maksimum LDH aktivitesini 6lgmek igin sadece hiicre ekilmis olan ve madde
uygulanmamis 3 kuyuya, Kite ait 10 pl lizis tamponu eklendi ve 37°C'de 45 dakika
inkiibe edildi. Daha sonra orneklerden sirasi ile 50 pl alinarak yeni bir 96'lik plakaya
aktarildi. Yeni plakadaki her bir kuyuya 50 pl Kite ait reaksiyon karigimi eklenir ve
1s1ktan korunarak oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edilir. 30 dakikanin sonunda
kite ait 50 pl durdurucu soliisyon eklenerek 630 nm' de CHROMATE reader

cihazinda okutuldu.

5.2.2.AP1-42 Toksisite Modeli Olusturma

Hiicreler her bir kuyucukta 10000 hiicre olacak sekilde 96’11k plakaya ekildi.
AP142 ‘nin etkin dozunu bulmak ic¢in 24 saat sonra dort farkli konsantrasyonda
(1.25uM, 2.5 uM, 5 uM ve 10 uM) AB1-42 uygulandi. ABi42 %1’ lik NH4OH ‘da
¢ozdiriildi.  Hiicre canlihigmi 6l¢mek ig¢in Laktat dehidrogenez (Roche, Cat
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No:11644793001) deneyi yapildi. LDH analizinin calisma soliisyonu iireticinin
talimatlarina gore hazirland1 ve oda sicakliginda 15 dakika boyunca tam karanlikta
inkiibe edildi. Hiicrelerimizin kiiltiirlendigi ortam, orijinal plakanin tam olarak ayni
sirasiyla yeni 96 kuyucuklu bir plakaya alindi. Hiicre kiiltiiri ortamini igeren her bir
kuyucuga son hacmi 200 pl'ye tamamlamak i¢in 100 ul LDH calisma soliisyonu
eklenmistir.96° lik plaka 492 nm’ de CHROMATE cihazinda okutuldu.

5.2.3.SH-SYS5Y Hiicre Kiiltiirii
5.2.3.1.SH-SYS5Y Hiicre Hattinin Cozdiiriilmesi ve Ekimi

-80 °C dolapta muhafaza edilen hiicreler alinarak 37°C su banyosunda
dikkatlice eritildi ve 37°C ' de 6nceden 1sitilmig 8 ml High Glucose DMEM besiyeri
(%10 FBS, %1 Penisilin/ Streptomisin i¢eren High Glucose Dulbecco’s Modified
Eagle Medium) iceren 15 ml'lik falcon tiipe aktarildi. Hiicreler 1500 rpm'de 3 dakika
santrifiij edildi. Supernatant uzaklastirildi ve 37°C su banyosunda dnceden 1sitilmig 5
ml besiyeri ile pipetaj yapilarak pelletin ¢oziilmesi saglandi. Olusturulan 5 ml hiicre
siispansiyonu 25 cm? flaska ekildi ve flask 37 °C sicaklikta, %5 CO2 sartlarindaki
inkiibatore kaldirildi. Iki giin sonra hiicrelerin tutundugu gozlendi ve flasktaki
besiyeri uzaklastirilarak 37°C' de 1sitilmis 4 ml PBS ile yikandi. PBS
uzaklastirildiktan sonra 37°C'de 1sitilmig 5 ml besiyeri flaska eklenerek besiyeri

tazeleme islemi yapildi.

5.2.3.2.SH-SYSY Hiicre Hattinin Pasajlanmasi

Hiicreler %80 yogunluga ulastiginda yeni bir flaska pasajlandi. Flasktaki
besiyeri serolojik pipetle uzaklastirildi. Hiicreleri yikamak i¢in 3 ml PBS flaskin
kenarindan dikkatlice flaska aktarildi. PBS serolojik pipet kullanilarak uzaklastirildi.
Flaska tutunan hiicreleri yerinden kaldirmak igin 500 pl Tripsin eklendi. Tripsinin
etkin calismas: icin flask 37 °C inkiibatorde iki dakika inkiibe edildi. Iki dakika
sonunda tripsini etkisiz kilmak i¢in flaska 5 ml besiyeri eklendi. Hiicreleri flasktan
ayirmak icin flask igerisinde pipetle al-ver yapilir. Hiicre siispansiyonu 15 ml'lik
falcona alinarak 1000 rmp' de 5 dakika santrifiij edildi. Ust faz uzaklastirild1 ve 5 ml
besiyeri eklenerek bir ka¢ defa pipetle al-ver yapildi. Bu hiicre silispansiyonundan
650 pl alinarak daha once 10 ml besiyeri eklenmis T75 cm? flaska ekim yapildi.
Hiicreler %5 CO2 ve 37 °C' de inkiibe edildi.
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5.2.3.3.SH-SY5Y Hiicre Hattininn Dondurulmasi

Pasajlama protokoliindeki hiicre ekimi yapildiktan sonra kalan hiicre
siispansiyonu 1000 rpm' de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij devam ederken hiicre
dondurmak i¢in 1035 ul DMEM, 300 ul FBS, 150ul DMSO ve 15 ul
penisilin/streptomisin igeren dondurucu besiyeri hazirlandi. Santrifiijden sonra iist
faz uzaklastirildi ve hazirlanilan dondurucu besiyeri hiicrelerin {lizerine eklenerek al-
ver yapildi ve cryo viale aktarilarak -20°C dolapta donana kadar bekledikten sonra -
80 °C dolaba kaldirildi.

5.2.3.4.SH-SYSY Hiicre Hattinin Alt1 Kuyucuklu Plakaya Aktarilmasi

Polilizin, I-lizin veya d-lizin aminoasitlerinin pozitif yiiklii bir sentetik
polimeridir. Poli-L-Lizin herhangi bir biyolojik aktiviteyi uyarmadan flask yiizeyinin
yiikiiniin degismesini saglayarak hiicre adezyonunu, gelisimini ve yayilmasini
kolaylastirir. Hiicreler 6 kuyucuklu plakaya aktarilmadan 6nce kuyucuklarin tabani
Poli-L-Lizin ile kaplandi. 1.2 ml PLL, 10,8 dH20 ile dilue edildi ve her bir kuyuya 1
ml dilue edilmis PLL aktarilarak 2 saat beklendi. Daha sonra her bir kuyu 750 pl
ddH20 ile ti¢ defa yikanarak 6 kuyucuklu plaka ekime hazirlandi. Daha 6nce T75
cm? flaska ekilmis olan hiicreler inkiibatdrden laminar kabine alindi ve besiyeri
uzaklastirildi. Hiicreler 5 ml PBS ile yikandi ve PBS uzaklastirildi. 1300 pl tripsin
eklenerek 37°C inkiibatorde iki dakika inkiibe edildi. Tripsinin etkinligini ortadan
kaldirmak i¢in 11,7 ml High Glucose DMEM eklendi. Hiicre siispansiyonu 1000
rpm' de 5 dakika santrifiij edildi. Sonra {ist faz uzaklastirildi ve 5 ml High Glucose
DMEM eklenerek falconda al-ver yapilarak pelletin ayrigmasi saglandi. Bu
siispansiyondan 10 pl almarak hemositometrede hiicre saymmi yapildi. Iki adet alti

kuyucuklu plaka olmak iizere her bir kuyucuga 20x10* hiicre ekimi yapild.

5.4.3.SH-SYSY Hiicrelerinin Ap ve SIRT 1 Aktivator II ile Muamelesi
Madde uygulamasi yapilmadan Once inkiibatorde bulunan 6' 11 plakalar
laminar kabine alind1 ve besi ortamlar1 uzaklastirildi.750 pl PBS ile kuyular yikandi,

bu asamada kuyularin kurumamasina dikkat edildi. Daha 6nce hazirlanmig, 37°C' de

isitilmig ve igerisinde eksozom olmayan DMEM (%10 exosome-depleted FBS, %1
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Penisilin/ Streptomisin igeren High Glucose Dulbecco’s Modified Eagle Medium) ile

besi ortamlar1 yenilendi. Bu asama eksozom izolasyou i¢in 6nem tasir.

AB (1- 42), 1 ml %1 lik NH4OH igerisinde ¢ozdiiriilerek 37°C 1siticida 48
saat boyunca inkiibe edilerek hazirlandi. Stok AP ¢ozeltisi 221,5 pM olarak
hazirlandi. Uygulamada istenen konsantrasyona gore besi ortami iginde seyreltilerek
kullanildi. AB' nin kuyudaki son konsantrasyonu 10 uM olarak kullanilmistir ve

madde eklendikten sonra 24 ve 48 saat inkiibe edilmistir.

SIRT 1 Aktivator II uygulamasi i¢in, 59,75 mM konsantrasyona sahip olacak
sekilde DMSO igerisinde hazirland1 ve -20 °C buzdolabinda alikotlanarak muhafaza
edildi. Uygulamada istenen konsantrasyona goére besi ortami i¢inde seyreltilerek
kullanildi. SIRT 1 Aktivator II' nin kuyudaki son konsantrasyonu 20 puM olarak
kullanildi ve madde eklendikten sonra 24 ve 48 saat inkiibe edilmistir.

Bagimsiz degiskeni uygulamak {iizere ¢oziiciilerin ( DMSO ve NH4OH)

etkisini de degerlendirmek igin vehikiil kontrol gruplari olusturuldu.
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Tablo 5.2.4.1. Madde Uygulamalari ve Gruplar

Gruplar 0.Saat | 48.Saat 72.Saat 96.Saat
Kontrol Grubu H Herhangi bir Herhangi bir madde H
. madde uygulanmamigtir .
U uygulanmamigtir U
C
CAY10602 Vehikiili C DMSO Herhangi bir madde
uygulanmamigtir R
R E
AB Vehikiili E [%I1ikNH:OH | Herhangi bir madde L
uygulanmamigtir E
R
Sadece CAY'10602 CAY10602 Herhangi bir madde i
E uygulanmamigtir N
Sadece Ap K AB Herhangi bir madde
1 uygulanmamigtir
T
(CAY10602+AB) M (CAY10602+AB) | Herhangi bir madde O
i uygulanmamigtir P
L
AB+CAY10602 AB CAY10602 A
N
M
CAY10602+ApB CAY10602 AB A
S
I
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5.2.4.Total Protein izolasyonu

Hiicreler 96. Saate ulastiginda plakalar inkiibatérden laminar kabine alinarak
besi ortami eksozom izolasyonunda kullanilmak tizere 2 ml' lik mikrotiiplere

aktarildi ve muhafaza edilmek tizere -20 °C buzdolabina konuldu.

Protein izole etmek i¢in lizis tampon kullanildi. Bu lizis soliisyonu 150 mM
NaCl, %1 Triton-X-100, 50 mM Tris (pH:8) ve proteaz inhibitér kokteyli
kullanilarak hazirlandi.  Kuyucuklar iki defa 1 ml PBS ile yikandi ve 15 ml'lik
falcon tiiplere aktarildi. 200 g' de 5 dakika +4 °C' de santrifiij edildi. Ust faz
uzaklastirildi ve 100 pl lizis tampon eklendi. Falkonlarda al- ver yapilarak pelletin
ayrilmasi saglandi ve mikrotiiplere aktarildi. 25 dakika buzda inkiibasyona birakilan
mikrotiipler inkiibasyon siiresi boyunca 5x10 saniye vortekslendi. Ornekler, +4 °C'
de 1400 g' de 15 dakika mikro santrifiijde santrifiij edildi. Ust fazlar, 500ul' lik mikro
tiiplere aktarilarak kullanilana kadar -20 °C buzdolabina kaldirildi ve muhafaza

edildi.

5.2.4.1. Protein Miktar Tayini

Protein miktar tayini yapmak ic¢in 6rnekler 1:50 oraninda distile su ile dilue
edildi. Protein miktar tayininde Implen Spektrofotometre cihazi kullanildi. Her bir
ornek ti¢ defa 0Ol¢iildii ve ortalamasi alindi. Ortalamasi alinan deger 50 ile garpild: 1
ml hiicre lizatindaki asil protein miktar1 elde edildi. Orneklerin protein miktarlari

pgr/ul cinsinden hesaplanda.

5.2.5.Protein Jel Elektroforezi

Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi proteinleri, molekiiler
agirligina bagl olarak elektroforetik hareketliliklerine gore tanimlamak ve ayirmak
i¢in kullanilan molekiiler bir tekniktir. SDS, proteinlerin tersiyer yapisini tahrip eden
anyonik bir deterjandir. Proteinlerdeki disiilfid baglari, bu yontemde ditiyotreitol
(DTT) kullanimi ile yok edildi. SDS-PAGE, western blotlama deneylerinden 6nce
gerceklestirildi. 1.0 mm, 15-kuyucuklu NUPAGE™ 4-12% Bis-Tris Protein Jel,
dikey elektroforez sistemine saf sudan gegirilerek yerlestirildi.
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50 ml NuPAGE™ MES SDS yiiriitme tamponunun {izerine (20X) , 950 ml distile su
eklenerek dilue edilerek hazirlandi ve jel elektroforez sistemine yiiklendi. Yiikleme
yapilacak her bir dérnek 40 pgr/ml olacak sekilde LDS 6rnek tamponu, indirgeyici
ajan ve ddH0 ile karistirilarak hazirlandi. Hazirlanan 6rnekler 70 °C 1siticida 10
dakika denatiire edildi. Proteinlerin ayristirilmasi i¢in hazirlanan %4-12’lik SDS-
PAGE jelin ilk kuyusuna boyal1 isaretleyici, devaminda protein 6rnekleri yiiklenerek
once 110 V' ta 15 dakika daha sonra 150V’ta 1 saat siireyle yiiriitiildii. Proteinlerin
iyl ayristiginin belirlenmesinin ardindan Western Blot calismalarindaki ikinci

basamak olan transfer agamasina gegildi.

5.2.5.1.Transfer

Transfer agsamasinda kullanilan tamponlar asagidaki sunulmustur.

Tablo 5.2.6.1.1.Transfer basamag i¢in kullanilan tamponun hazirlanist

Transfer Tamponu Hazirlanisi

20X TBS 48.8gr Tris Baz + 160gr NaCl + 800ml Distile
su, Ph 7,6’ ya ayarlandiktan sonra tampon 1L’ ye
tamamlandi.

1IX TBS-T 50ml 20X TBS + 950ml distile su + 9%0,2
Tween-20

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jel kasetinden ¢ikarilarak 1XTBS-
T' den gecirildi ve nitroselliiloz alt transfer y1gin1 tizerine alind1. Filtre kdgidi TBS-T
'den gecirilerek jelin iizerine yerlestirildi. Filtre kagidinin {izerine nitroselliiloz iist
transfer yigin yerlestirildi. Transfer siingeri transfer cihazinin kapagina yerlestirildi

ve jel yigim transfer cihazina yerlestirilerek 7 dakika kuru transfer yapild.

Transfer tamamlandiktan sonra membran spesifik olmayan reaksiyon
odaklarinin bloke edilmesi amaciyla 1X TBST ile hazirlanmis %5 yagsiz siit tozu

soliisyonu i¢inde bir saat bekletildi.
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5.2.5.2.Primer/sekonder antikor ile muamele ve kemiliiminesan reaksiyonu

Primer ve sekonder antikorlar 1X TBST ile %5 yagsiz siit tozu soliisyonu

icinde asagidaki Tablo 5.2.5.2.1°de gosterilen oranlarda hazirlandi.

Tablo 5.2.5.6.1.Kullanilan antikorlar ve son konsantrasyonlari

Antikor Konsantrasyon
B-Aktin 1:2500
SIRT1 1:2500

p-GSK 3 o/f 1:1000
t-GSK 3 o/ 1:1000

p-PTEN 1:500
t-PTEN 1:1000
p-AKT 1:500
t-AKT 1:1000

p-mTOR 1:500
t-mTOR 1:1000

Anti- Mouse 1gG 1:2500
Anti-Rabbit 19G 1:2500
Tsg101 1:500

Primer antikor inkiibasyon +4°C’de bir gece uygulandi ve sonrasinda
membran 1XTBST ile 3 defa 5dk 20 devirde ¢alkalayici ile yikandi. Ardindan
sekonder antikorinkiibasyonu oda sicakliginda 1 saat siireyle uygulandi ve membran
1X TBST ile 3defa 5dk 20 devirde calkalayici ile yikandi. Goriintiileme islemine
gecildi. Kemiliiminesan goriintilleme i¢in ECL kiti igerisindeki substratlar 1:1
oraninda karistirilarak, asetat kagidi iizerine alinan membrana eklendi. 2 dakika
inkiibe edildikten sonra membran biiyiikligiinde kesilmis asetat kagidi ile membran
hava kalmayacak sekilde kapatilarak Bio-Rad ChemiDoc XRS+  gériintiileme
cihazinda goriintiilendi. Western blotlama sonucunda elde edilen bantlarin

derecelendirilmesi ImageJ programi ile belirlendi.
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5.2.5.3.Membran Stripleme

Onceden elektoforez sisteminde yiiriitiilmiis ve goriintiileri alinmis olan p-
AKT, p-PTEN, p-mTOR, p-GSK 3 o/f membranlarina strip yapilarak sirasi ile t-
AKT, t-PTEN, t-mTOR, t-GSK 3 o/p proteinleri i¢in tekrar tayin yapildi. Bunun igin
once membranlar 2x5 dakika TBS-T ile yikandi. Strip tamponu ( Tris Hel - 1 M, pH
6,8- , SDS, ddH20, B-mercaptoethanol ) hazirlanarak 10 ml strip soliisyonunda 55
°C firinda birinci stripte 12 dakika, ikinci striplerde 7 dakika bekletildi. Firinlamadan
sonra 4x5 dakika ve 1x10 dakika TBS-T ile yikama yapildi. TBS-T ile hazirlanmis
%S5 ' lik yagsiz siit tozu ile 1 saat bloklama iglemi yapildi. Primer antikor ile bir gece
+4 °C'de c¢alkalayicida inkiibe edildi. Ardindan sekonder antikor inkiibasyonu oda
sicakliginda 1 saat siireyle uygulandi ve membran 1X TBST ile 3 defa 5dk 20
devirde calkalayict ile yikandi. Goriintilleme islemine gecildi. Kemiliiminesan
goriintiileme i¢in ECL kiti igerisindeki substratlar 1:1 oraninda karistirilarak, asetat
kagidi lizerine alinan membrana eklendi. 2 dakika inkiibe edildikten sonra membran
biiytikligiinde kesilmis asetat kagidi ile membran hava kalmayacak sekilde
kapatilarak Bio-Rad ChemiDoc XRS+ goriintiileme cihazinda goriintiilendi. Western
blotlama sonucunda elde edilen bantlarin derecelendirilmesi Image] programi ile

belirlendi.

5.2.6. Toplam Antioksidan Statii ve Toplam Oksidatif Durum Analizi

Toplam Antioksidan Statii (TAS) ve Toplam Oksidatif Statii (TOS) tahlilleri,
kit kullanilarak imalatginin tarifine goére (Rel Assay Diagnostics ®, Gaziantep,
Tiirkiye) gerceklestirildi. Numunedeki antioksidanlar koyu mavi-yesil renkli ABTS
radikalini renksiz indirgenmis ABTS formuna indirgemektedir. 660 nm'de absorbans
degisikligi, numunenin toplam antioksidan seviyesiyle iliskilidir. Test geleneksel
olarak bir vitamin E analogu olan Trolox Esdegeri olarak adlandirilan 55 dengeli bir
antioksidan standart soliisyon ile kalibre edildi. Numunede bulunan oksidanlar
demirli iyon c¢elatlayici kompleksini ferrik iyonu oksitlemektedir. Oksidasyon
reaksiyonu, reaksiyon ortaminda bolca bulunan arttirict molekiiller tarafindan
uzatilir. Demir iyonu, asitli bir ortamda kromojen ile renkli bir kompleks olusturur.
Spektrofotometrik olarak oOlgiilebilen renk yogunlugu, numunede bulunan oksidan

molekiillerinin toplam miktari ile ilgilidir. Deney, hidrojen peroksit ile kalibre edildi
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ve sonuglar litre bagina mikromolar hidrojen peroksit esdegeri cinsinden ifade edildi

(umol H202 Esit / L).

5.2.7.Eksozom Izolasyonu

Eksozom izolasyonu i¢in Tablo 5.2.4.1° de sunulan deney gruplarinin
besiyerlerinden Norgen Biotek Hiicre Kiiltiirli Besiyeri Eksozom Saflastirma Kit’ i
kullanilarak eksozom izolasyonu yapilmistir. -20 °C ‘de bekleyen besiyerleri buza
aliarak erimesi beklendi. Mediumlar eridikten sonra 15 dakika 200 g’de santrifiij
edildi. Supernatantlar eppendorflara aktarildi ve ticari kitin tarifine gore kitte bulunan

reaktifler kullanilarak eksozomlarin saflastirilmasi saglandi.

5.2.8.Eksozom immuno Cékeltme

Izolasyonlar1 yapilmis olan eksozomlar eppendorflara aktarild: ve iizerlerine
eksozom yiizey belirteci olan 2’ ser pl Alix eklenerek + 4 °C’de ¢alkalayicida 16 saat

inkiibe edildi. Boylece eksozomlarin isaretlenmesi saglandi.

Eksozomlarin immuno ¢okeltme icin Pure Proteome Protein G Manyetik
boncuklar kullanilmigtir. Baglangicta manyetik boncuklar %0,1 Tween-20 igeren
1XPBS ile yikandi. 16 saat Alix ile inkiibe edilmis olan eksozom Grnekleri manyetik
boncuklarin {izerine eklendi ve manyetik raka alindi. Manyetik raka alinan ornekler
tic defa 500 ul %0,1 Tween-20 igeren 1XPBS ile yikandi. Immuno ¢dkeltme
yaptiktan sonra orneklere indirgeyici ajan, lityum dodesil siilfat ve saf su eklenerek
70 °C 1siticida 10 dakika denatiire edildi. Hazirlanan 6rneklerden western blot deneyi

yapildi.

5.2.10. istatistiksel analiz

Istatistiksel analizler one way ANOVA ile SPSS programinda yapildi. P<0.05

olan degerler istatistiki olarak anlamli kabul edildi.
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6.BULGULAR

Bu ¢alismada SH-SYS5Y hiicre hattinda A toksisitesi olusturularak ve SIRT1

aktivatorii uygulanarak sekiz farkli grup olusturulmustur. Caligma gruplan asagida

sunulmustur.

1.
2.

© N o 0 &

Kontrol Grubu

CAY10602 Vehikiilii - 48.saatte SIRT1 ‘in ¢o6ziiclisi olan DMSO
uygulanmustir.

AP Vehikiilii -48.saatte  AP’nin ¢dziiciisii olan %]1‘lik NH40H
uygulanmistir.

Sadece CAY10602 - 48.saatte uygulanmistir.

Sadece Ap - 48.saatte uygulanmustir.

(AP +CAY10602) — 48.Saatte hem CAY 10602 hem de AP uygulanmistir.
ApB + CAY10602 — 48.saatte AP, 72.saatte CAY 10602 uygulanmistir.
CAY10602 + AP — 48.saatte CAY10602, 72.saatte AB uygulanmustir.
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6.1. AP(-42) Toksisite Modeli

SH-SY5Y hiicre hattinda AP toksisitesi olusturmak i¢in 4 farkli
konsantrasyon (1.25uM, 2.5 uM, 5 uM ve 10 uM) ile LDH testi yapilmustir ve hiicre

toksisitesi i¢in en etkin doz 10 uM ApP1-42) olarak bulunmustur.

3.00

AB - LDH
*

2.50

2.00
=)
s
2

1.50 -
E
=

1.00 A

0.50

0.00 A - r r

Kontrol 1.25 uM 2.5 uM 5 um 10 um

Sekil 6.1.492 nm' de dl¢iilmiis AP konsantrasyonlari
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6.2.CAY10602 LDH Analizi
SH-SYS5Y hiicre hattinda SIRT1’ i aktive eden en uygun dozu bulmak i¢in
alt1 farkli konsantrasyonda ( 5 uM — 10 uM — 20 uM — 40 uM — 60 uM - 80 uM )

CAY10602 uygulanmistir. Yapilan istatistiksel analize gére gruplar arasinda anlaml

bir farklilik bulunmamustir.

CAY 10602 - LDH

60 pM

Kontrol 5 uM 10 pv 20 pmt 40 pm

Absorbans |OD}
o o o o o =1 =] =]
= o w 'S in N ~ oo
s )

[=}

80 pM

Sekil.6.2.1.SIRT1 aktivatorii olan CAY10602' ye ait LDH deneyi.
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6.3.Hiicre Mikroskop Gériintiileri

SH-SYS5Y hiicrelerinin madde uygulamalarinin ilk yapildigi saat olan hiicre
ekimden sonraki 48.saat, ikinci madde uygulamalarinin yapildig1 72.saat ve hiicreler
toplanmadan Onceki 96.saat goriintiileri alimmistir. 96 saatlik siirede hiicrelerin

morfolojilerinin degistigi ve hiicre yogunlugunda azalma gozlemlenmistir.

a) Kontrol

¢) Sadece AB f) (CAY 10602+AB)

48.Saat Gortintiileri

2)AB+CAY 10602 h)CAY 10602+Ap

Sekil.6.4.1.Hiicre ekiminden 48 saat sonra a) Kontrol b) CAY 10602 Vehikiilii; ) AB vehikiilii
d) Sadece CAY10602(48.saat) e) Sadece AP (48.saat) f) (Ap + CAY10602 ) 48.saat g) AP (48.saat)
+CAY10602(72.saat) h) CAY10602(48.saat)+ AP (72.saat) ( Zeiss Primovert inverted microscobe,

ABD; 10x objektif)
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°

N

d)Sadece CAY 10602 e) Sadece AP f) (CAY10602+Ap)

- N

72.Saat Gériintiileri

2)AB+CAY 10602 h)CAY 10602+Ap

Sekil.6.4.2 Hiicre ekiminden 72 saat sonra @) kontrol b) CAY 10602 Vehikiilii; ¢) Ap vehikiilii
d) Sadece CAY10602 (48.saat) e) Sadece AP (48.saat) f) (Ap + CAY10602 ) 48.saat g) AP (48.saat)
+CAY10602(72.saat) h) CAY10602(48.saat)+ AP (72.saat) ( Zeiss Primovert inverted microscobe,
ABD; 10x objektif)
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96.Saat Goriintiileri

)AB+CAY 10602 h)CAY 10602+Ap

Sekil.6.4.3.Hiicre ekiminden 96 saat sonra @) kontrol b) CAY10602 Vehikiilii; ¢) Ap vehikiilii
d) Sadece CAY10602(48.saat) e) Sadece AP (48.saat) f) (Ap + CAY10602 ) 48.saat g) AP (48.saat)

+CAY10602(72.saat) h) CAY10602(48.saat)+ AP (72.saat) ( Zeiss Primovert inverted microscobe,
ABD; 10x objektif)

6.4.Protein Ekspresyonlari

AP1-42) toksisitesi olusturulmus SH-SYS5Y hiicre hattina bir SIRT1 aktivatorii
olan CAY10602 (20 uM ) uygulanarak SIRT1, p-AKT, t-AKT, p-PTEN , t-PTEN,
p-GSK3a, t- GSK3a, p-GKS3p, t-GSK3p, p- mTOR , t-mTOR CAY10602' nin

protein diizeylerine etkisi incelenmistir.
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CAY1I0602 V.

Kontrol

AB V.
Sadece CA Y 10602

(APHCAY 10602)
ABHCAY 10602
CAY0602+A B

Sadece AP

I
|
|
|
|
{
{

- - - —
L
L

TR v — — - ———

-

SIRTI1 -120 kDa

t-AKT - 60 kDa

p-AKT - 60 kDa

t-PTEN - 54 kDa

p-PTEN - 54 kDa

t-GSK3 @ - 51 kDa
t-GSK3 p - 46 kDa

p-GSK3 a - 51 kDa
p-GSK3 B - 46 kDa

t-mTOR - 289 kDa

p-mTOR - 289 kDa

Tsg101-45 kDa

P — aktin - 42 kDa

Sekil.6.5. Western Yontemi ile tayin edilmis proteinlerin bant goriintiileri
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Sekil.6.5.1. AB(1-42) toksisitesi olusturulmus SH-SY5Y hiicre hattinda deney gruplarina gére SIRT1
ekspresyonunun degisimi (*: p<0.05, **: p<0.01)

AP(1-42) toksisitesi olusturulmus SH-SYS5Y hiicre hattinda sadece CAY 10602
uygulanan grup, sadece ApB, (AB+CAY10602) uygulanan grup ve AB+CAY10602
uygulanan grupta SIRT1 protein seviyesinde anlamli azalmalar go6zlenirken
CAY10602+Ap grubunda kontrol grubuna gore anlamli seviyede SIRT1 artisi

gbzlemlenmistir.

45



120 t- AKT

100
- LR
2 %0 s - e W
E 60 e
E‘E 40 e
0
& S & & W dgiﬁ Qge& RS
& oS & D & o v
a8 Ky
& o > %
o o 1;;-?? s (.?‘
(F.:_s:& P \Y

Sekil.6.5.2. AB(1-42) toksisitesi olusturulmus SH-SYSY hiicre hattinda deney gruplarina gore t-AKT
ekspresyonunun degisimi (*: p<0.05, **: p<0.01)

AP@-42) toksisitesi olusturulmus SH-SYSY hiicre hattinda, CAY10602
vehikiili, AP vehikilid, sadece CAY10602, sadece AP, (AB+CAY10602),
AB+CAY10602, CAY10602+ AP uygulanan gruplarda t-AKT proteini kontrol

grubuna gore anlamli seviyede azalmalar gostererek ifade edilmistir.
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Sekil.6.5.3. AB(1-42) toksisitesi olusturulmus SH-SY5Y hiicre hattinda deney gruplarina gore p-AKT
ekspresyonunun degisimi (*: p<0.05, **: p<0.01)

AP(1-42) toksisitesi olusturulmus SH-SYSY hiicre hattinda (AB+CAY10602),
AB+CAY10602 ve CAY10602+Ap gruplarinda kontrol grubuna gore p-AKT

proteini anlamli seviyede azalmalar gostermistir.
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Sekil.6.5.4. AB(1-42) toksisitesi olusturulmus SH-SYS5Y hiicre hattinda deney gruplarina gore t-PTEN
ekspresyonunun degisimi (*: p<0.05, **: p<0.01)

AP-42) toksisitesi olugturulmus SH-SYS5Y hiicre hattinda biitiin gruplarda
kontrol grubuna gore anlamli seviyede t-PTEN proteinin azaldigi gézlemlenmistir.
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Sekil.6.5.5. AB(1-42) toksisitesi olusturulmus SH-SYSY hiicre hattinda deney gruplarina gore p-
PTEN ekspresyonunun degisimi. (*: p<0.05, **: p<0.01)

AP-42) toksisitesi olusturulmus SH-SYSY hiicre hattinda CAY10602
vehikiili, AP wvehikiili, sadece CAY10602, sadece AP, (AP+CAY10602),
AB+CAY 10602, CAY10602+ApB gruplarinda kontrol grubuna gore p-PTEN protein

ekspresyonlarinda anlamli seviyede azalma gozlemlenmektedir.
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Sekil.6.5.6. AB(1-42) toksisitesi olugturulmus SH-SY5Y hiicre hattinda deney gruplarina gore t-
GSK3a ekspresyonunun degigimi. (*: p<0.05, **: p<0.01)
AP@-42) toksisitesi olusturulmus SH-SYSY hiicre hattinda CAY10602
vehikiiliinde kontrole gore anlamli seviyede artis gdzlemlenmisken AP vehikiili,
sadece CAY 10602, sadece AP, (AB+CAY10602), AB+CAY 10602, CAY10602+Af

gruplarinda t-GSK3a protein seviyelerinde anlamli seviyede azalmalar goriilmiistiir.
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Sekil.6.5.7. AB(1-42) toksisitesi olusturulmus SH-SY5Y hiicre hattinda deney gruplarina gére p-
GSK3a ekspresyonunun degisimi (*: p<0.05, **: p<0.01)

AP-42) toksisitesi olusturulmus SH-SYSY hiicre hattinda AP vehikiili,
AB+CAY10602 gruplarinda kontrole gore anlamli seviyede p-GSK3a' nin azaldigi
goriilmiistiir. Sadece CAY10602 grubunda kontrol grubuna gore p-GSK3a' nin

anlamli seviyede arttig1 goriilmiistiir.
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Sekil.6.5.8. AB(1-42) toksisitesi olugturulmus SH-SY5Y hiicre hattinda deney gruplarina gore t-
GSK3p ekspresyonunun degisimi (*: p<0.05, **: p<0.01)

AP(1-42) toksisitesi olusturulmus SH-SYS5Y hiicre hattinda AP vehikiili, sadece
AB, (AB+CAY10602), AB+CAY 10602, CAY10602+AB deney gruplarinda kontrol
grubuna gore anlamli seviyede t-GSKP' nin azaldigi goriilmektedir. CAY 10602
vehikiil deney grubunda ise kontrol grubuna gore t-GSK3B' nin anlamli seviyede

arttigi gozlemlenmistir.
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Sekil.6.5.9. AB(1-42) toksisitesi olusturulmus SH-SY5Y hiicre hattinda deney gruplarina gére p-
GSK3p ekspresyonunun degisimi (*: p<0.05, **: p<0.01)

AP@-42) toksisitesi olusturulmus SH-SYSY hiicre hattinda p-GSK3B' nin

kontrol grubuna gore tiim gruplarda anlamli seviyede azaldig1 gozlemlenmistir.
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Sekil.6.5.9. AB(1-42) toksisitesi olusturulmus SH-SYS5Y hiicre hattinda deney gruplarina gore t-
mTOR ekspresyonunun degigimi (*: p<0.05, **: p<0.01)

AP-42) toksisitesi olusturulmus SH-SYSY hiicre hattinda t-mTOR' un
ekspresyonu kontrol grubuna gore diger gruplarda anlamli seviyede azalmistir.
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Sekil.6.5.10. AB(1-42) toksisitesi olusturulmus SH-SYSY hiicre hattinda deney gruplarina gore p-
mTOR ekspresyonunun degisimi (*: p<0.05, **: p<0.01)

AP-42) toksisitesi olusturulmus SH-SYS5Y hiicre hattinda p- mTOR

ekpsresyon diizeylerinde kontrole gore karsilastirildiginda anlamli seviyede bir

farklilik goriilmemigtir.
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Sekil.6.5.11. AB(1-42) toksisitesi olugturulmus SH-SY5Y hiicre hattinda deney gruplarina gére
Tsgl101 ekspresyonunun degisimi (*: p<0.05, **: p<0.01)

Hiicre besiyerinden izole edilen eksozomlarin immuno ¢okeltme yapilmasiyla
eksozom ylizey belirteci olan Tsgl101 proteininin ekpsresyon diizeyleri incelenmistir.
Kontrol grubuna gore karsilastirma yapildiginda biitiin gruplarda anlamli seviyede

Tsgl01 ekspresyonunda artig gézlemlenmistir.
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6.5.TAS/ TOS/OSI
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Sekil.6.6.1. Toplam Antioksidan Statii Diizeyleri

CAY10602 Vehikiil grubunun TAS (Toplam Antioksidan Statii) diizeyleri

kontrol grubuna gére anlamli diizeyde azalmistir. (*: p<0.05)
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Sekil.6.6.2.Toplam Oksidatif Durum Diizeyleri

AB grubu ve CAY10602+A grubunun TOS diizeyleri kontrol grubuna gore

anlamli derecede azalmustir. (*: p<0.05, **: p<0.01)
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Sekil.6.6.3.0Oksidatif Stres Indeksi Diizeyleri (*: p<0.05, **: p<0.01)

AP vehikiil ve CAY10602+Ap grubunun OSI diizeyleri kontrol grubuna gore

anlamli derecede azalmistir.
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7.TARTISMA ve SONUC

Diinyada en yaygin demans tipi olan AH, noronal 6liime sebep olan ilerleyici
ve geri donlisii olmayan hafiza zayifligi, yer-zaman oryantasyonu bozuklugu ile
karakterize norodejeneratif bir hastaliktir. AH, AP ve tau olmak iizere iki proteinin
beyinde anormal seviyede agrege olmasi ile kalic1 hafiza kaybina sebep olur. AR
peptidlerinin beyinde oligomerleserek olusturdugu plaklar ve mikrotiibiillerin
stabilize olmasini saglayan tau proteininin hiperfosforile olmasi ile norofibriler

yumaklarin olusumunun hastaligin patogenizini olusturdugu diistiniilmektedir.

Yapilan ¢alismada SIRT1 proteininin eksozomal protein igerigine etkilerini
incelemek i¢in SH-SYSY insan noroblastoma hiicrelerinde AP-42) toksisitesi
olusturuldu. AP-42) toksisite modeli olusturmak i¢in yapilan deneyden elde edilen
veriler 10 uM' 1n en etkin doz oldugunu gostermektedir. (Sekil 6.1)

SIRT1 proteininin ndroprotektif etkisi ile ilgili bircok ¢aligma bulunmaktadir.
Bu c¢alismalarda en c¢ok, bir polifenol olan ve kirmizi sarap, iizimde bulunan
resvaretrol etken maddesi kullanilmaktadir. Ancak, bu ¢alismada etkinligi az olan
resvaratrole alternatif olarak Nayagam ve arkadaslari tarafindan High Throughput
Screening ile kesfedilmis etkinligi resvarotrolden daha fazla ve SIRT1 aktivatorii
olan CAY10602 kullanilmistir. CAY10602' nin etkin dozunu belirlemek i¢in yapilan
LDH deneyinde alt1 farkli konsantrasyon denendi ancak gruplar arasinda anlamli bir
farklilik bulunmadigindan Nayagam ve arkadaslarmin kullandigi 20uM dozunu
kullanildi. (Sekil.6.2.1.) [66]

Hiicre biiylimesini ve c¢ogalmasimni kontrol eden hiicre diizenleyici
mekanizmalarin bir anahtar bileseni, PI3K (Fosfatidilinositol 3-kinaz) - AKT(Protein
kinaz B) - mTOR (Rapamisin Mekanizmast Hedefi) sinyal yolagidir.
Fosfotidilinositol-3-kinaz (PI3K) yolagi epidermal biiyiime faktorii (EGF) gibi pek
cok biiylime faktorleri ile aktive edilebilmekte ve PI3K-AKT-mTOR gibi ¢ok sayida
Oonemli sinyal yolag1 bilesenlerinin aktive edilmesini saglamaktadir. PI3K tarafindan
aktive edilmis AKT, hiicre metabolizmasinin, proliferasyonunun ve sag kaliminin
merkezi bir diizenleyicisi olan mTOR fosforilasyonunu uyarir. mMTOR aktivasyonu

sonucunda hiicre boliinmesine Onciililk eden molekiillerin zincirleme aktivasyonu
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gerceklesir ve boylece mTOR hiicre igi ve hiicre dis1 sinyalleri birlestirerek biiylime,
cogalma ve hiicre metabolizmasinin diizenlenmesinde ve hayatta kalmanin merkezi
fonksiyonlarinda gorev alir. PTEN (fosfataz ve tensin homolog) ise AKT
sinyalizasyonunun negatif regiilatoriidiir. PTEN fosforillendigi zaman PI3K/AKT
tizerindeki inhibitor etkisi azalir. Bir serin/treonin kinaz olan GSK3'iin GSK-3a ve
GSK-3p olmak iizere iki izoformu vardir. GSK -3 hiicresel ¢ogalma, gog, iltihap ve
bagisiklik gibi olaylarda pro-inflamatuar sitokin ve interlokin iiretimi de dahil olmak
lizere, c¢esitli protein kinazlar araciligiyla adaptif degisiklikler, hiicre ¢ogalmasi ve
hiicre ici sinyal yollarini etkileyerek glukoz regiilasyonu ve apoptoz basta olmak
tizere hem periferde hem de santral sinir sisteminde etkilidir PI3K tarafindan aktive
edilen AKT, uyarilmamis hiicrede defosforile halde bulunan GSK3' ii fosforilleyerek
inhibe eder. [67][68] [69][70]
Growth factors,

Cytokines,
Chemokines

P1(4,5)P, PIP, Pi(4,5)P,
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Growth, Proliferation, Survival, Metabolism

Sekil.7.1.GSK3 ve PI3K-AKT-mTOR sinyal yolag1 [68]
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AH' de AP oligomerleri, insiilin antagonisti gibi davranarak hiicre yiizey
reseptorlerine baglanirlar ve PI3K'nin dolayis1 ile GSK-3a ve GSK-3f' yi
fosforilleyen AKT’nin inhibisyonuna sebep olurlar. Aktif AKT'nin yoklugunda
GSK3' iin aktivitesi artar. GSK-3p ayn1 zamanda tau kinaz 1 olarak da bilinir ve tau
proteinini fosforiller. Aktivitesi artmis olan GSK3 daha fazla tau proteini

fosforilleyerek norofibriler yumaklarin olusumuna katkida bulunur. [71]

PI3K/AKT/mTOR sinyal yolaginin AH ile yakindan iligkili oldugu yapilan
birgok calismada gosterilmistir. AH tanili kisilerde mTOR sinyali artmistir. AP,
mTOR' un asag1 yonde hedefi olan ve ndronlarda asir1 eksprese edilerek norofibriler
yumaklarin olusumuna katkida bulunan p70S6K' yi arttirir. mTOR sinyalizasyonu
AH tanili bireylerde yiiksektir. Otofajinin bir inhibitorii olan mTOR, anormal
proteinlerin temizlenmesini agiklayan otofaji / lizozom sisteminde A klerensini
azaltir. Artan kanitlar, mTOR'un aktivasyonunun AP jenerasyonu ve birikiminin

arttirict oldugunu vurgulamaktadir. [72][73]

Bu bilgiler 1s18inda yapmis oldugumuz g¢alismada SIRT1 aktivasyonunun
PIBK/AKT/mTOR ve PI3K/AKT/GSK3 sinyal yolaginda ndroprotektif etkisi
incelenmistir. Deney gruplarinda CAY 10602 uygulanmis olmasina ragmen kontrol
grubuna gore degerlendirildiginde SIRT1 protein ekspresyon diizeylerinde
(CAY10602+Ap) grubu hari¢ diger gruplarda anlamli seviyede azalma goriilmesi

SIRT1' in enzimatik aktivitesinin arttirarak aktive oldugunu gostermektedir. [74]

AKT ' nin negatif regiilatorii olan PTEN proteininin p-PTEN formunun ifade
diizeyleri kontrole gore karsilastirildiginda biitiin deney gruplarinda azalmistir. p-
PTEN' nin azalmis olmasi AKT' nin negatif regiilasyonunu azaltir. AKT" nin aktif
hali olan p-AKT' nin 48.saatte (AB+CAY10602) uygulanan grupta, 48.saatte AP ve
72.saatte CAY10602 uygulanan grupta, 48.saatte CAY10602 ve 72.saatte AP
uygulanan grupta azalmis olmast AKT' nin asagi yonde olan sinyallerini de azaltir.

Fosforile formu azalan AKT, GSK3' it daha az fosforiller. Ancak AKT' nin
fosforile formu azalmasina ragmen p-GSK-3a ifade diizeylerinde, sadece CAY 10602
uygulanan grupta kontrole gore anlaml seviyede artig goriilmiistiir. Ayni1 grubun t-
GSK-3 a eckspresyon seviyesine bakildiginda ise anlamli seviyede azalma

goriilmustiir. Uygulanan SIRT1 'in p-GSK-3 o seviyesini etkiledigi goriilmektedir.
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48.saatte AP ve 72.saatte CAY 10602 uygulanan grupta kontrole gore p-GSK-3a

anlamli seviyede azalmistir.

Tau kinaz 1 olarak da bilinen GSK-3B' nin total formu 48.saatte sadece
CAY10602 uygulanan grupta kontrole gore karsilastirildiginda anlamli seviyede
farklilik gostermezken p-GSK-3 seviyesinde anlamli seviyede azalma gdstermistir.
Yani, CAY10602 GSK3' iin aktivitesini azaltmistir. Ancak, AP toksisitesi
olusturulmus diger gruplara baktigimizda kontrole gére p- GSK3- [ seviyelerinin
azalmis olmasi, GSK3p 'nin daha az fosforillendigini ve SIRT1 aktivasyonunun bu

noktada noroprotektif etkisi gdzlenmedigini gosterir.

Diger c¢aligmalara gore AH' lerde mTOR seviyelerinde artis
gozlemlenmektedir ancak bu c¢alismada t-mTOR' un ifade diizeyleri kontrole gore
diger gruplarda azalmis olmasi ve p-mTOR' un kontrol grubuna gore diger tiim
gruplarda kontrole gore anlamlilik gostermemesi PI3K/AKT/mTOR yolaginin aktive
olmadigin1 gostermektedir. ~ AH' lerde hiperaktif olan mTOR sinyalleri tau
fosforilasyonunu arttirir ve A klirensini azaltir. Aktif formu p-mTOR olan mTOR
sinyallerinin azalmis olmasi1 SIRT1 aktivasyonunun noéroprotektif etkisini ortaya
koymaktadir. [72]

AH' liginda eksozomlarin AP peptidlerini ve tau proteinini beyinde yaydiklari
konusunda c¢aligmalar bulunmaktadir. [75], [76] Ekzosom biyebelirteci olan Tsg101
ekspresyon diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda ilging bir sekilde tiim
gruplarda anlamh seviyede artis gostermistir. Bu da eksozomlarin AH'nda 6nemli

rolleri oldugunu vurgulamaktadir.

SIRTI hiicreleri oksidatif strese kars1 korur, glikoz / lipit metabolizmasini
diizenler ve bircok substrati deasetile ederek DNA stabilitesini destekler. [77]
48.saatte CAY 10602 ve 72.saatte AP uygulanan grupta toplam oksidatif durum ve
oksidatif stres indeksi kontrol grubuna goére azalmistir. Bu da SIRT1 'in hiicreleri
oksidatif strese kars1 korudugunu desteklemektedir. Ancak diger gruplarda kontrol

grubuna gdre anlamli bir veri elde edilememistir.
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Kesin mekanizmalar heniiz agikliga kavusturulmamis olsa da, merkezi sinir
sisteminde SIRT1' in aktivasyonu PI3K / AKT / GSK-3f sinyal disregiilasyonunun

saglanmasi, AH i¢in potansiyel bir terap6tik yaklagim olabilir.

Sinyal iletim yollarinda yer alan molekiillerin modiilasyonu, bir dizi hastalik
icin yeni ortaya ¢ikan bir tedavi segenegidir. PI3K / AKT / mTOR sinyal yolu, hiicre
metabolizmasinda, hiicre biiylimesinde, hiicre hareketinde ve hiicre sagkaliminda
degisikliklere yol acan ¢esitli karmasik olaylar1 koordine eder. Bu yolla ilgili ileri
caligmalar, norodejenerasyonda rol oynayan PI3K izoformlarinin yeni kiiciik

molekiillii modiilatorlerinin tasarimina yonelik olabilir.

Ekzosomlar, AH olan kisilerde ciddi bir artis gostermektedir.
(Bkz.Sekil.6.5.11 ) Tasidiklar1 kargo igerigi ile diger vezikiillerden ayrilan
ekzosomlar kan beyin bariyerini gegebildigi icin AH' de tan1 ve tedavide

kullanilabilirler.
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