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1. OZET

IN VITRO AMILOID-BETA TOKSISITE MODELI KULLANILARAK
SIRT1 PROTEIN iINHIBISYONUNUN EKSOZOMAL PROTEIN iCERIGINE
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Alzheimer hastaligi (AH), diinya genelinde yaklasik 50 milyon insani etkileyen,
oliimciil, nérodejeneratif bir hastaliktir. Patofizyolojisinin temelinde hiicre dis1 senil
amiloid-beta plaklar1 ve hiicre i¢i norofibriler yumaklar bulunmaktadir. Hastaligin
seyrini durdurabilecek ya da yavaslatabilecek bir tedavi heniliz bulunmamaktadir.
SIRT1 bir¢ok kritik hiicresel siiregte gérev alan bir histon deasetilaz enzimidir. AH
modellerinde inhibisyonunun kognitif fonksiyonlarda ve hafizada 1yilesmeyi
sagladig1 gosterilmistir. Eksozomlar nano boyutta, hiicre-hiicre iletisiminde gorevli,
tiim viicut sivilarinda bulunan, endozomal kokenli vezikiillerdir. AH’de amiloid beta
ve tau tasidiklar1 gosterilmistir. Bu c¢aligmada in-vitro amiloid beta toksisitesi
uygulanan SH-SYS5Y hiicrelerinde, SIRT1 enzim inhibit6riiniin (Ex527), PI3K/AKT
yolagindaki proteinlere ve hiicrelerden salinan eksozom miktarina etkisi
arastirilmistir. Toksisite uygulamasindan 6nce ve sonra hiicrelere verilen Ex527 nin
p-GSK3-a ve p-GSK3-B’nin ekspresyon seviyelerini arttirdigi, p-mTOR’un
ekspresyonunu azalttigi bulunmustur. Amiloid beta verilen gruba kiyasla toksisite
uygulamasindan once hiicrelere verilen Ex527°nin hiicrelerden salinan eksozomlar1

arttirdigi bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer hastaligi, Amiloid beta, Eksozom, SIRT1, sagkalim
yolag1



2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF EFFECTS OF SIRT1 PROTEIN INHIBITON ON
EXOSOMAL PROTEIN CONTENT BY USING IN-VITRO AMYLOID BETA
TOXICITY MODEL

Alzheimer Disease is a fatal neurodegenerative disorder which affects nearly 50
million people worldwide. Extracellular amyloid-beta plaques and intracellular
neurofibrillary tangles create the basis of disease pathology. There is no treatment
which can eliminate or slow the progress of disease. SIRT1 is a histone-deacetylase
enzyme which has many critical roles in cellular processes. Exosomes are endosomal
vesicles with dimensions in nanometer; they are present in all body fluids and have
role in cell to cell contact. In Alzheimer’s disease case, exosomes carry amyloid beta
and tau. In this study, the effect of SIRT1 inhibitor (Ex527) on proteins of
PI3K/AKT pathway and secreted exosome amounts were investigated via SH-SY5Y
cell line with amyloid beta toxicity. Both before and after amyloid beta toxicity
application, Ex527 was given to the cells and in both; the levels of p-GSK3-a and p-
GSK3-B were increased whereas the level of p-mTOR was decreased. When
compared to amyloid beta group, the level of exosome was increased when Ex527

was given to the cells before amyloid beta.

Key Words: Alzheimer’ s Disease, Amyloid-beta, exosome, SIRT1, survival

pathway



3. GIRIS VE AMAC

Alzheimer hastaligi (AH) hafiza ve bilissel fonksiyonlarda kayip, davranis ve
kisilik degisikligi ile karakterize, ilerleyici ndrodejeneratif bir hastaliktir. Diinya
genelinde yaklagik 47,5 milyon insani etkilemekte olup, insan yasam Omriiniin
uzamastyla da birlikte, bu saymin 2030 yilma kadar 75,8 milyona c¢ikacagi
ongoriilmektedir.  Alzheimer hastaliinin  halihazirdaki  tedavi  yOntemleri
semptomatik olup, hastaligin ilerleyisini durdurabilecek ya da yavaslatabilecek bir
yontem heniiz bulunmamaktadir. AH, hem hastalarin hem de bakim verenlerinin

yasam kalitelerini bir hayli diistirmektedir. [1,2]

Uzun bir klinik Oncesi siirece sahip olan Alzheimer hastaliginda, beyinde
hiicreler arasi senil amiloid-beta plaklar1 ve hiicre i¢i hiperfosforile-tau proteininin
birikmesiyle olusan ndérofibriler yumaklar goriilmektedir. Bu proteinlerin asir1
ekspresyonu, anormal katlanmasi ve temizlenme mekanizmasindaki bozukluklar,

ndron ve sinaps kaybina sebep olmaktadir.[3]

SIRT1, histon deasetilaz 111 ailesinden, histon ve histon olmayan proteinleri
deasetilasyona ugratan bir enzimdir. Noronal koruma, stres direnci, yaslanma gibi
bircok hiicresel siiregte rol alir. Asir1 ekspresyonun ve aktivasyonun, Alzheimer
hastaligt modellerinde amiloid-beta peptidinin miktarin1 azalttigi bulunmustur.
Bununla birlikte diger c¢alismalarda, SIRT1 enzim inhibisyonunun, kognitif

fonksiyonlara ve hafizaya olumlu etki yaptig1 bulunmustur.[4,5]

Eksozomlar 40-100 nm boyutunda; protein, RNA, lipit tagiyabilen, tiim viicut
stvilarinda  bulunan;  hiicre-hiicre  iletisiminde gorevli endozomal kokenli
vezikiillerdir. Hastalik durumunda tasidiklari icerik degistiginden, biyobelirte¢ olarak
kullanilmalarmi hedefleyen c¢aligmalar hayli fazladir. Alzheimer hastaliginda,

amiloid beta, tau gibi hastalikla iligkili proteinleri tagidiklar1 belirlenmistir.[6-8]

Literatirde SIRT1 inhibitori ex527’nin in-vitro ve in-vivo Alzhiemer

hastalig1 modellerinde sagkalim yolaklarinda gorevli proteinlere, eksozom miktar1 ve



icerigine etkileriyle ilgili bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu c¢alismada, in-vitro
amiloid-beta toksisitesi uygulanmis insan noroblastoma hiicrelerinde yapilan SIRT1
inhibisyonun sagkalim yolaklarina, biyobelirte¢ adayr olan hiicreden salinan

eksozom miktar1 ve igerigine olan etkilerinin arastirilmasi amaglanmaistir.



4. GENEL BILGILER
4.1.Alzheimer Hastahgi (AH)

Giliniimiizde ortalama insan Omriiniin uzamasiyla birlikte yaslanmaya bagh
hastaliklarin prevelans1 da artmaktadir. Diinya genelinde tiim demans vakalarinin
yaklasik %60-80’ini olusturan Alzheimer hastaligi ise heniiz tedavisinin olmamasi,
diinya niifusunun yaslanmasiyla birlikte daha fazla insani etkilemesi, sosyal ve
ekonomik yiikiiniin fazla olmas1 sebebiyle bilimsel arastirmalar i¢cin 6nemli bir konu

haline gelmistir. [1,9]

Alzheimer hastaligi (AH), ilk olarak 1900°1li yillarin baslarinda Alman
psikiyatrist Alois Alzheimer tarafindan tanimlanmistir. [10] AH, yirmi yila yaklasan
klinik 6ncesi ve prodromal siirece sahip; yaklasik 8-10 yil klinik siireci olan ilerleyici
ve geri dondiiriilemez nitelikte; serebral korteks ve hipokampiiste genis alanlari
etkileyen; hafiza sorunlarina, kognitif ve davranigsal problemlere yol acan, fatal
norodejeneratif bir hastaliktir. Noropatolojik ve norokimyasal belirtileri arasinda
ndron ve sinaps kaybi, beyinde atrofi, belirli ndrotransmitterlerde azalma, hiicre i¢i
norofibriler yumak (NFY) ve hiicreler arasi senil amiloid beta plaklari
bulunmaktadir.[11-18] AH’nin en onemli belirtileri: isimleri ve yeni gerceklesen
olaylar1 hatirlamada zorluk; apati ve depresyon gibi davranigsal semptomlar;

ilerleyen evrelerde konusma, yutma ve yiirime gibi motor fonksiyonlarda

bozukluklardir. [19-21]

AH, sporadik (ge¢ baslangi¢li) ve otozomal dominant gegisli (erken
baslangicli) olmak {izere iki tiptir. Ge¢ baslangicli AH’de hastaligin baslamasi 80 yas
dolaylarinda olur, patofizyolojisinin ana sebebi amiloid-beta (AP) peptidinin asir1
dretimi ve temizlenme mekanizmasindaki bozuklukla birlikte, tau proteininin
hiperfosforilasyona ugramasidir. Erken baglangicli AH nin goriilme siklig1 ¢ok diisiik
olmakla beraber, hastaligin baglama yas1 ortalama 45°tir; APP (Amyloid precursor
protein), PSEN1 (Presenilin 1) PSEN2 (Presenilin 2) genlerinde patojenik
mutasyonlar bulunur, bu sebeple amiloid-betanin fazla ya da anormal formda

tiretilmesi gdzlemlenir.[1,11]



Alzheimer hastalig1 temelde iki anormal proteinin birikmesiyle olusur: hiicre
ici norofibriler yumaklar1 olusturan hiperfosforile mikrotiibiil baglantili protein tau
ve hiicre dis1 senil plaklar1 olusturan amiloid beta. Amiloid beta bir transmembran
protein olan APP’nin B-sekretaz ve y-sekrataz ile art arda kesilmesiyle olusur.[3,22-
25] Amiloid-betanin AH patolojisindeki rolii biiyiikk oranda erken baslangighh AH
caligmalariyla anlagilmistir. APP, PSEN1 ve PSEN2 mutasyonlart APi.a2
izoformunun iretiminin ve APi142/APi40 oranmin artmasma neden olur. Ayrica
Down Sendromlu hastalarda ekstra bir kopyasi bulunan APP genini tasiyan
kromozom 21 de amiloid-beta iiretiminin artmasina ve bu bireylerde ortalama 35

yaslarinda AH’ye benzer patolojik 6zelliklerin ortaya ¢ikmasina sebep olur.[11]

Diabetes mellitus, hipertansiyon, obezite, fiziksel aktivite azlii, depresyon,
sigara kullanimi, diisiik egitim seviyesi, metallere ve pestisitlere maruz kalma gibi
cevresel faktorler AH’ye sebep olabilecek risk faktorlerindendir. Bu etmenlerin

yaninda en dnemli genetik risk faktorii APOE genindeki polimorfizmdir.[11,15]

Tim bu sebepler 1s18inda AP peptidi hiicre biyolojisinde en c¢ok c¢alisilan
peptitlerden birisi olmustur. Ayn1 zamanda amiloid-betanin {iretimi, temizlenmesi,
toksisitesi, agregasyonu ile iligkili ylizlerce protein olmasina ragmen bunlardan
sadece APP ve PSEN1-2 mutasyonlart ve APOE4 polimorfizmi yogunlukla
calisilanlardir.[22,26]

4.1.1.Epidemiyoloji

2015 yili diinya Alzheimer Raporu’na gore, diinya genelinde 47,5 milyon
Alzheimer hastas1 yagsamakta, bu sayinin 2030 yilina kadar 75,6 milyona, 2050 yilina
kadar ise 131,5 milyona ¢ikacagi oOngoriilmektedir. Diinya Saghk Orgiitii’niin
raporlarma gbére Alzheimer hastaligi Oliim sebepleri arasinda 7. swada

gelmektedir.[2,27]

65 yas lizeri poplilasyonda Alzheimer hastaligmin insidanst %1-3 arasinda,
prevalanst ise %10-30 araliindadir.[11] 65 yasindan sonraki her 5 yilda bir
bireylerin AH’ye yakalanma riski ikiye katlanmaktadir.[19] Gelismekte olan



iilkelerde; Bati Avrupa ve Amerika’ya oranla hastaligin prevelanst daha

yiiksektir.[28]

4.1.2.Patofizyoloji
4.1.2.1.Amiloid Kaskad Hipotezi

Amiloid kaskad hipotezine gore, AH nin olusmasinin ana sebebi AP peptid
iretimin artmasi, yanlis katlanmasi, temizlenmesinin azalmasi, agregasyonu ve buna
bagli olarak beyinde ¢Oziinmez amiloid plaklarinin ve ndrofibriler yumaklarin
olugmas1 sonucu, hiicre ve sinaps kaybmin goriilmesidir. Tiim bu siire¢ler demansa

yol agmaktadir.[29-32]

PSEN1 and/or PSEN2 ©) 1 © APP FAD mutations
FAD mutations Trisomy 21

‘?/ | AB42 aggregation | \ s

; amyloid-p
- : » peptide

AGGREGATE STRESS

}
{

‘ Neuronal dysfunction and death ‘

Sekil 4.1 Amiloid kaskad hipotezi. (PHF (paired helical filaments)-¢iftli sarmal
filamentler) [33]

Soluble forms
of oligomeric AP

APP (amyloid precursor protein, amiloid dnciilii protein) tip 1 transmembran
bir glikoproteindir. Glikozillenmis N-terminal ektodomaininde biiyiilk metal ve
heparin baglama bolgeleri mevcuttur, membrani bir kez gecer ve kisa bir sitoplazmik
C-terminal kuyruga sahiptir. Endoplasmik retikulumda iiretilir, post-translasyonal
modifikasyonu burada baslayip Golgi aygitinda tamamlanir ve hiicre membranma

gonderilir.[1,9]



APP’nin ndrogenez, ndral plastisite ve sinaptik fonksiyonlarda Onemli
fizyolojik rolleri bulunmaktadir, ayni zamanda hipoksi gibi hiicresel stres
durumlarinda da kalsiyum homeostazina yardimci olmak gibi fonksiyonlar1 vardir.
APP’nin 695-770 aminoasit uzunlugunda bir¢ok izoformu bulunmakta; néronlarda
cogunlukla APP695, astrosit ve mikrogliada APP751 ve APP770 formunda
iretilmektedir.[1,9]

APP hiicrelerde amiloidojenik ve amiloidojeneik olmayan formda, iki sekilde
kesilebilir. Amiloidojenik olmayan yolakta; APP’nin ekstraselliler domaini
metaloproteinaz ailesinden  a-sekretaz enzimi ile (ADAM10 bunlardan en
onemlisidir) kesilerek, coziinebilir ekstraselliiler (hiicre dis1) bir par¢a (sAPP-a)
uretilmesini  saglar. Daha sonra plazma membraninda bulunan vy-sekretaz,
transmembran olarak bulunan CT83’i keserek APP hiicre igi C-terminal domain
(AICD) olarak adlandirilan hiicre i¢i bir APP pargasinin {iretilmesini saglar.
Amiloidojenik yolakta ise, APP 6nce B-sekretaz (BACEL) ile kesilerek N-terminal
SAPP-B ve transmembran CT99 veya CT89 iiretilmesini saglar. Daha sonra Nestrin,
Presenilin 1, Presenilin 2 gibi alt birimleri olan y-sekretaz, CT99’u keserek AP ve
AICD firetilmesine sebep olur. AICD’nin daha sonra g-sekretaz ve {-sekretaz gibi
enzimlerle kesilmesiyle farkli uzunlukta peptitler iiretilebilir, eger AICD gesitli

kaspazlarla kesilirse apoptoz indiikleyici CT31 iiretilmesine de sebep olabilir.[34-36]

Diger APP isleme yollar1 olan 8-sekretaz, meprin-p, n-sekretaz ve kaspaz

yolaklar1 bulunmakla beraber hastalikla iligkisi heniiz belirlenmis degildir.[1]

AP1-a2 ve AP0 peptitleri normal fizyolojide pikomolar diizeyde bulunur ve
norogenezde, sinaptik plastisitede, hafiza olusmasinda, metal iyonlarinin
tutulmasinda, kalsiyum homeostazinda rol alir. Konsantrasyonun nanomolar ya da
mikromolar diizeye ¢ikmasiyla kritik agregasyon diizeyine ulasir, bdylece norotoksik

stirecin baglamasina sebep olur.[35,37]

Amiloid betanin iiretimi normal fizyolojide neprilisin, endotelin doniistiiriicii

enzim (ECEl ve ECE2), insiilin parcalayan enzim (IDE), plazmin gibi enzimlerle



proteolitik degradasyona ugrama; beyin disina aktif tagima ile ¢ikarilma;

¢oziinmeyen agregatlar halinde depolanma gibi yollarla dengelenmektedir.[9]
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Sekil 4.2 APP’nin amiloidojenik ve amiloidojenik olmayan yollarla kesilmesi. [35]

Amiloid-beta monomerleri agregasyona ugrayarak farkli formda oligomerler
iiretirler, daha sonra bu oligormerler birleserek protofibrilleri ve amiloid fibrillerini
olustururlar. Amiloid fibriller ¢oziinmez halde bulunur ve plaklar1 olustururlar,
oligomerler ise ¢Oziinebilir yapilardir ve toksik etkilerini beyne yaydiklar
diistiniilmektedir. Ekstraselliiler alanda bir¢cok molekiile, metallere, hiicre yiizey
reseptorlerine ve hiicre membranina baglanabilir. AR nin reseptdrlere baglanarak,
norotoksik sinyal iletimini baglatip mitokondriyal disfonskiyon, Endoplazmik
Retikulum stresi ve oksitadif stres gibi hiicresel defektlere sebep oldugu ileri

stiriilmektedir.[9,38,39]

Bir¢ok ¢alisma gostermektedir ki AP ve taunun olusturdugu son yapilar olan
plaklar ve yumaklardan ziyade, ¢Oziinebilir formlari1 toksisitenin biiyiik kismini

olusturmaktadir.[1,17,40,41]



Sinapslar AB’nin toksisitesinden etkilenen baslica yapilardir. Alzheimer
hastaligindaki kognitif bozukluklar biiylik oranda sinaps kaybiyla iliskilendirilmistir.
[42,43] AB AMPAR (a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole Propionic-Acid
Receptors) ve NMDAR’a (N-methyl-D-aspartate receptor) baglanarak uzun siireli
potansiyel  artisim1 (LTP, long-term  potentiation) olumsuz  yonde
etkilemektedir.[1,39,44]

AP direkt ve indirekt olarak NMDAR’a baglanip, kalsiyum regiilasyon
bozuklugu, néron 6liimii ve sinaps fonksiyon bozukluguna sebep olmustur. Yapilan
in-vitro ¢alismalarda, ¢6zlinebilir AB’nin a7nAChR’ye (alpha-7 nicotinic receptor)
baglanarak, ERK (extracellular signal-regulated kinase) ve JNK (c-Jun N-terminal
kinase) yolaklar1 {izerinden tau fosforlanmasina sebep oldugu gosterilmistir.
Noroblastoma hiicrelerinde yapilan ¢alismalarda p75NTR’a (neurotrophin receptor)
baglanan AB’nin rekatif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimine ve oksitadif strese sebep

oldugu, ayrica kaspaz 3 ve 8’1 aktiflestirdigi bulunmustur. [9,38,39]

Amiloid beta birikimi reaktif oksijen tiirlerinin {iretilmesine sebep olarak
dolayl1 yoldan, toksik okside olmus protein ve perokside olmus lipitlerin iiretilmesine
sebep olur. Oksitlenmis proteinler membran biitiinliigline zarar verir, ayn1 zamanda
noronal fonksiyonlarda rol alan glutamin sentetaz ve kreatin kKinaz gibi enzimlerin
aktivitelerini de degistir. Perokside olmus lipitler hiicresel aktiviteye zarar verecek 4-

hidroksi-2-nonenal, 2-propenal gibi bir¢ok toksik madde iiretilmesine sebep olur. [9]

Amiloid beta oOzellikle norepinefrin ve seratonin salgilayan néronlarla;

ndrotransmitter olarak glutamin ve asetilkolin salgilayan néron tiplerine zarar

vermektedir. [9,45,46]

Alzheimer hastalar1 ve APP transgenik farelerde yapilan g¢aligmalarda,
amiloid-beta birikmelerinin morfolojik ve biyokimyasal olarak denekler arasinda
farklhilik gosterdigi bulunmustur. Bu farkli amiloid-beta tiirlerinin, agregasyon
kinetigi, proteazlar tarafindan pargalanmaya direngleri, in-vitro c¢aligmalarda plak
olusturma aktivitelerindeki farklililar, AH’nin farkli molekiiler alt tipleri oldugunu da

disiindiirtmektedir.[30]
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4.1.2.2.Diger Hipotezler

Birgok saglikli yash bireyin beyninde amiloid-beta plaklarinin bulunmasi ve
hasta bireylerle karsilastirildiginda anlamli farklilik bulunmamasi; tau, APOE,
kolinerjik hipotez, cevresel faktorlerin etkinligi gibi amiloid kaskad hipotezinden
farkli hipotezlerin de 6zellikle ilag arastirmalarinda degerlendirilmeye baslamasina

sebep olmustur.[9,19]

4.1.2.2.1.Alzheimer hastahgi ve tau

Tau insanda kromozom 17g21.31°de bulunan 16 eksonluk MAPT geni ile
kodlanir. Alternatif kirpma ile beyinde 6 izoformda tiretilir. Bu izoformlardan 3R ve
4R esit konsantrasyonlarda iiretilir, bu oranin degismesi APP’nin aksonal taginmasi

gibi bir¢ok hiicresel fonksiyonu etkileyebilir.[1,22,47]

Tau normal fizyolojide dominant olarak aksonlarda, az miktarda da
dendritlerde bulunmaktadir. Mikrotiibiil stabilitesinde, noérogenezde, akson

gelisiminde, aksonal tasimada gorevlidir.[43,47-49]

MAPT genindeki mutasyon AH’ye sebep olmamakla beraber FTDP-17
(frontotemporal dementia with Parkinsonism linked to chromosome 17) hastaligina
sebep olur, bu hastalikta norofibriler yumaklar varken amiloid-beta plaklar1 yoktur.
APP ve PSEN1 mutasyonu tasiyan farelerle MAPT mutasyonu tasiyan fareler
caprazlandiginda amiloid-beta varliginda tau patolojisinin kotiilestigi goriilmistiir,
bu sebeple amiloid-betanin AH patolojisini baslattigi ve tau patolojisinin Onciilii
oldugu diislintilmektedir. [22,50]

Fizyolojik kosullarda 1 mol tau 2-3 mol fosfat tasirken, patolojik durumlarda
bu say1 7-8’e¢ ¢ikabilmektedir. Tau da baslangicta amiloid-beta gibi oligomer
olusturmakta, bu oligomerler sinaptik fonksiyon bozuklugu ve hafiza kaybi ile

iliskilendirilmektedir.[ 1]

Amiloid-beta agregasyonu kinaz/fosfataz aktivitelerini degistirerek taunun

hiperfosforilasyonuna sebep olmaktadir.[9]
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Tau patolojisi sinapslardaki fonksiyon bozuklugunu ve ndron Oliimiiniin
temel sebeplerindendir. Normal yaslanma siirecinde entorhinal kortekste goriilen
NFY, hipokmapiise ve neo-kortekse gecip amiloid-betayla karsilasirlarsa,
birbirlerinin toksik etkilerini arttirirlar. Amiloid-beta kalsiyum homeostazin1 bozup
GSK3-f gibi kinazlar1 indiikleyerek taunun hiperfosforillenmesine  ve
mikrotiibiillerden ayrilmasma sebep olabilir, ayrica kaspaz 3 {izerinden kesilmis
(truncated) formda tau iiretilmesine sebep olabilir, taunun bu formu agregasyona
daha meyillidir.[22,51]

4.1.2.2.2. Alzheimer hastalhigi ve APOE4

APOE (Apolipoprtotein E) geni kromozom 19°da bulunur. AH i¢in en 6nemli

genetik risk faktortdiir.

APOE 299 aminoasitlik bir proteindir, insanlarda birbirlerinden 1-2 aminoasit
farki bulunan 3 adet izoformu bulunur: APOE2, APOE3, APOE4. Beyinde
ekspresyon seviyesi yiiksektir, Ozellikle astrosit ve mikrogliada iiretilir, bazi
durumlarda noronlarda tiiretimi de goriilir. APOE4 aleli sporadik AH’ye sahip
hastalarin yaklasik %350’sinde goriilirken, APOE2 alelilin AH riskini azalttig1
bulunmustur.[11,52]

APOE’nin en bilinen fonskiyonu viicutta lipitleri tasimaktir, fakat ayni
zamanda amiloid-betanin tasimasinda da gorevlidir. APOE4 alelinin amiloid-betanin
sentezini etkilememekle beraber, hayvan modellerinde plak olusumunu arttirdigi
bulunmustur. APOE biyolojik sivilarda amiloid betaya bagli halde, Alzheimer
hastalarmimn beyin dokularinda da fibriler amiloid-betayla iligkili sekilde
bulunmustur.[19]

Su ana kadar yapilan c¢alismalarda APOE4 ve tau hiperfosforilasyonu

arasinda bir iligki bulunmamistir.[11]

4.1.2.2.3. Alzheimer hastalig1 ve kolinerjik hipotez

Kolinerjik hipotez AH patolojisiyle ilgili ilk ortaya atilan teorilerdendir. Su

anda klinikte kullanilmakta olan birgok ilag da bu hipoteze dayanarak iiretilmistir.
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Bu hipoteze gore, AH’de Meynert bazal g¢ekirdeginde kolinerjik néron ve
dolayistyla kolinerjik aktivite kaybiyla beraber azalmis asetilkolin sentezi

gorilmektedir.[9,53]

4.1.2.2.4.Alzheimer hastahgi ve cevresel faktorler

Bir diger hipoteze gore sigara igmek, enfeksiyon, diyabet, fiziksel ve mental
aktivite azhigi, distk egitim seviyesi, AH’ye sebep olabilecek oOnlenebilir risk
faktorlerindendir. Bu risk faktorlerinin ortadan kaldirilmasi AH insidansmi %30

oraninda azaltabilmektedir.[9,28]

4.1.3.Alzheimer Teshisi

AH’nin hem prodromal fazda hem de demans fazinda klinik teshisi zordur.
Yapilan bir ¢alismada klinikte AH teshisi alan hastalarm %35’inin Ap PET

taramalar1 negatif sonug vererek yanlis teshis aldiklar1 gézlemlenmistir.

Amiloid boyast Thioflavin T’nin radyoaktif anologu olan kan beyin
bariyerinden gecerek fibriler amiloid-betaya baglanan Pittsburg B komponentinin
gelistirilmesi, Alzheimer hastalarinda PET yontemiyle in-vivo gériintiileme yapmaya
olanak tanimistir. Bu yontemle birlikte AH’nin klinik olarak baslamasindan yillar

once amiloid-beta birikmesinin basladig1 gézlemlenmistir.

Su anda klinikte hem AP PET taramasi, hem de BOS’ta (beyin omurilik
stvisi) diisiik amiloid-beta ve yiiksek p-tau/t-tau seviyelerinin 6lgiilmesi yontemleri

yardimiyla teshis konulmaktadir[1,11,48]
4.1.4.Alzheimer Tedavisi

AH’nin halihazirdaki tedavileri yalnizca hastaligin semptomlarimi hafifletici
nitelikte olup, hastalig1 tamamen ortadan kaldirabilecek ya da yavagslatabilecek bir

tedavi heniliz bulunmamaktadir.[9,54]

Erken baslangichh ve gec¢ baslangicli AH’nin, klinik ve histolojik olarak
farklilik arz etmemesi, ailesel AH modellerinde gelistirilen tedavi yaklagiminin

sporadik formda da etkili olacagini diistindiirtmektedir.[1]
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Amiloid oligomerizasyonunu engelleyen kiiciik molekiil inhibitorler (small
molecule inhibitors: NQTrp, CINQtrp, cuomarin, fuosemid), immiinterapi (AP asis1
CADI106), sekretaz inhibitorii (B-sekreataz inhibitorii: MK-8931, CTS21166; v-
sekretaz inhibitorii: semagacestat), a-sekretaz agonisti (AHT-0202) iiretimi, AB’yi
parcalayan enzimlerin agir1 ekspresyonu, amiloid kanallarin1 bloke eden AP

blokerlerinin iiretimi bu yaklagimlardan bazilaridir.[9]

AH’nin tedavisinde c¢esitli yaklasimlarla {retilmis ve farkli faz
calismalarinda  bulunan ilaglar  denenmektedir. Bunlardan  solenazumab,
gantenerumab, crenezumab gibi monoklonal AP antikorlar1 farkli faz asamalarina
gelmislerdir. Bunlardan ¢6ziinebilir AB’ya baglanan solenazumab basarisiz olmakla

beraber, aducaumab faz 3 ¢alismalarina gegmistir.[1,11]

AP kaskad teorisine dayanarak iiretilmis bir¢ok ilacin basarisiz olmasi,
arastirmacilar1 tau agregasyon inhibitorleri ve anti-tau asilar1 gibi ila¢ denemelerine
yonlendirmistir. Bunlardan bazilar1 farkli klinik faz denemelerinde olmakla beraber,

GSK3 inhibitdrleri gibi bir kismi da basarisiz olmustur.

Bir diger yontem ise terapétik ultrason yontemidir. APP-mutant farelerde
uygulanan yontem, farkli AP tiirlerini temizlemis ve hafiza fonksiyonlarinda

iyilesmeye sebep olmustur.[1]

Halihazirda kullanilan 1ilaglar asetilkolinesteraz inhibitorii (donepezil,
rivastigmine, galantamine) ve NMDA reseptor antagonisti (memantin) olmak {izere
iki gruptur ve hastalarda bu iki grup ilacin kombinasyonu ile iiretilen Namzaric de

kullanilmaktadir. [9,11]
4.2SIRT1

Sirtuinler (silent information regulator 2, SIR2) ilk olarak S.cerevisiae’de

tanimlanmistir. Bakterilerden insanlara kadar bir¢ok organizmada korunmus sekilde

bulunmaktadir.[5,55-57]
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SIRT1, mayalardaki Sir2 geninin en yakmm memeli ortologudur.[58]
Memelilerde SIRT1-7 olmak iizere 7 izoform bulunur.[59,60] SIRT1 kromozom
10g21.3’te bulunan, 10 ekzon ve 11 introndan olusan uzun Omirlilik geni diye
bilinen bir gendir.[61] SIRT1 histon wve histon olmayan proteinleri lizin
rezidiilerinden deasetilasyona ugratan, NAD" bagimli, yiiksek oranda korunmus
sirtuin protein ailesinin 7 enziminden en ¢ok ¢alisilmis olanidir.[4, 62-68] SIRT1’1n
deasetilasyon aktivitesi hiicre i¢i [NAD']/[NADH] ile kontrol edilir. NAD" enzim
aktivatorii olarak calisirken, NADH ve nikotinamid enzim inhibitorii  gibi

davranirlar.[66,69]

SIRT1 histon oktomerinin H1 altbirimindeki lizin 26’y1, H3 alt birimindeki
lizin 9’u ve H4 alt birimindeki lizin 16’y1 deasetilasyona ugratarak heterokromatin
olusumuna katkida bulunur. Ayrica transkripsiyon faktorleri, DNA onariminda gérev
alan proteinler ve sinyal faktdrleri gibi proteinleri de deasetilasyona ugratarak, stres
direnci, metabolizma, yaslanma, inflamasyon, néronal koruma, lipit homeostazi gibi
birgok hiicresel siirecte rol alir. [58,69-72] p53, FOXO1, NF-xB, eNOS, p300, PGC-
la SIRT1 substratlarindan bazilaridir.[73-76]

4.2.1.SIRT1 Alzheimer iliskisi

SIRT1 ekspresyonu beyinde ozellikle korteks, hipokampiis, beyincik ve
hipotalamusta goriilir.  Yaslilarda, yiiksek yag igeren beslenme sekline sahip
olanlarda ve c¢esitli noropatolojik  durumlarda ekspresyonunun azaldigi

gbzlemlenmistir.[4,55]

Yapilan bazi in-vitro ve in-vivo ¢alismalarda, SIRT1 enzim aktivasyonunun
ve genin asiri ekspresyona ugramasmin a-sekretaz transkripsiyonunu arttirip
amiloidojenik olmayan yolag1 aktiflestirerek amiloid-beta peptidinin miktarini
azalttig1, ndronal sag kalim arttirdifi ve boylece noroprotektif etki yaptigi ileri

siriilmektedir. [55,62-64,69,70,73,77]

SIRT1’in aym1 zamanda BDNF(brain derived neurotrophic factor) genini
aktiflestirerek hafiza ve Ogrenme iizerinde olumlu etki yapabilecegi One

stiriilmektedir.[74]
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Fakat ayni zamanda nikotinamid gibi SIRT1 inhibitorleriyle yapilan
caligmalarda da bu inhibitdriin transgenik farelerde kognitif fonksiyonlar1 ve hafizay1
olumlu etkiledigi ayrica Thr231°den (Treonin231) fosforlanmis tau miktarini
azaltarak baslangic ve orta diizeydeki AH’de bir iyilesme gosterdigi
bulunmustur.[4,5,73] Bu sebeple SIRT1 enzimi aktivasyonu/inhibisyonu ve AH

iliskisi iizerine yapilan ¢aligmalar stirmektedir.

4.3.Eksozom

Eksozomlar ilk defa 1983 yilinda, retikiilosit olgunlagsmasiyla ilgili bir
calismada, transferin reseptdriiniin hiicre digina 50 nm’lik vezikiillerle tasindiginin
bulunmasiyla kesfedilmis, 1987 yilinda da eksozom olarak

adlandirilmislardir.[78,79]

Eksozomlar 40-100 nm boyutunda endozomal koékenli vezikiillerdir. Erken
endozomlarin zarlarmin invajinasyon yapmasiyla intraluminal vezikiilleri (ILV)
tastyan multivezikiiler cisimciklere (MVC) doniisiirler. MVC hiicre zariyla birleserek

icerdikleri ILV’yi eksozom olarak hiicre disina birakirlar.[6-8,80-82]

O Microvesicles

Sekil 4.3 Eksozom biyogenezi [6]

Hiicre disina salinan eksozomlar kan, beyin omurilik sivisi, tiikiiriikk vb. tim

viicut sivilarinda bulunabilir ve hem parakrin hem de endokrin olarak yakin ve uzak
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hiicreleri etkileyebilirler. Hedef hiicreye reseptor-ligand iligkisiyle, membran

kaynasmastyla ve endositozla almabilirler.[6,7,80,83,84]

Eksozomlar endozomal kokenli bir¢ok proteinden zengin olmakla birlikte,
mitokondriyal, niiklear, endoplasmik retikulum ya da golgi orijinli proteinleri

tasimazlar.[85]

Secreting
Cell

: Microvesicles

Exosomes

Sekil 4.4 Eksozomlarin hedef hiicreye alinma yontemleri [6]

Eksozomlar hedef hiicreye protein, lipit ve RNA tasiyabilirler. Salindiklar1
hiicrenin saglikli olup olmamasma gore tasidiklari kargo degismektedir. Normal
fizyolojide hiicre-hiicre iletisiminde, hiicre i¢inde istenmeyen maddelerin
atilmasinda; merkezi sinir sisteminde ndron korunmasinda ve gelisiminde, sinir
rejenerasyonunda, sinaptik plastisitenin saglanmasinda, immiin yanit olusumuna yol
acmada gorevlidir.[7,80,86-88] Hastalik durumunda tasidiklar1 kargo degisen
eksozomlarm patolojik proteinlerin yayilmasma sebep olarak hastaligin yayilmasina
katkida bulunduklar1 diisiintilmektedir.[89]
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4.3.1.Eksozom Alzheimer Tliskisi

Alzheimer hastaliginda eksozomlarm AP, hiperfosforlanmis tau ve hastalikla
iliskilendirilmis ¢esitli miRNA’lar1 (mikroRNA) tasidiklar1 belirlenmistir. Ayrica A
plak bolgelerinde Alix ve Flotillin-1 gibi eksozom belirte¢ proteinlerine de
rastlanmigstir.[7,80,89-97] Tiim bu bilgiler 15181nda, eksozomlarin biyobelirte¢ olarak,
ayni zamanda kan beyin bariyerini ge¢cmeleri ve immiin yanit olusturmamalari
sebebiyle de ilag tagima sistemi olarak kullanilmalarina dair birgok bilimsel ¢alisma

yapilmaktadir.[7,98,99]
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5. METOT VE MATERYAL

5.1.Materyal Listesi

Caligmalarda kullanilan materyal: SH-SY5Y insan ndroblastoma hiicre hatti
(ATCC CRL-2266, ABD); DMEM besiyeri (Biosera, Katalog No: LM-D1099,
Fransa); FBS (Biosera, Katalog No: FB-1001H/100, Fransa); Penisilin/Streptomisin
(Biosera, Katalog No: LM-A4118/20, Fransa), DPBS (Biosera, Katalog No: LM-
S2041/500, Fransa); Eksozomdan armndirilmis FBS (Gibco, Katalog No: A2720803,
ABD); Tripsin (Sigma-Aldrich, Katalog No: T4424, Almanya); SIRT1 inhibitori
(Calbiochem, Katalog No: 566322, Almanya); APis, (Abcam, Katalog No:
ab120301, ABD); Proteaz Fosfataz Inhibitdr Kokteyli (Cell Signaling, Katalog No:
5872S, ABD); Bis-tris jel (Invitrogen, Katalog No: NP0323BOX, ABD), PVDF
membran (Invitrogen, Katalog No: IB401031, ABD); Yiiriitme tamponu (Invitrogen,
Katalog No: NP0005, ABD); LDS 6rnek tamponu (Invitrogen, Katalog No: NP0007,
ABD); Indirgenme ajam (Invitrogen, Katalog No: NP0009, ABD); Antioksidan
(Invitrogen, Katalog No: NP0005, ABD); LDH Sitotoksisite Kiti (Roche, Katalog
No: 11644793001, Almanya); LDH Sitotoksisite Kiti (Pierce, Katalog No: 88953,
ABD); Eksozom Izolasyon Kiti (Norgen, Katalog No: 60400, Kanada); Toplam
Antioksidan Kapasite Ol¢iim Kiti (Rel-Assay Diagnostics, Katalog No: RL0017,
Tiirkiye); Toplam Oksidatif Durum Olgiim Kiti (Rel-Assay Diagnostics, Katalog No:
RL0024, Tirkiye); Trisma Base (Sigma-Aldrich, Katalog No: T1503, Almanya);
NaCl (Merck, katalog No: 1064041000, Almanya); Tween-20 (Sigma-Aldrich,
Katalog No: P1379, Almanya); TritonX-100 (Sigma-Aldrich, Katalog No:X100,
Almanya); 2-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich, Katalog No: M3148, Almanya);
NH4OH (Sigma-Aldrich, Katalog No: V000637, Almanya); DMSO (Santa Cruz
Biotechnology, Katalog No: sc-358801, ABD); SDS (Sigma-Aldrich, Katalog No:
L4509, Almanya); Poli-L-Lizin (Sigma-Aldrich, Katalog No: P6282, Almanya);
Yagsiz Siit Tozu (ChemCruz, Katalog No: sc-2325, ABD); SIRT1 antikoru (Cell
Signaling, Katalog No: 9475S, USA); p-AKT antikoru (Cell Signaling, Katalog No:
9271S, USA); t-AKT antikoru (Cell Signaling, Katalog No: 4685S, USA); p-GSK3-
o/p antikoru (Cell Signaling, Katalog No: 8566S, USA); t-GSK3-a/p antikoru (Cell

19



Signaling, Katalog No: 5676S, USA); p-mTOR antikoru (Cell Signaling, Katalog
No: 5536S, USA); t-mTOR antikoru (Cell Signaling, Katalog No: 2983S, USA); p-
PTEN antikoru (Cell Signaling, Katalog No: 9554S, USA); t-PTEN antikoru (Cell
Signaling, Katalog No: 9559S, USA); B-actin antikoru (Cell Signaling, Katalog No:
3700S, USA); anti-mouse antikoru (Cell Signaling, Katalog No: 7076S, USA); anti-
rabbit antikoru (Cell Signaling, Katalog No: 7074S, USA); ECL soliisyonu
(Advansta; Katalog No: K-12045-D20, ABD).

Caligmalarda kullanilan cihazlar: Sinif II Biyolojik Giivenlik Kabini
(ThermoScientific, ABD); CO; inkiibatorii (ThermoScientific, ABD); Tersfaz Isik
Mikroskobu (Zeiss, ABD); Sogutmali Santrifiij (ThermoScientific, ABD); Su
Banyosu (Niive, Tiirkiye); ELISA okuyucu (Awareness Technology, ABD);
Nanofotometre (Implen, Almanya); Western Blot Tanki (Invitrogen, ABD); Giic
Kaynagi (Invitrogen, ABD); iBlot Transfer Sistemi (Invitrogen, ABD); Membran
Goériintiilleme Cihaz1 (BioRad, ABD); Vorteks (Stuart, Ingiltere); Saf Su Cihazi
(ELGA, Ingiltere); Ultrasaf Su Cihaz1 (ELGA, Ingiltere); Derin Dondurucu (-20°C,
Siemens, Almanya); Derin Dondurucu (-80°C, Aucma, Cin); Isiticili blok (Techne,

Ingiltere); Calkalayic1 (Stuart, Ingiltere).

Calismalarda kullanilan sarf malzemeler: hemositometre (Marienfiedl,
Almanya); 25 cm? kiiltiir flaski (Corning, ABD); 75 c¢m’ kiiltiir flaski (Corning,
ABD); 6 kuyucuklu plaka (Corning, ABD); 96 kuyucuklu mikroplaka (Corning,
ABD); 5 ml serolojik pipet (Molgen, Tiirkiye); 10 ml serolojik pipet (Molgen,
Tiirkiye); 25 ml serolojik pipet (Molgen, Tiirkiye); Mikropipet seti (Gilson, ABD);
15 ml konik tiip (Isolab, Almanya), 50 ml konik tiip (Isolab, Almanya); 0,5 ml
mikrotiip (Nest, Cin), 1,5 ml mikrotiip (Nest, Cin)

5.2.SH-SYSY Hiicrelerinin Kiiltiirii ve Pasajlanmasi

SH-SH5Y insan noOroblastoma hiicre hattinm  kiltiri  icin = %1

penisilin/streptomisin, %10 FBS iceren DMEM Kkiiltiir besiyeri kullanildi.[25,39]
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Dondurulmus, pasaj numarast 14 olan SH-SYS5Y hiicreleri -80°C’den
cikartilip 37°C sicakliktaki su banyosunda ¢ozdiiriildii. Hiicreler 15 ml konik tiipte
bulunan 10 ml kiiltiir besiyerine alinarak 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Siipernatant atildi, pelet 5 ml DMEM besiyeri ile ¢ozdiiriilerek 25 cm? kiiltiir flaskina
alind1 ve 37°C sicakhktaki CO,’li inkiibatdre kaldirildi. Her ii¢ giinde bir besiyeri
degisirildi. %70-80 yogunluga ulasan hiicrelerden besiyeri ¢ekildi, flask 3 ml PBS
ile yikandi, hiicrelerin tizerine 500 pl tripsin/EDTA eklenerek oda sicakliginda 2
dakika inkiibe edilerek hiicreler kaldmrildi. Kalkan hiicreler 5 ml besiyeri ile
toplanarak 15 ml konik tiipe alind1 ve 1000 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant
atildy, pellet 5 ml besiyerinde ¢oziildii. 75 cm® kiiltiir flaskina 14 ml DMEM besiyeri
ve 1 ml hiicre siispansiyonu eklenerek hiicreler 37°C sicakliktaki CO,’li inkiibatdre

kaldirildi.

5.3.Amiloid Beta (ABi-42) Toksisite Modelinin Olusturulmasi

LDH testi protokolii iireticinin belirttigi sekilde uygulandi. (Roche, Katalog
No: 11644793001, Almanya). 96 kuyucuklu mikroplakaya kuyu basma 100 ul
icinde 10.000 hiicre ekildi. 24 saat sonra ii¢ tekrarli olacak sekilde hiicrelere,
kuyucuklardaki son konsantrasyonlar 1,25 uM, 2,5 uM, 5 uM, 10 uM olacak sekilde
%1 NH;OH icerisinde ¢oziilip 48 saat 37°C’de bekletilen APl.4, uygulamasi
yapildi. Hiicreler 24 saat inkiibasyon igin 37°C sicakliktaki CO2’li inkiibatdre
kaldirildi.

24 saat sonra; ¢alisma soliisyonu (working solution) hazirland1 ve 15 dakika
oda sicakliginda inkiibe edildi. Hiicrelerden 100 pl besiyeri g¢ekilip yeni bir 96
kuyucuklu mikroplakaya aktarildi. Besiyerlerin {izerine ¢alisma soliisyonundan 100

ul eklendi 492 nm’de ELISA okuyucu kullanilarak okutma yapildi.

5.4.Inhibitér (ex527) Dozunun Belirlenmesi

LDH testi iireticinin protokoliine gére uygulandi.(Pierce, Katalog No: 88953,
ABD) 96 kuyucuklu mikroplakaya kuyu basma 100 ul icinde 10.000 hiicre ekildi. 24
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saat sonra li¢ tekrarl olacak sekilde hiicrelere, kuyucuklardaki son konsantrasyonlar
98 nm,10 uM, 20 uM, 40 uM, 80 uM, 100 uM olacak sekilde madde uygulamasi
yapildi. Hiicreler 24 saat inkiibasyon icin 37°C sicakliktaki CO2’li inkiibatore
kaldirildi.

24 saat sonra; kit igcerigindeki substrat karigimi 11,4 ml distile su ile ¢oziildi,
iizerine 0,6 ml tayin tamponu (assay buffer) eklendi ve reaksiyon karigimi hazirland.
Hiicrelerden 50 pl besiyeri ¢ekilip yeni bir 96 kuyucuklu mikroplakaya aktarildi.
Besiyerlerin iizerine reaksiyon karisimmdan 50 pl eklendi ve 30 dakika oda
sicakliginda, karanlik ortamda inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra kuyucuklara 50 pl
durdurucu soliisyon eklendi. Primer filtre 492 nm, sekonder filtre 630 nm olacak

sekilde ELISA okuyucu kullanilarak okutma yapilda.

5.5.Amiloid Beta ve SIRT1 Inhibitorii (ex527) Uygulanmasi

Tablo 5.1 Deney grup listesi

GRUPLAR 0. saat 48. saat 72. saat 96. saat

1 | Kontrol

2 | Ex627 - Vehikiil DMSO

3 | AP- Vehikiil 1% NH40H as
an &
& G

4 | Exd27 o ex527 =
es| =X
a3 g

5 | AB 2 AB 5

6 | (Ex527+ AP ex527 + AP

7 | AB+ ex527 AB ex527

8 | Ex527+ AB ex527 AP
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6 kuyucuklu plakalar, 1ml Poli-L-Lizin soliisyonu ile kaplanarak oda
sicakliginda 2 saat bekletildi. Inkiibasyon sonras1 kuyucuklar 3 kere 1 ml otoklavli

cift distile su ile yikanarak hiicre ekimine hazir hale getirildi.

75 cm? kiiltiir flaskinda %70-80 yogunluga ulasan hiicrelerden besiyeri
cekildi, flask 5 ml PBS ile yikandi Hiicreler 1,3 ml tripsi/EDTA ile oda
sicakliginda 2 dakika inkiibe edilerek kaldirildi, kalkan hiicreler 13 ml besiyeri ile
toplanarak konik tiipe alindi. Hiicreler 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Pelet 5
ml besiyerinde ¢oziildi. 10 pl hiicre silispansiyonu alinarak hemositometre
kullanilarak sayildi. 6 kuyucuklu plakalara kuyucuk basina 1,5 ml i¢inde 200.000

hiicre ekildi.

Amiloid beta %]1’lik NH,OH igerisinde c¢oziilerek 48 saat beklemesi i¢in
37°C’ye alind.

48 saat sonra kuyucuklardan besiyerler ¢ekildi, kuyucuklar 1 ml PBS ile
yikandi. Hiicrelere eksozomu uzaklastirilmis FBS ile hazirlanan besiyeri (%10
exosom-depleted FBS, %1 penisilin/streptomisin) eklendi. Ex527-vehikiil grubuna
4,48 ul DMSO igeren 15 ul besiyeri + DMSO karisimi (DMSO orant %0.29); Ap-
vehikiil grubuna 67.7 ul %1 NH4OH; kuyucuktaki son konsantrasyon 80 uM [100]
olacak sekilde ex527 grubuna 15 pl 8 mM ex527, kuyucuktaki son konsantrasyon 10
uM olacak sekilde AP grubuna 67.7 ul 221.5 uM amiloid beta; (ex527 + AB)
grubuna 15 pul 8mM ex527 ve 67.7 ul 221.5 uM amiloid beta; AB + ex527 grubuna
67.7 ul 221.5 uM amiloid beta; ex527 + AP grubuna 15 pl 8mM ex527 eklendi.

72 saat sonra: Ap + ex527 grubuna 15 pl 8mM ex527; ex527 + AP grubuna
67.7 ul 221.5 uM amiloid beta eklendi.

96 saat sonra kiiltiir besiyerleri toplandi. Hiicrelerden total protein izolasyonu

yapild1.

5.6.Protein izolasyonu ve Western Blot

96 saat sonra alt1 kuyucuklu plakada bulunan hiicrelerin besiyerleri toplandi.
Kuyucuklar PBS ile yikandi. Hiicreler 2 ml soguk PBS ile kaldirildi, konik tiiplere
alinarak 200 g’de 5 dakika satriflij edildi. Siipernatantlar atildi, pelletler %1 proteaz
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fosfataz inhibitori igeren 100 ul lizis tamponu (150 mM NaCl, 50 mM Tris (pH:8),
%1 Triton-X-100) ile ¢oziiliip 1.5 ml Eppendorf tiiriine alindi, buz iizerine 25 dakika
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi tiipler 14000 g’de 15 dakika santrifiij edildi, total
proteinleri iceren silipernatantlar yeni tiiplere alindi. Nanospektrofotometre cihazi
kullanilarak ¢ift distile su ile 1:50 diliisyon yapilan Orneklerin protein

konsantrasyonlar1 6l¢iildii.

Deney gruplarindan esit miktarda protein (20-40 pg) LDS 6rnek tampponu
(LDS sample buffer), indirgenme ajani (reducing agent) ve ¢ift distile su kullanilarak
10 pl hacime tamamlandi, proteinler 70°C’de 10 dakika inkiibe edilerek lineer hale
getirildi.

Lineer hale getirilen proteinler %4-12 Bis-Tris jele yiiklenerek elektroforez
yapilarak proteinler agirliklarma gore ayrildi. iBlot Dry transferring system
kullanilarak proteinler jelden poliviniliden difloriir (PVDF) membrana aktarildi.
Membrana, TBST (137 mM NaCl, 20 mM Tris, %0.1 Tween-20) i¢inde ¢dziilmiis
%S5 siit tozu kullanilarak oda sicakliginda 1 saat calkalayici iizerinde bloklama iglemi
yapildi (p-mTOR ve t-mTOR i¢in 2 saat). Membranlar %S5 siit tozu igeren TBST
icinde ¢Oziinen primer antikorlar ( SIRT1 1:1000; p-AKT 1:1000; t-AKT 1:1000; p-
GSK3-a/f 1:1000; ; t-GSK3-0/B; p-mTOR 1:500; t-mTOR 1:500; p-PTEN 1:1000; t-
PTEN 1:1000; B-actin 1:1000) ile 4°C’de 16 saat (p-mTOR ve t-mTOR i¢in 20 saat)
calkalayici iizerinde inkiibe edildi. Ertesi giin membranlar 3 kere bes dakika TBST
ile yikand1 daha sonra 5% siit tozu iceren TBST’de ¢6ziinen HRP bagl sekonder
antikorlar (anti-rabbit 1:2500; anti-mouse 1:2500) ile 1 saat oda sicakliginda
calkalayici tizerinde inkiibe edildi. Membranlar 3 kere bes dakika TBST ile yikandu.
ECL HRP substrat kullanilarak membran goriintiileri alindi.[101]

5.7.Eksozom izolasyonu

96 saat sonunda toplanan besiyerleri hiicre debrislerinden kurtulmak icin
1000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. 1,1 ml besiyeri yeni mikrotiiplere aktarildi.
Uzerlerine kit igeriginde bulunan ExoC tamponundan 2.75 pl ve 200 pl Slurry E
soliisyonu eklendi. Tiipler 10 saniye vortekslenerek 5 dakika oda sicakliginda inkiibe
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edildi. Inkiibasyondan sonra 10 saniye daha vorteks yapildiktan sonra, tiipler 2000
rpm’de 2 dakika santrifiij edildi ve siipernatant atildi. Pellet 200 ul ExoR tamponu ile
coziilerek 10 saniye vortekslendi ve oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra 10 saniye daha vorteks yapildi ardindan 500 rpm’de 2 dakika
santrifij yapildi. Siipernatant spin kolonuna (mini-filter spin column) aktarilarak
6000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi, eliisyon tiipiine akan eksozomlar -20°C’ye
kaldirild.

5.8.Eksozom Immiinpresipitasyonu

[zolasyonu tamamlanan eksozomlarm immiinpresipitasyonu {ireticinin
indirekt immiinpresipitasyon protokoliine gore yapildi. (Millipore, Katalog No:

LSKMAGAG10, ABD)

100 pl eksozom ve 2 pl Alix antikoru 1,5 ml’lik Eppendorf aktarildi. 4°C’de
16 saat calkalayici tizerinde inkiibe edildi. Yeni 1,5 ml’lik Eppendorf tiiplere 50 ul
G-protein manyetik boncuk eklendi. Tiipler manyetik tiipliige almarak koruyucu
tampon ¢ozeltisi ¢ekildi. Manyetik boncuklar %0.1 Tween-20 i¢eren 500 pl PBS ile
yikandi.

Bir giin 6nce inkiibasyona koyulan eksozom ve antikor karisimi manyetik
boncuklari iizerine almip karistirildi, 10 dakika, oda sicakliginda galkalayici iizerinde
inkiibe edildi. Tipler manyetik tiipliige almnarak eksozom-antikor karisimi cekilip
atildi. Manyetik boncuklar 3 kere %0.1 Tween-20 igeren 500 pl PBS ile yikandi.
Boncuklarin tizerine 19,5 pl otoklavl ¢ift distile su, 7,5 pl LDS 6rnek tamponu ve 3
ul indirgeyici ajan eklenerek 70°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

5.9.Eksozom Western Blot

Immiinpresipitasyonu tamamlanarak LDS érnek tamponu ve indirgeyici ajan

ile muamale edilen eksozomlar %4-12 Bis-Tris jele yiiklendi ve elektroforez yapildi.

iBlot Dry transferring system kullanilarak proteinler jelden poliviniliden
difloriir (PVDF) membrana aktarildi. Membrana, TBST iginde ¢oziilmiis %5 siit
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tozu kullanilarak oda sicakliginda 1 saat calkalayict {izerinde bloklama islemi
yapildi. Membranlar %35 siit tozu iceren TBST iginde ¢6ziinen Tsg-101 (1:500)
antikoru ile ile 4°C’de 16 saat calkalayici iizerinde inkiibe edildi. Ertesi giin
membranlar 3 kere bes dakika TBST ile yikandi daha sonra 5% siit tozu igeren
TBST’de ¢oziinen HRP bagh sekonder antikor (anti-mouse 1:2000) ile 1 saat oda
sicakliginda c¢alkalayici iizerinde inkiibe edildi. Membranlar 3 kere bes dakika TBST
ile yikandi. ECL HRP substrat kullanilarak membran goriintiileri alind1.

5.10.Toplam antioksidan kapasite (TAK) ve toplam oksidatif durum (TOD)
analizi
96 saat sonunda hiicrelerden toplanan besiyerleri ile TAK ve TOD analizleri

yapildi. Her grup i¢in 3 tekrarl olarak ¢alisild1.

TAK analizi icin; kit igeriginde bulunan tayin tamponundan (assay buffer-
Reagent 1) 96 kuyucuklu mikroplaka kuycuklarma 100 pl eklendi. Uzerlerine 6 pl
standart 1 (distile su); standart 2 (I mmol TroloxEquiv/L); ya da 6 pl besiyeri
eklendi. 630 nm’de ELISA okuyucu kullanilarak okutma yapildi. Tiim kuyucuklara
15 pl ABST radikal soliisyonu (Reagent 2) eklendi, oda sicakliginda 10 dakika
inkiibasyon yapildi. Inkiibasyondan sonra 630 nm’de ikinci okutma yapildi.

TOD analizi i¢in; standart 2 (stock stabilized standard solution, 800 mM
H,0O,) soliisyonundan 50 pl alinarak 10 ml distile su ile karistirildi. Bu yeni
karigimdan da 50 pl alinarak 10 ml distile su ile karistirilarak standart calisma
soliisyonu (working standard solution) hazirlandi. Tiim kuyucuklara 100 pl tayin
tamponu eklendi. Uzerlerine 15 ul standart 1; standart caliyma soliisyonu ya da
besiyeri eklendi. 540 nm’de birinci okutma yapildi. Tim kuyucuklara 5 pl
prokromojen soliisyonu (Reagent 2-prochromogen solution) eklendi, oda
sicakhiginda 10 dakika inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra 540 nm’de ikinci okutma
yapild1.
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6. BULGULAR

6.1.Amiloid Beta (ABi-42) Toksisite Modeli LDH Sonuglar

SHSY-5Y noroblastoma hiicrelerinde etkili toksik ~ (APi-42) dozunun

belirlenmesi i¢in yapilan LDH sitotoksisite testinin sonuglar1 Sekil 6.1°de verilmistir.

Kontrol grubuna gore, 2,5 ve 5uM konsantrasyonlarda absorbans degeri
azalirken; 1,25 pM konsantrasyonda anlamli diizeyde olmayan bir artig
gbzlemlenmistir. 10 uM konsantrasyon degerinde ise kontrol grubuna gore anlamli

bir artig goriilmiistiir.

3,00 -

APB(1-42) LDH

2,50

*
2,00 -

1,50 -

1,00 -

0,50 -

0,00 : .

Kontrol 1.25 um 2.5uM 5puM 10 uM

Absorbans (OD)
o

(=]

o

Sekil 6.1 1,25; 2,5; 5; ve 10 pM AP1.42 uygulamasi yapilan SHSY-5Y hiicrelerinin
LDH sonuglar1 (kontrole gore *p<0.05 , **p<0.01; One-Way ANOVA, Tukey test)

6.2.Inhibitor (ex527) LDH Sitotoksisite Sonuclar
SH-SYS5Y noroblastoma hiicrelerinde toksik olmayan inhibitor (ex527)
dozunun belirlenmesi i¢in yapilan LDH sitotoksisite testinin sonuclar1 Sekil 6.2’de

verilmigtir. Grafikte gorildiigii lizere tiim konsantrasyonlarda absorbans degeri

kontrole gore azalmis ve inhibitor sitotoksik bir etki gdstermemistir. Tek yonlii

27



ANOVA testi ile gruplar arasi anlamli farkliliklar hesaplanmistir. Kontrol grubuna
gore 10 uM, 80 uM ve 100 uM gruplarinda anlamli farkliliklar gézlemlenmistir.

0.7 - Ex527 LDH
0,6
*
0,5 - *k
*

8 04
Y
&
£
o
203
<

0,2 4

0,1 4

0 - T T r T r T

Kontrol 98 nm 10 um 20 uM 40 uM 80 uM 100 uM

Sekil 6.2 98 nm, 10 uM, 20 uM, 40 uM, 80 uM,100 uM ex527 uygulamasi yapilan
SHSY-5Y hiicrelerinin LDH sonuglar1 (kontrole gore *p<0.05 , **p<0.01; One-Way
ANOVA, Tukey test)

6.3. Amiloid Beta/Inhibitér (ex527) Uygulamas1 Yapilan SH-SYSY Hiicrelerinin
Kiiltiir Sonuglar:

Hiicre ekiminden 48 saat sonra amiloid beta ve inhibitor verilmeden Once ters

faz mikroskobu kullanilarak 10x objektif ile hiicrelerin fotograflari ¢ekilmistir. Sekil

6.3’te goriildiigii gibi tiim gruplarda hiicre morfolojileri aynidir.
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Sekil 6.3 SH-SY5Y hiicrelerinin morfolojik goriintiileri: hiicre ekiminden 48 saat
sonra; amiloid beta ve inhibitor uygulamasindan 6nce. a) kontrol; b) Ex527-vehikiil
[DMSO, 48.saat]; ¢) AB-vehikiil [%1NH,OH, 48.saat]; d) Ex527 (80uM, 48.saat); e)
amiloid beta (10 uM, 48.saat); f)(ex527 + amiloid beta) [ex527 (80 uM) + amiloid
beta (10 uM); 48.saat]; g) amiloid beta + ex527 [amiloid beta (10 uM, 48.saat) +
ex527 (80 uM; 72.saat)]; h) ex527 + amiloid beta [ex527 (80 uM, 48.saat )+ amiloid
beta (10 uM, 72.saat)]. (Zeiss Primovert inverted microscobe, ABD; 10x objektif)
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Hiicre ekiminden 72 saat sonra, tekrar madde eklenmeden 6nce hiicrelerin
fotograflar1 ¢cekilmistir. Sekil 6.4’te goriildiigii izere inhibitdr uygulamasi yapilan

gruplarda hiicre govdelerinde kii¢iilme gozlemlenmistir.

(@

Sekil 6.4 SH-SYSY hiicrelerinin morfolojik goriintiileri: hiicre ekiminden 72 saat
sonra. a) kontrol, b) Ex527-vehikiil [DMSO, 48.saat]; ¢) Af-vehikiil [%1NH,OH,
48.saat]; d) Ex527 (80uM, 48.saat); e) amiloid beta (10 uM, 48.saat); f)(ex527 +
amiloid beta) [ex527 (80 uM) + amiloid beta (10 uM); 48.saat]; g) amiloid beta +
ex527 [amiloid beta (10 uM, 48.saat) + ex527 (80 uM; 72.saat)]; h) ex527 + amiloid
beta [ex527 (80 uM, 48.saat )+ amiloid beta (10 uM, 72.saat)]. (Zeiss Primovert
inverted microscobe, ABD; 10x objektif)
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Hiicre ekiminden 96 saat sonra, hiicreler toplanip total protein izolasyonu

yapilmadan 6nce hiicrelerin fotograflar1 ¢ekilmistir.

Inhibitdr verilen gruplarda hiicre govdelerinin daha da kiigiildiigii, amiloid
beta verilen hiicrelerde hiicre Olimiine bagli olarak yilizen hiicreler oldugu

gbzlemlenmistir

Sekil 6.5 SH-SYS5Y hiicrelerinin morfolojik goriintiileri: hiicre ekiminden 96 saat
sonra; hiicre toplanmasimdan Once a) kontrol; b) Ex527-vehikiil [ DMSO, 48.saat]; ¢)
Ap-vehikiil [%1NH,OH, 48.saat]; d) Ex527 (80uM, 48.saat); e) amiloid beta (10
uM, 48.saat); f)(ex527 + amiloid beta) [ex527 (80 uM) + amiloid beta (10 uM);
48.saat]; g) amiloid beta + ex527 [amiloid beta (10 uM, 48.saat) + ex527 (80 uM;
72.saat)]; h) ex527 + amiloid beta [ex527 (80 uM, 48.saat )+ amiloid beta (10 uM,
72.saat)]. (Zeiss Primovert inverted microscobe, ABD; 10x objektif)
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6.4. Amiloid Beta/Inhibitor (ex527) Uygulamasi1 Yapilan SHSY-5Y Hiicrelerinin
TAK/TOD/OSI Sonuglar

Amiloid beta/inhibitdr uygulamasi yapilan SHSY-5Y hiicre besiyerlerinden
yapilan toplam antioksidan kapasite, toplam oksidatif durum ve oksidatif stres indeks

grafikleri Sekil 6.6, Sekil 6.7 ve Sekil 6.8’de verilmistir.
Sonuglar Tek Yonli ANOVA (LSD) testi ile analiz edilmistir.

Total antioksidan kapasite gruplari incelendiginde, kontrol grubuna gore

amiloid beta grubunda anlamli bir azalma goriilmiistiir. (Sekil 6.6)

2,75 4
2,7 -
2,65 -

2,55
2,45
2,35
2,3 -

f\"‘§2
b oV
x& &

n
[«)]
L

mmolTrolox Equiv./L
N
w

N
=

)(

*9(\ %"’ w “j gf‘
Q’-}‘
Sekil 6.6 Amiloid beta/inhibitér uygulamasi yapilan SH-SYSY hiicrelerinin

besiyerlerinde toplam antioksidan kapasite 6l¢ctimii sonuglar1 (kontrol grubuna gore

*p<0.05; One-way ANOVA, LSD test)

Toplam oksidatif durum sonuglarinda ex527 ve amiloid beta + ex527

gruplarinda anlamli azalmalar goriilmistiir. (Sekil 6.7)

Gruplar arasi oksidatif stres indeksleri karsilastirildiginda, kontrole oranla
ex527 ve amiloid beta + ex527 gruplarinda anlamli seviyede azalmalar

gbzlemlenmistir. (Sekil 6.8)
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Sekil 6.7 Amiloid beta/inhibitér uygulamasi yapilan SH-SYSY hiicrelerinin
besiyerlerinde toplam oksidatif durum o6l¢iimii sonuglar1 (kontrol grubuna gore

*p<0.05, **p<0.01; One-way ANOVA, LSD test)
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Sekil 6.8 Amiloid beta/inhibitor uygulamasi yapilan SH-SYSY hiicrelerinin

besiyerlerinde oksidatif stres indeksi sonuglar1 (kontrol grubuna goére *p<0.05,
**p<0.01; One-way ANOVA, LSD test)
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6.5. Amiloid Beta/Inhibitor (ex527) Uygulamasi Yapilan SH-SY5Y Hiicre
Lizatlarinin Western Blot Sonuc¢lar

SH-SYS5Y hiicrelerine amiloid beta/inhibitdr uygulanmasi sonucu elde edilen

western blot membran goriintiileri ve grafikleri Sekil 6.9 ve Sekil 6.10°da verilmistir.
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Sekil 6.9 Amiloid beta/inhibitér uygulanan hiicrelerin reprezantatif western blot
membran goriintiileri sirastyla: SIRT1, p-AKT, t-AKT, p-PTEN, t-PTEN,p-GSK3-0,
p-GSK3-B, t-GSK3-a, t-GSK3-B, p-mTOR, t-mTOR, B-actin (V: vehikiil)

Total protein miktarlar1 B-aktin miktarlarma gore, fosfo protein miktarlari

total protein miktarlarina gére normalize edilmistir. Bant yogunluklar1 Image J
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programu ile analiz edilmis ve istatistikleri Tek Yonlii ANOVA (Tukey) testi ile
yapilmustir.

B-aktine gore normalize edilen SIRTI protein miktarlarinda kontrole gore
Ex527-vehikiil ve AP + Ex527 gruplarinda anlamh artis; (Ex527+A) grubunda

anlamli artis gozlemlenmistir. (Sekil 6.10a)

B-aktine gore normalize edilen total AKT miktarlarinda kontrol grubuna
oranla: Ex527-vehikiil, AB-vehikiil, AP, AR + ex527 gruplarinda anlamli artis
gozlemlenmistir. (Sekil 6.10b)

Total AKT’ye gore normalize edilen fosfo AKT miktarlarinda kontrol
grubuna gore: Ex527-vehikiil, AB-vehikiil, ex527, (ex527 + AP), ex527 + AP
gruplarinda anlamli azalma goriilirken; AP + ex527 grubunda anlamli artis

belirlenmistir. (Sekil 6.10c)

B-aktin miktarlarina gore normalize edilen total PTEN seviyelerinde kontrol
grubuyla karsilastirildiginda: AB-vehikiil, ex527, (ex527 + AB), AP + ex527 ve
ex527 + AP gruplarinda anlamli seviyede azalig goriilmiistiir. (Sekil 6.10d)

Total PTEN miktarma gore normalize edilen fosfo PTEN protein miktarinda
kontrol grubuna gore: (ex527 + AP) grubunda anlaml seviyede artis goriilmesine
karsm; AP, AR + ex527 ve ex527 + AP gruplarinda anlamli diizeyde azalis
gozlemlenmistir. (Sekil 6.10¢)

B-aktine gore normalize edilen total GSK3-o miktarlar1 analiz edildiginde
kontrol grubuyla kiyaslandiginda AB-vehikiil ve (ex527 + AP) gruplarinda anlamh
azalma goriilmiistiir. (Sekil 6.101)

Total GSK3-a’ya gore normalize edilen fosfo GSK3-a miktarlarinda kontrol
grubuyla karsilastirildiginda, (ex527 + AB) grubunda anlamli azalma goériiliirken; AP
+ ex527 ve ex527 + AP gruplarinda anlamli artis gézlemlenmistir. (Sekil 6.10g)

B-aktine gore normalize edilen total GSK3-B miktarlar1 kontrol gurubuyla
karsilastirildiginda ex527 ve ex527 + AP gruplarinda anlaml diizeyde artma; (ex527
+ APB) grubunda ise anlamli seviyede azalma tespit edilmistir. (Sekil 6.10h)
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Total GSK3-B’ya gore normalize edilen fosfo GSK3-f protein miktarlarinda
kontrol grubuna oranla AP + ex572 ve ex527 + AP gruplarinda anlamli seviyede

protein artisi belirlenmistir. (Sekil 6.101)

B-aktin protein seviyesine gore normalize edilen total mTOR’da kontrol
grubuna gore: AB-vehikiil grubunda anlamli artig; Af + ex527 grubunda anlamli

seviyede azalig belirlenmistir. (Sekil 6.107)

Total mTOR seviyesine gore normalize edilen fosfo mTOR seviyelerinde
kontrol ile kiyaslandiginda Ex527-vehikiil, AB-vehikiil, ex527, (ex527 + AB), AP +
ex527 ve ex527 + AP gruplarinda anlamli seviyede protein miktarinda azalma

goriilmiistiir. (Sekil 6.10k)
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Sekil 6.10 Amiloid beta/inhibitor (ex527) uygulanan gruplarin western blot sonug
grafikleri: a) SIRT1, b) t-AKT, c) p-AKT, d) t-PTEN, e) p-PTEN f) t-GSK3a g) p-
GSK3a, h) t-GSK3p, i) p-GSK3p, j) t-mTOR, k) p-mTOR (kontrol grubuna gore
*p<0.05, **p<0.01; One-Way ANOVA, Tukey test)
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6.6. Amiloid  Beta/Inhibitér  (ex527) Uygulamasi Yapilan SH-SY5Y
Hiicrelerinden Elde Edilen Eksozomlarin Western Blot Sonuclar

SH-SYS5Y hiicrelerine amiloid beta/inhibitér uygulanmasi sonucu elde edilen
eksozomlarla yapilan western blot membran goriintiisii sonucu ve grafigi Sekil 6.11

ve Sekil 6.12°de verilmistir.
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Sekil 6.11 Amiloid beta/inhibitér uygulanan hiicrelerden elde edilen eksozomlarin

reprezantatif western blot membran goriintiisii
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Sekil 6.12 Amiloid beta/inhibitér (ex527) uygulanan SH-SYSY hiicrelerinden elde
edilen eksozomlarin western blot sonu¢ grafigi (kontrol grubuna gore *p<0.05,
**p<0.01; One-Way ANOVA, Tukey test)

Sekil 6.12°de goriildiigli gibi, kontrol grubuyla yapilan karsilastrmada Ap-
vehikiil grubunda anlaml diizeyde TSG101 artis1 gozlemlenirken; AP, (ex527 + AP)

ve AP +ex527 gruplarinda anlaml diizeyde azalma belirlenmistir.
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7. TARTISMA VE SONUC

Alzheimer hastaligi, insan Omriiniin uzamasiyla birlikte gittikge daha fazla
insan1 etkileyen, fatal norodejeneratif bir hastaliktir. Diinya genelinde 50 milyona
yakin insan Alzheimer hastasidir. Hastalik, hem hastalarin hem de onlara bakim
verenlerin yasam kalitelerini ciddi sekilde diisiirmektedir. Heniiz hastaligin seyrini
yavaglatabilecek ya da durdurabilecek bir tedavi olmadigindan, bu alanda yapilan

calismalar biiylik 6nem arz etmektedir.

Hastaligin patolojik stiresinde, beyinde ozelikle hipakampilis ve serebral
kortekste hiicreler arasi senil plaklar ve hiicre i¢i ndrofibriler yumaklar olusmakta, bu
stireclere bagl olarak noron ve sinaps kaybi gozlemlenmektedir. APP, PSEN1 ve
PSEN2 genlerindeki mutasyonlar, APOE4 polimorfizmi, diyabet, sigara kullanimi,
disik egitim seviyesi, obezite, hipertansiyon gibi etmenler AH ig¢in risk

faktorleridir.[20,22,23]

SIRT1 birgok 6nemli hiicresel siliregte gorevli, histon ve histon olmayan
proteinleri deasetilasyona ugratan bir enzimdir. Ilerleyen yasa bagl olarak azaldigi
bulunmustur. AH modellerinde asir1 ekspresyonu ve aktivasyonunun amiloid-beta
miktari azalttig1 bulunmakla beraber inhibisyonunun da transgenik farelerde hafiza

ve kognitif fonksiyonlarda iyilesmeye yardimci oldugu bulunmustur.[4,5]

Eksozomlar nano boyutta endozomal kdkenli vezikiillerdir. Lipit, niikleik asit
ve protein tasirlar, tiim viicut sivilarinda bulunup, hiicre-hiicre iletisimde 6nemli rol
oynarlar. Hastalik durumlarinda patolojik proteinleri tagidiklar1 gosterilmistir. AH’de

AP ve p-tau/tau tasidiklar1 belirlenmistir.[6,7]

Bu ¢aligmamizda, in-vitro amiloid-beta toksisitesi uyguladigimiz SH-SY5Y
hiicrelerinde; toksisite olusturulmadan once ve sonra olmak iizere SIRT1 enzim
inhibitorii uygulanmasinin, sagkalim yolagindaki proteinlere ve hiicrelerden salian

eksozom miktarlarina etkilerini arastirdik.

In-vitro amiloid-beta toksisitesi olusturmak igin yapilan LDH testinde, 10 uM
konsantrasyona sahip APi.42, absorbans degerinde anlamli bir yiikselise sebep olarak,

etkili toksik kosantrasyon diizeyini olusturmustur. Yapilan LDH testi sonucunda ve
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daha once literatiirde de kullanilmis olmasi sebebiyle 10 pM segilerek deneylere

devam edilmistir.[51]

Inhibitoriin hiicreler icin toksisite olusturmayan etkin dozunun bulunmasi i¢in
yapilan LDH testi sonucunda, 10 uM, 80 uM ve 100 uM konsantrasyon degerlerinin
absorbansi anlamli derecede diisiirdiikleri ve hiicreler icin toksik olmadiklar
bulunmustur. Daha once literatiirde de 80 uM konsantrasyonda inhibitor kullanilmis

olmasi sebebiyle bu deger secilerek deneylere devam edilmistir.[ 100]

AP grubu incelendiginde, kontrol grubuna gore degerlendirme yapildiginda,
p-PTEN’in azaldig1 bulunmustur. Bazi arastirmalarda Alzheimer hastalarinin beyin
dokularindan alman o6rneklerde PTEN’in azaldigi belirtilmistir.[102,103] A
grubundaki p-PTEN azalmasinin, hastaligin in-vitro modellenmesinde 6nemli oldugu

diistiniilmektedir.

(Ex527+ AP) grubunun sonuglari incelendiginde kontrol grubuna gore
yapilan degerlendirmede SIRT1, p-AKT, p-GSK3-a, p-mTOR gruplarinda anlamli
seviyede azalma varken, p-PTEN grubunda anlamli diizeyde artis gézlemlenmistir.
SIRT1’mn metabolizma, yaslanma, stres direnci gibi bir¢ok siirecte rol almasi ve
inhibisyonuyla bu siireglerin olumsuz etkilenmesiyle beraber; hiicrelere toksik etkisi
olan AB’nm ayni anda verilmesi, PI3K/AKT sagkalim yolaginin inaktiflesmesine bu
sebeple p-AKT ve hedef proteinleri olan p-GSK3-a ve p-mTOR seviyesinde

azalmaya sebep olmus olabilir.

APB+Ex527 grubuna bakildiginda kontrol grubuna gore SIRTI1, p-AKT, p-
GSKS3-a, p-GSK3-f seviyelerinde anlaml1 artis gdzlemlenirken, p-PTEN ve p-mTOR

diizeylerinde anlamli azalma belirlenmistir.

Ex527 + AP grubunda ise kontrol grubuna gore yapilan degerlendirmede p-
AKT, p-PTEN, p-mTOR seviyelerinin anlamli diizeyde azaldigi, p-GSK3a ve p-

GSK3-B seviyelerinin anlaml artis gosterdigi bulunmustur.

Alzheimer hastalarmm beyin dokulartyla yapilan caligmalarda, p-mTOR

seviyesinin kontrol gruplarina gore arttigi gozlemlenmistir. mTOR proteinin
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aktivasyonun artmasiyla birlikte AP peptidinin temizlenmesindeki en Onemli

slireclerden birisi olan otofajide bozulma meydana gelmektedir.[51,102,104]

Deney gruplarindan Ex527 incelendiginde, kontrol grubuna gore yapilan
degerlendirmede p-AKT ve p-mTOR seviyelerinin anlamli derecede azaldigi
gozlemlenmistir. Ex527’nin p-mTOR seviyesini azaltarak otofajinin artmasma

yardimci olabilecegi diistiniilmektedir.

AB+Ex527 ve Ex527+AP gruplarinda p-GSK3a ve p-GSK3[ seviyeleri
artarak GSK3’iin inaktivasyonu gerceklesmistir. Literatiirde GSK3p’nin asir
aktivasyonunun hafiza problemlerine, tau fosforilasyonuna ve néron 6liimiine sebep
oldugu; inaktif formu olan p-GSK3p miktarinin artmasinin ise noropotektif etki
yaptig1 belirtilmistir.[105] Ex527°nin, hem AP toksisitesi olusturulmadan énce hem
de olusturulduktan sonra verildigi durumlarda; p- GSK3p seviyesinin artmasi, p-
mTOR seviyesinin ise azalmasi, noroprotektif etkinin olustugunu ve otofaji
inhibisyonunun azaldigin1 disiindiirtmektedir. Ayrica AB+Ex527 grubunda p-
AKT’nin de artmis olmasi PI3K/AKT sagkalim yolaginin aktiflesmis oldugunu
gostermektedir. Bu gruplarda p-PTEN seviyesinin ise kontrole gore azalmis
durumda olmasi, Ex527°nin PTEN fosforilasyonunu saglayamadigini akla
getirmektedir. Tim bu bilgiler 1s18inda SIRT1 inhibitérii ex527’nin, hem AP
patolojisi olusmadan Once noroprotektif bir etki yapabilecegi, hem de patoloji

olustuktan sonra tedavi edici bir yonii olabilecegi diisiiniilmektedir.

Hiicrelerden salinan eksozomlardan yapilan western blot sonucunda kontrol
grubuna gore AP, (Ex527+AB) ve AP+Ex527 gruplarinda, TSG101 seviyelerinde
anlamli azalmalar goriilmistiir. Bir eksozom belirteci olan TSG101 miktarindaki
degisiklikler hiicrelerden salinan eksozom miktarlarini1 yansitmaktadir. Bu sebeple
belirtilen gruplardan saliman eksozom miktarlar1 azalmistir. En fazla azalma A
grubunda goriilmiis olup, AB’dan sonra Ex527 verilmesi eksozom miktarinda anlamli
olmayan bir yiikselmeye sebep olmustur. AP grubuna gore degerlendirme
yapildiginda Ex527+ AP grubunda anlaml diizeyde artig belirlenmistir. Mohammad
Abdullah ve ark. yaptig1 bir calismada eksozomlarin APi42’nin temizlenmesinde

gorevli oldugu belirtilmis ve APi42 Uygulamasi yapilan astrosit hiicrelerinde ise
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eksozom salinimin azaldigi bulunmustur.[106] Bu sebeple, Ex527°nin eksozom

salinimini arttirarak Ap;-42 temizlenmesine yardimei olabilecegi diistiniilmektedir.

Yapilan TAK/TOD deneylerinin sonuglarma gore toplam antioksidan
kapasite AP grubunda anlamli diizeyde azalmistir. TOD ve OSI sonuglari
degerlendirildiginde Ex527 ve AP+Ex527 gruplarinda anlamli diizeyde azalma
goriilmiistiir. Toplam antioksidan kapasitedeki azalmanin AB’nin oksidatif strese
sebep olmasi nedeniyle oldugu diistiniilmektedir. TOD ve OSI’deki azalma ise
ex527°nin oksidatif stresin azalmasma yardimci olarak, AP toksistesine karsi

koruyucu bir etki yapmis olabilecegini diisiindiirtmektedir.

Sonug olarak, SIRT1 inhibitérii Ex527°nin sagkalim yolagindaki proteinleri
aktiflestirip, eksozom salinimmi arttirmasi, oksidatif stres indeksini azaltmasi, AH’de
hem noroprotektif hem de tedavi edici bir etkisinin olma ihtimalini
diisiindiirmektedir. Ancak daha 6nceki tedavi stratejilerinde oldugu gibi, AH’ nin ¢ok
faktorlii bir hastalik olmasi tedavi yaklasimlarinin etkinligini azaltmaktadir. Ayrica
daha 6nce SIRT1 aktivasyonun AP toksisitesini azaltarak ndroprotektif etki yapmis
olmasi, 6te yandan SIRTI inhibisyonun kognitif fonksiyonlar ve hafiza {izerinde
olumlu etkisinin olmasi1 [4,5] SIRTI inhibisyonu ile bir¢cok hiicresel siirecin
etkilendigini ve sonuglarm bu noktada daha fazla arastirmaya muhta¢ oldugunu

gostermektedir.
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