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DPP-4 INHIBITORU VILDAGLIPTIN VE SAXAGLIPTIN’ iN SH-SY5Y
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OZET

Bu tez calismasinda Dipeptidil peptidaz-4 (DPP-4) enzim inhibitdrii antidiyabetik ilag
olarak kullanilan vildagliptin ve saksagliptinin amiloid-beta (Ap) uygulamasina kars1 SH-

SYS5Y hiicrelerinde koruyucu etkisi hiicresel bazi yolaklar iizerinden arastirilmistir.

Deney gruplari: Kontrol; vildagliptin (250, 100, 50 uM); saksagliptin (200, 100, 50 uM);
memantin (100uM); AP (5uM) olarak belirlenmistir. Etken maddelerin tek baslarina ve
AP varhginda gergek zamanli hiicre analizi yontemi (GZHA), (3-(4,5-Dimetil-2-
tiyazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium bromid) MTT ve suforodamin B (SRB) yontemleri
ile SH-SYSY hiicrelerine olan etkileri incelenmistir. Western blot teknigi ile 24. saatteki
p-tau, kaspaz-3, kaspaz-9, kaspaz-12 protein ekspresyon diizeyleri analiz edilmistir.
Gergek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile Amiloid prekiirsor protein
(APP), presenilinl (PSEN1) ve presenilin2 (PSEN2) gen ekspresyon diizeyleri
Ol¢tilmistiir. Mitokondrial membran potansiyeli (MMP) ve nitrik oksit (NO) diizeyleri de

yine hiicrelere etken maddeler ve AP uygulandiktan sonra 24. saatte 6l¢iilmiistiir.

AP uygulanan gruplarda kontrole gore canlilik istatistiksel olarak anlamli (p<0,001)
azalmistir. 250 uM vildagliptin (p<0,001), 100 uM saksagliptin (p<0,01) ve 100 uM
memantin (p<0,001) uygulanan gruplar da canliligi AP uygulanan gruba gore anlamli
arttirmistir. MMP  diizeyinde ise, vildagliptinin 250 ve 100 uM uygulanan grup ile
saksagliptinin 100 uM uygulanan gruplarda kontrole yakin grafik alinmistir.

AP uygulanan gruplarda kontrole goére kaspaz-3 (p<0,01) ve kaspaz-12 (p<0,001)
artmistir. Vildagliptinin 250 uM kaspaz-3 (p<0,05) ve kaspaz-9’u (p<0,001) AP
uygulanan gruba gore anlamli azaltmistir. Fosforile tau proteini AP uygulanan gruplarda

kontrole gore artmis (p<0,01), vildagliptin ve saksagliptin konsantrasyona bagimli p-
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tau’yu AP grubuna goére azaltmistir. Memantin ise p-tau’yu AP grubuna gore anlaml

(p<0,05) azaltmustir.

APP mRNA diizeyi saksagliptinin 200uM konsantrasyonu uygulanan grupta kontrole
kiyasla digmiistiir. PSEN1 mRNA diizeyi vildagliptinin tim konsantrasyonlarda, 100 uM
memantin uygulanan grupta ve saksagliptinin 100 ve 50 uM konsantrasyonu uygulanan
gruplarda kontrole gére anlamli (p<0,001) diismiistiir. PSEN2 mRNA diizeyi 100 uM
vildagliptin ve 50 uM saksagliptin uygulanan gruplarda kontrole gére anlamli (p<0,01)

dismiuistiir.

DPP-4 inhibitorii oral antidiyabetik ilaglardan olan vildagliptin ve saksagliptinin SH-
SYSY hiicrelerinde A toksisitesine karsi ve yalniz baslarina gosterdikleri etkilerin ilk
kez incelendigi bu tezden elde edilen veriler 1s1¢mda vildagliptin ve saksagliptinin
Alzheimer hastaligi (AH) tedavisinde temel stratejilerden olan ndrodejenerasyon ve
apoptozu Onlemede daha ileri ¢alismalarla da desteklenmek kaydiyla etkili olabilecegi

ciktist elde edilmistir.

Anahtar kelimeler: Vildagliptin, saksagliptin, memantin, amiloid beta, Alzheimer, SH-
SY5Y.
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INVESTIGATION OFPROTECTIVE EFFECTS OF DPP-4 INHIBITORS
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Alim Hiiseyin DOKUMACI
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Doctorate Thesis, 2018
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. M. Betiil AYCAN

ABSTRACT

In this thesis , we investigated possible protective effect of vildagliptine and saxagliptine,
which are being used for their oral anti-diabetic effect as DPP-4 enzyme inhibitors,
against AP toxicity on SH-SY5Y cell line.

Experimental groups are assigned as control; vildagliptine (250, 100, 50 uM);
saxagliptine (200, 100, 50 uM); memantine 100uM; AP SuM. Drug’s cell response
profiles eludicated with xCELLigence, SRB and MTT assay. Than optimum doses of
drugs used for advanced analysis. Caspase-3, caspase-9, caspase-12 and p-tau protein
levels were investigated after 24 hours post treatment of drugs and AP with Western blot
assay. APP, PSEN1 and PSEN2 mRNA levels were measured after 24 hours post
treatment of drugs with RT-PCR technique. Also MMP and NO levels were measured at

the same time.

Cell viability was decreased by AP treated group significantly (p<0.001). Viability was
increased by vildagliptine (250uM), saxagliptine (100uM) and memantine (100uM)
comparing to AP treated group significantly p<0.001, p<0.01, p<0.001, respectively.
MMP values decreased by AP treatment. Furthermore vildaglitine (250, 100 uM) and
saxagliptine (100uM) recovered MMP to nearby control group.

Caspase-3 and caspase-12 protein levels were increased (p<0.01 and p<0.001,
respectively) by AP treated group comparing to control. Vildagliptine decreased caspase-
3 and caspase-9 levels comparing to AP treated group (p<0.05 and p<0.001, respectively).
Phosphorylated tau protein was increased comparing to control (p<0.01), vildagliptine
and saxagliptine decreased p-tau in a dose dependent manner comparing to AP treated

group. Memantine also decreased p-tau level comparing to AP treated group (p<0.05).
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APP mRNA level was decreased by saxagliptine (200 pM) comparing to control group.
PSEN1 mRNA level was decreased by vildagliptine (250, 100, 50 uM), saxagliptine (100,
50 uM) and memantine (100uM) comparing to control (p<0.01). PSEN2 mRNA level
was decreased by vildagliptine (100pM) and saxagliptine (50uM) comparing to control.

In this thesis, we investigated the oral anti-diabetic drugs; vildagliptine and saxagliptine,

whether they have any effects to above parameters on SH-SY5Y cell line or not first time.

Vildagliptine and saxagliptine decreased the p-tau protein, PSEN1 and PSEN2 mRNA
levels which are playing important role in Alzheimer’s disease. Caspase-3 and caspase-9
protein levels, play critical role on apoptosis, decreasing by vildagliptine comparing to
AP treated group. In addition vildagliptine and saxagliptine protected SH-SY5Y cells
against AP toxicity. This effect obtained with real time cell response profiles and MTT

assay and for the first time have been showed in this thesis.

Keywords: Vildagliptine, saxagliptine, memantine, amyloid beta, Alzheimer’s disease,
SH-SY5Y.



ICINDEKILER
DPP-4 INHIBITORU VILDAGLIPTIN VE SAXAGLIPTIN’ IN SH-SY5Y
HUCRELERINDE KORUYUCU ETKILERININ ARASTIRILMASI

BILIMSEL ETIGE UYGUNLUK ........oooiiiiinriincinnin et sssssessnens i
YONERGEYE UYGUNLUK ONAYT .....ocoviiiiiiiiiieccce e esee s ten s I
OIN ALY ettt Rt R e R e e e n e n e ns i
TESEKKUR .....ocooviiiiiieeeeeeeeee ettt sttt n sttt iv
L0 /2 D SR PPT SRR v
ABSTRACT .ottt be bt e b bt e st et e bt ne e et et eneereen vii
KISALTMALAR oottt e e s e st e e e snb e e et e e e naeeannes Xiil
1. GIRIS VE AMAC ..ottt sttt ns st s st en st nes s 1
2. GENEL BILGILER..........ccooooiiiiiiiniiniiie sttt 6
 2.1.Demans VE AlZNBIMET .....cocuiieicriee ettt e et sare e erre e nnaeeans 6
2. 1. L EPIAEMIYOIOJIc.eiuiiiiiiiiiitc st 7

2.1 2. ETIYOIOJI .ttt s 8

2. 1.3.NOTOPALOLOJI 1.ttt 9
2.1.3.1.Norofibriler YumakIar ..........cccovviiiiiiiiiiiiiiiee e 10

2.1.3.2. AMIlOId PIaKIAr ........ccoviiiiiiiciie e 11

2.1.3.3. FOSTOrilE TaU ..o 12

2.1.3.4. Norodejenerasyon ve n0ron Kaybi .........ccecvveviiniiniciiiicieennn, 13

2.1.3.5. Kolinerjik Yolakta Degismeler ...........cccccuvvrviiiienineniniseeen 14

2.1.3.6. Sinaptik Yolaklarin Deaktivasyonu, Sinaps Kaybi1 ve

A0 (0] o] BT 4 T3 L TSP PP R UPRT 15
2.1.4.Alzheimer Hastaliginda Genetik Risk Faktorleri........ccccoooeiniiiiiiinnnnnnn. 15
2.1.4.1. Amiloid Prekiirsor Proteini Geni ...........cccevvveiiieeniiieniiiesiieee 16

2.1.4.2.PreSEnilin L GeNi ...uuuuuuueeeeeeeeeeeueeieeeeeeeeeaeeeeseeesenennsenssnnnnenennnenennnnnnns 16



2.1.4.3.Presenilin 2 GeNi.....c.ccoovvieiiiiiiciiee e 18
_ 2.2.Alzheimer Hastaliginda Tedavi.........cccccriiiiiiiiiiiiiiicsc e 19
_2.2.1.Semptomlart Giderici TedaVi........ccovurrieriirriiieiiieiie e 20
~2.2.2.Yeni Tedavi YaKIasimlart .......cc.cooveiieiiieeiieiiiec e 21
_2.2.3.Diyabet ve Alzheimer Hastaliginda Ortak Patolojiler ............cccccccvvvrnnnen. 23
2.2.3.1.I0flaMaSYON ......ovevieiceeeeeee e, 23
2.2.3.2.0KSIdAtIT SIIES.......ociiiiiiiicirie 23
2.2.3.3.Vaskiiler Disfonksiyonlar ve Yol A¢tig1 Durumlar ...................... 24
2.2.3.4.GIUKOZ TOKSISIEESI....cuvviiiriiiiiiiiiei s 24
2.2.3.5.Insiilin Yetmezligi ve Insiilin Direnci.........cccccoeveveereerieeecnenenans 25
2.2.3.6.Mitokondriyal DiSTONKSIYON ........cccooiiiiiiiiiiiciecccea 25
2.2.3.7.ATP Uretimi Uzerine EtKiler .........c..cceovvieveriverircreiesiereseeseenans 26
2.2.3.8.Mitokondriyal Membran Potansiyeli ............ccooevviiiiniiinininn, 26
_2.3.Dipeptidil Peptidaz-4 InhibitOrIeri ..........coeevrvriirererereiieeeeieeieeeeee s 26
_ 2.3.1.Vildagliptin Etki Mekanizmas1 ve Kimyasal Yapist..........cccoccvvrverirnnnnne 27
_ 2.3.2.Saksagliptin Etki Mekanizmas1 ve Kimyasal Yapist .........cccocovvvveniininnne 28

2.3.3.Glukagon Benzeri Peptid-1 ve Glukoza Bagimli Insiilotropik Polipeptid 29
_ 2.4.SH-SYS5Y Hiicre Morfolojisi ve Alzheimer Modelinde Kullanim Oncelikleri . 30

2.5.Programli Hiicre Oliimii (Apoptozis) ve Norodejeneratif Hastaliklarla Tligkisi 31

3.GEREC VE YONTEMLER............ccocsviiiiiiieiieeetieeeeesieeese e, 32
_3.1.Deneylerde Kullanilan Cihazlar...........c.cccoooiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 32
_ 3.2.Kimyasal MalZEMEIET .........ccve i 33
G TG T8 5 £ Te3 (=3 ) a3y 3 PO 34
_3.4.Sulforhodaming B DENEYI.......ccieiiiiiiiiieieieie e 35
_ 3.5.MTT Canlilik Analizi Deneyi........cccccvviiiiiiiiieiiicic e 36
_ 3.6.xCELLigence Gergek Zamanli Hiicre Canlilik Analizi..........cccccoevviveiiinnnnnnn. 37

3.7.JC-1 Mitokondriyal Membran Potansiyeli Olgiim Deneyi .............cccevevrvennnee. 38



Xi

~ 3.8.WeStErN BIOt DENEYI ...c.veeueeiiiiiieeieeie sttt st 39
3.8.1.Lowry protein miktar tayini i¢in ¢OZeItiler; ..........oevvriiiiiiinieiiccee, 39
3.8.2.Western blot analizi i¢in hazirlanan ¢ozeltiler;............cccooovviiiniiinie. 39

_3.8.3. el Hazirlanmasl .......cocoooeveiiiiiiiii e 41

_ 3.8.4.Elektroforetik Yiirtitme/Elektroforez..........ccccooiiviiiii 42

B 18 T T I =12 1) (] PSR 43

388 BIOKIAMA ... 43

_3.8.7.Birincil antikor ile inkiibasyon............ccccveiiiiiiiiiiiiiese e 43

~ 3.8.8.ikincil antikor ile inKGbaSYON...........ccccevrveereerereiieieeeeieresee e eseeaeie s 44

_ 3.8.9.ECL ile gOrUNtUIEmE..........coiivieiiiiiiie et 44
3.8.10.Elde edilen gorintiniin analizi ..........c.ccevviveiieniiiinie e 44

_3.9.RNA izolasyonu ve Ger¢ek Zamanli-PCR DENEYi...........ccovvvvvevevreeererirciennnnns 44

 3.9.1.RNA IZOIaSYONU.....oeveveriireceeeeieseeeseeieetssee et es s seststssenesesee s sesenseaeee s 44

3.9 2.CDNA SENEZI cuveeectie ettt 45

C 3.9.3.Kantitatif RT-=-PCR ..ottt 45

~ 3.10.Nitrik OKSit OIgHM DENEYi ....cvcvvevereeereieieieieteeieiee e, 46

311 IStatiStKSE] ANALIZ.....vcveieeeeeeeeee et 47

ABULGULAR ...ttt ettt bbbttt b e bt nbe e e 48

_ 4.1.SRB Deneyi SONUGIAIT .......cccoiiiiiiiiiiiiiiiii 48

42 MTT Canlilik Analizi Deneyi .........cccovviviiiiiiniiiii i 49

_4.3.Gergek Zamanli Hiicre Analizi Deney Sonuglart..........cccoceeviiiiieiciiieniicnienne 50

_ 4.4 Mitokondriyal Membran Potansiyeli Deney Sonuglari..........cccocvviveiiiiiiinnnne 52

_4.5.Western Blot Deneyi SONUGIATT.........cccciiiiiiiiiiiiiiic e 53

L A LIKASPAZ-3 et b et e e be e ree s 53

A2 KASPAZ-O .t 54

L ABBIKASPAZIZ ..t 56

A 5.4, FOSTOMIE TAU .o s 57



xii

_ 4.6.gRT-PCR Deneyi SONUGIATT.......ccciiiiiiiiiiiiiiieiiee e 58
o ABLAPP MRINA et 58
_ AB2PSENL MRNA et 59
_ AB.3PSENZ MRNA e 60
4.7 Nitrik Oksit Olgiimii Deney SONUGIATT.........ccoeveveveeeeeeeieieieee e, 61
S5.TARTISMA ve SONUCQC ......ocooiiiiiiiii e 62
B.KAYNAKLAR .t n e 68

OZGECMIS . ..o 81



Xiii

KISALTMALAR

°C :Santigrat derece

pL : Mikrolitre

ApB : Amiloid beta

AH . Alzheimer Hastalig1

AGBAH - Ailesel geg baslangigliAlzheimer hastaligi
AEBAH - Ailesel erken baslangigli Alzheimer hastaligi
Akt : Protein kinaz B

ANOVA : Varyans analizi

APS : Amonyum persiilfat

ATCC : Amerikan tipi kiiltiir koleksiyonu

BDNF : Beyin kaynakli norotrofik faktor

BSA : S1g1r serum albumini

BV-2 : Microglial Cell Line

cDNA : Komplementer Deoksiriboniikleik asit
DSM-1V :Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 4th edition
DMEM:F12 : Dulbecco’nun modifiye edilmis eagle besiyeri
DMSO : Dimetil siilfoksit

DNA : Deoksiriboniikleik asit

DPP-4 :Dipeptidil peptidaz-4

dNTP : Deoksiniikleotit Karisimi

Dsh : Pargalanmis

EBAH . Erken baslangi¢li Alzheimer hastaligi
ELISA : Enzyme linked immunosorbent assay
FBS : Fetal s1g1r serum

g : Gram

GABA :Gama amino biitirik asit

GSK3p : Glikojen sentaz kinaz [3

GZHA . Gergcek zamanli hiicre analizi

HSP : Is1 sok proteinleri

kDa - Kilodalton

kg : Kilogram

mA - Miliamper



mg
mm3
mmHg
MRNA
MMP
N

: Miligram
. Milimetrekiip

> Milimetre civa

- Mesajc1 Riboniikleik asit

: Mitokondriyal Membran Potansiyeli

: Normalite

Xiv

NINCDS-ADRDA: National Institute of Neurological and Communicative Disorders

and Stroke-Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association

nm
NMDA
NO

NOS

O

PCR

PY

PVDF
gqRT-PCR
RNA
RNAaz
RT-PCR
SDS

TBS
TBST
TEB
TEMED

: Nanometre
: N-metil D- aspartat
- Nitrik Oksit
: Nitrik Oksit Sentaz

: Siiperoksit anyonu

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu
: Pikogram
: Polivinilidenflortir

. Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu
: Riboniikleik Asit

: Riboniikleik Asit Sentaz

: Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu

: Sodyum Dodesil Siilfat

: Tris-Buffered Saline

: Tris-Buffered Saline-Tween

: Turk Eczacilar Birligi

: N,N,N,N -Tetramethyl-etilendiamin

- Volt



XV

TABLOLAR LISTESI

Tablo 2.1. Alzheimer hastaliginda rolii olan genler ve lokasyon bolgeleri............... 15
Tablo 2.2.Alzheimer hastaliginda klinik ve preklinik asamada olan ilaglar ve etki
mekanizmalart. ... ... 21

Tablo 3.3. Western Blot deneyinde kullanilan primer antikorlar........................... 34
Tablo 3.4. cDNA sentezi deneyinin asamalari.............c.oeveiiiiniinineiiianinnaniineaans 45

Tablo 3.5. PCR deneyinde kullanilan karisimin oranlart......................occoeeeen.n.. 46



XVi

SEKILLER LISTESI

Sekil 2.1. 1900-2050 y1llar1 arasinda A.B.D de gozlenen ve beklenen Alzheimer hastaligt
A £21 BT 0 P 7
Sekil 2.2. Alzheimer hastali§i nedenlerinden ailesel erken baslangicli AH, Ailesel gec
baslangiclt AH, sebebi bilinmeyenler..............coooiiiiiiii i 8
Sekil 2.3. Sinir hiicresi {iizerinde amiloid plaklar ve ndrofibriler yumaklarin
GOTUNTIMTL ...ttt ettt ettt e et e et e e e e etbeesbeeesseesseessseesseessseensaessseenseensseensaennseens 9

Sekil 2.4. Mikrotiiblil deformasyonu ve ndrofibriler yumak olusmasinda goézlenen

(0] 121 - | S TP 11
Sekil 2.5.Tau proteinlerinin fosforilasyonu ve mikrotiibiil stabilitesindeki roli.......... 13
Sekil 2.6.Amiloid prekiirsor proteininin pargalanma bolgeleri.............................. 16

Sekil 2.7. Erken baslangich ve geg¢ baslangi¢lt Alzheimer hastaliginda presenilin 1,

presenilin 2, Amiloid prekiirsor protein ve ApoE nin rolleri..........................o.ue. 17
Sekil 2.8. Presenilin 1’in biyolojik, molekiiler ve hiicresel islevleri....................... 18
Sekil 2.9. Presenilin gen mutasyonlaria ornekler................oooooiiiiiiiiiiiiiiinn, 19
Sekil 2.10. Alzheimer hastaliginda tedavi stratejileri.................ooociiiiiiiiiiinnn, 20
Sekil 2.11. Vildagliptinin kimyasal yapist...........ccviiiiiiiiiiiiiiiii i 27
Sekil 2.12. Saksagliptinin kimyasal formiilii................cooo 28
Sekil 3.13. SRB deneyi agsamalarindan bazi fotograflar..........................oo 36
Sekil 3.14. (a)RTCA cihaz ve yazilimi, (b) 6zet olarak yontemin esasi,(c) hiicre indeksi
hesaplama formiilli. ... .. ... 37
Sekil 3.15. BSA Standart @FIiSI. . ....euuinuintitiitiit et 41
Sekil 3.16. Proteinlerin elektroforez ile yiiriitiilmesi ile elde edilen jeldeki yiiriime
GOTUNTILCTL. ..ot e 42
Sekil 3.17. Elektroforez ve Transfer diizenekleri.................cooiiiiiiiiiiiiinin.... 43
Sekil 3.18. Nitrik oksit deneyinin esasini 6zetleyen kimyasal reaksiyonlar............... 46
Sekil 4.19. SRB canlilik analizi sonuglart. ...............cocoiiiiiiii i, 47
Sekil 4.20. MTT deneyi ile elde edilen % canlilik sonuglari........................ooeenee 49

Sekil 4.21. Vildagliptin (250, 100, 50 uM), saksagliptin (200, 100, 50 pM) ve memantinin
(100uM) gercek zamanli elde edilen hiicre indeksi tizerine etkileri......................... 50



XVii

Sekil 4.22. AB (5 uM) ve AP (5 uM) varliginda vildagliptin (250, 100, 50 uM),
saksagliptin (200, 100, 50 uM), memantin (100 uM)’ in ger¢ek zamanl elde edilen hiicre
indeksi Uzerine etkileri..........oouiiii i 51
Sekil 4.23. AB (5 uM) ve AP (5 uM) varliginda vildagliptin (250, 100, 50 uM),
saksagliptin (200, 100, 50 uM), memantin (100 pM)’ in ger¢ek zamanli elde edilen hiicre
indeksi lizerine sirasyla 24. ve 48. saatteki etkileri........................oc . 51
Sekil 4.24. Mitokondriyal membran potansiyeli iizerine AP (5 uM) eklenmis ve
eklenmemis vildagliptin (250, 100, 50 uM), saksagliptin (200, 100, 50 uM) ve

memantinin (100M) etKileri. ........cooiuiiii e 52
Sekil 4.25. Kaspaz-3 protein ekspresyonu bulgular1. a: kontrole gére p<0,05; b: kontrole
p<0,01; d:ApB grubuna gore p<0,05; f: AP grubuna gore p<0,001...............ccc.eueeenne. 54
Sekil 4.26. Kaspaz-9 protein ekspresyon sonuglari. a: kontrole gére p<0,05; f: AB grubuna
BOTE P<O,00 ... e 55
Sekil 4.27. Kaspaz-12 protein ekspresyon sonuglari. c: kontrole gére p<0,001........... 56

Sekil 4.28. p-Tau protein ekspresyon sonuglari. a: kontrole gére p<0,05; d:Ap grubuna
BOTE PO, 0 . . e 57
Sekil 4.29.Vildagliptin, saksagliptin, memantin ve Ap’nin APP mRNA diizeyi iizerine
etkileri.b: kontrole gore p<0,01; d:AP grubuna gore p<0,05.............ccovviiininnnn.n. 58
Sekil 4.30.Vildagliptin, saksagliptin, memantin ve AB’nin PSEN1 mRNA diizeyi {izerine
etkileri. b: kontrole gore p<0,01; c: kontrole gore p<0,001.............c.coveieiiinnnn... 59
Sekil 4.31.Vildagliptin, saksagliptin, memantin ve AB’nin PSEN2 mRNA diizeyi lizerine
etkileri. b: kontrole gore p<O,01...... ..ot 60
Sekil 4.32.Vildagliptin, saksagliptin, memantin ve AB’nin nitrik oksit diizeyi iizerine

etkileri. c: kontrole gére p<0,001; f: AP grubuna gore p<0,001................ceevnnin. 61



1. GIRIS VE AMAC

Alzheimer hastaligi (AH) disiinme, konusma, g¢evreye uyum, yargilama, anlama,
ogrenme ve hafiza fonksiyonlarinda gerileme ile karakterize; 6zellikle yasli niifusta
insidanst yiiksek olan bir hastaliktir. Tiim demans olgularinin %50-70 ‘ini AH
olusturmaktadir. AH nin baslica semptomlar1 arasinda hafiza kaybi, diisiinme, bilissel
fonksiyonlarda gerileme ve hastaligin ilerleyen donemlerinde giinliik yasamsal

aktivitelerin dahi yerine getirilmesinde yetersizlikler yer almaktadir (1).

AH’nin 65 yasindan sonra yaslanma ile paralel artis gosterdigi ve her 5 yilda bir bu riskin
katlandig1 gdsterilmistir. Diinya Saglik Orgiitii’niin (World Health Organization, WHO)
2012 verilerine gore diinyada yaklagik 35,6 milyon Alzheimer hastasi vardir. Bu rakamin
2030 da iki katina ¢ikmasi beklenirken, 2050 de 115,4 milyon civari Alzheimer vakasi
beklenmektedir. Amerika Birlesik Devletlerinde 2016 verilerine gore 5,4 milyon
Alzheimer hastast vardir ve 2050 de bu rakamin 13,8 milyona ulasacagi tahmin
edilmektedir ve her yil 1 milyon kadar kisiye yeni Alzheimer teshisi konulacag:
ongoriilmektedir (2). WHO, Tiirkiye niifusunun 1997 de %4,5 inin 65 yas lizeri oldugunu
ve bu rakamm 2050 de %20 leri gegecegini bildirmistir (3). TUIK verilerine gore
tilkemizde AH’dan hayatin1 kaybeden yaslilarin oran1 2010 yilinda %2,7 iken bu oran
2014’te yilinda %4’e yiikselmistir. AH’dan 6len yaslilarin oran1 2010 yilinda erkeklerde
%2,2, kadinlarda %3,3 iken; bu oranlar 2014 yilinda sirastyla %3,2 ve %4,7’ye
ulagsmigtir. Yash niifusun artmasiyla AH ve orta dereceli kognitif bozukluk da

artmaktadir.

AH’ nin patolojik tanisindaki giicliiklerden dolayi, bulgularin varligi ve néroanatomik
dagilimlar1 da onemlidir. Beyinde gozlenen norofibriler yumaklar, amiloid plaklar,
fosforile tau, ndrodejenerasyon ve néron kayb, kolinerjik yolakta degigsmeler ve sinaptik

yolaktaki disfonksiyonlar AH’da 6ne ¢ikan patolojilerdir (1).



FDA (Food and Drug Administration) ve ililkemizde de Saglik Bakanligi tarafindan
onaylanmis AH tedavisinde endike ilag yalnizca 5 tanedir. Bunlardan dordii kolinestereaz
inhibitorii (rivastigmin, galantamin, takrin, donepezil) digeri de N-metil D- aspartat
(NMDA) inhibitorii (memantin) ilag kategorisindedir. Bu ilaglarin tiimii de hastaligin
radikal tedavisinde heniliz basar1 saglayamamistir. Ayrica monoamin oksidaz tip-B
inhibitorii Parkinson tedavisinde kullanilan selejilin de AH’de tedaviye yardimei olarak

kullanilabilmektedir (1).

Memantin yarismasiz NMDA reseptor antagonistidir ve bu reseptorlere diisiik-orta
dereceli afinite gosterir ancak yiiksek konsantrasyonda sinaptik plastisiteyi inhibe
edebilir. Memantinin glutamat aracili eksitotoksisiteden néronlart korudugu bunu
yaparken de kognitif fonksiyon i¢in gerekli fizyolojik NMDA reseptor aktivasyonunu
Oonlemedigi  disiiniilmektedir. ~ Ancak  diger  antagonistler  gibi  yiiksek
konsantrasyonlarinda sinaptik plastisiteyi inhibe edebilir. Asetilkolinesteraz inhibitorleri
ile karsilastirildiginda memantinin sadece hafif-orta demanslarda degil siddetli evrede de

yararli olabilecegi diisiiniilmektedir (4, 5).

Kolinerjik néronlar AH’nin patojenezinde 6nemli rol istlenmektedir. Eger kolinerjik
kayip varsa iyi fark edilmeli ve tedavi stratejisi kolinerjik aktivitenin arttirilmasina
yonelik olmalidir. Kolinerjik noéronlar kortikal aktivite, biligsel fonksiyonlar, 6grenme,
bellek gibi hayati fonksiyonlar1 yerine getirmede rol oynamaktadir (6). AH’da kolinerjik
sistemde; kolin asetil transferaz eksikligi, kolinin sinaptik bosluktan geri aliminda
azalma, asetilkolin sentezinde azalma ve bunlara ek olarak asetilkolin reseptdrlerinde

degismeler s6z konusudur (7).

AH’nin tedavisinde FDA ve Saglik Bakanligimizca onayli ilaglardan rivastigmin,
donepezil ve galantamin etkilerini kolinerjik sistemde gostermektedir. Hastaligin
patogenezinde rol oynayan amiloid beta (AP), p-Tau, noérofibriler yumaklar gibi
parametreleri dogrudan hedef alan ilaglar heniiz tedaviye sunulmamistir. Ancak NMDA
antagonisti memantinin AP’y1 diistirdiigiine dair in vitro ve in vivo preklinik ¢aligmalar

mevcuttur (8, 9).

AH’ da beyinde mikroglial aktivasyon ve enflamatuvar yanitin arttigi in vivo preklinik
calismalarda gosterilmistir (10). Klinik olarak ise 2015 yilinda Alzheimer hastasi olan ve

saglikli kisilerin katildig1 bir ¢alismada; AH olan kisilerde mikroglial aktivitenin arttig



gosterilmistir. Ayn1 ¢alismada AH olan kisilerde glukoz metabolizmasinda diisme de

rapor edilmistir (10).

A (amiloid beta) 40" néron kaybi, ndron ve noritlerin dejenerasyonunu da kapsayan
norodejenaratif etkilerini degerlendirmek igin yapilan bir in vivo ¢alismada ApS si¢an
beynine enjekte edildiginde ndrotoksik etkiler olusturdugu goriilmistiir. Ayrica A5 40,
Ap 42 ve Ap 25-35 gibi farkli A fragmanlarinin sigan ve farelerde 6grenme ve bellegi
bozdugu ve norotoksik etkileri oldugu bildirilmistir (11, 12).

Noron hiicrelerinin programli 6limii AH” da goriilen ve hastaligin tedavisi i¢in 6nlenmesi
gerekenler arasinda ilk siralardadir. Programli hiicre 6liimii; oksidatif stres, glutamat
toksisitesi, biiylime faktorlerinin azalmasi, genetik mutasyonlar gibi faktorlerin etkisiyle
baglatilir. Hiicrede Ca*™ iyonlarinin agir1 birikmesi sonucu proapoptotik protein-4 (PAR-
4) aktive olur ve diger proapoptotik bir protein olan Bax’in mitokondri membraninda
apoptoz siirecini baglatmasina neden olmaktadir (13). Mitokondri ise sitokrom c salgilar.
Sitokrom ¢ kaspaz-9 u, kaspaz 9 da kaspaz-3 i aktiflestirerek apoptoza neden olur (13,
14). Kaspaz-12 ise endoplazmik retikulumda meydana gelen stresden dolay: aktive olur
ve hiicreyi apoptoza siiriikleyebilir (15). Glutamat reseptor proteinleri de hiicre igine Ca™
girisini ve kinazlarin aktivitesini arttirarak proapaptotik olarak rol oynayabilmektedir
(14).

Mitokondriyal  disfonksiyon, hiicreyi apoptoza kaspazlarin tetiklemesi ile
gotiirebilmektedir. Hiicre i¢ine asir1 miktarda kalsiyum girisi olursa ndronal nitrik oksit
sentetaz (NNOS) ve indiiklenebilir NOS miktar1 artar ve bunun sonucu olarak da kaspaz
3 proteini aktive olur ve apoptoz siireci baslar. Alzheimer hastalarinin beyinlerinde
mitokondri sayisinda azalma ve mitokondri organellerinin morfolojik yapisinda normale

gore degisimler gozlenmistir (16).

Nirtik oksit (NO") hiicreler arasi ve hiicre i¢i mesaj yolaginda, immiinitede ve vaskiiler
kas kasilmasinda 6nemli bir rol oynayan kisa yar1 dmiirlii ve kolay difiize olabilen bir
molekiildiir. NO™ 3 farkli enzim tarafindan (iNOS, nNOS, eNOS) sentezlenir. NO

ogrenme ve bellegin siirdiiriilebilmesinde, noronal plastisitede de rol oynamaktadir (17).

Dipeptidil peptidaz-4 (DPP-4), membrana bagli bir serin dipeptidazdir. DPP-4, glukagon
benzeri polipeptid 1 (GLP-1) ve gastrik inhibitor polipeptidin (GIP) yikilmasini saglar.
Adenozin deaminaz kompleks protein-2 ve CD26 (cluster of differentiation 26) olarak da



bilinen DPP-4, DPP-4 geni tarafindan kodlanmaktadir (18).Vildagliptin giiglii ve segici
DPP-4 inhibitorii bir ilag olup oral antihiperglisemik olarak diyabet tedavisinde
kullanilmaktadir. Vildagliptin DPP-4 enzimini inhibe ederek GLP-1 ve GIP yikilmasini
onler (19). Saksagliptin FDA tarafindan 2010 yilinda onaylanan ikinci oral dipeptidil-
peptidaz-4 (DPP-4) inhibitoriidiir ve tip 2 diyabet hastaliginda kullanilmaktadir.
Saksagliptin glukoza bagimli olarak insiilin saliverilmesini arttirir ve dolasimdaki

glukagon diizeyinin azalmasina neden olur (20).

Epidemiyolojik ¢alismalarda tip 2 diyabet ile AH arasinda bir baglanti oldugu rapor
edilmistir (21). DPP-4 inhibisyonu GLP-1 ve GIP yikimini azaltarak bu inkretin
hormonlarin diizeylerini artirmaktadir. GLP-1 ve GIP reseptorleri beyinde de eksprese
edilmektedir. GLP-1 ve GIP analoglarinin beyinde Af kaynakli sinaptik plasitise
azalmasina kars1 plastisiteyi geri artirma yoniinde etkilerinin oldugu gosterilmistir.
Ayrica GLP-1 ve GIP’in siganlarda noronal kok hiicre proliferasyonunu arttiricr etkisi

oldugu bildirilmistir (22).

Bu tez ¢alismasinda 4 yasindaki bir kiz ¢ocugunun kemik iliginden elde edilen ve daha
alt klonlar1 elde edilerek noron hiicresi ile asetilkolinerjik, adenozinerjik ve glutamerjik
aktiviteler bakimidan benzer 6zellik tagiyan ve in vitro bir¢ok caligmada néron hiicresi
morfolojisi ve anatomisi bakimindan benzer 6zellik gosterdigi i¢in kullanilan ticari SH-
SY5Y hiicreleri kiiltiir edilmistir. Oncelikle vildagliptin ve saksagliptinin SH-SY5Y
hiicreleri tlizerinde logaritmik konsantrasyon taramasi yapilmistir. Daha sonra ise
XCELLigence deneyi ile Ap toksisitesine kars1 farkli konsantrasyonlarda vildagliptin ve
saksagliptinin hiicre indeksine olan etkisi ger¢cek zamanli olarak kaydedilmistir. Hiicre
canlilig1 Alzheimer hastalifinda ¢ok 6nemli olan bir parametredir ve canlili§i koruyucu

etki hastaligin ilerlemesi acisindan kayda deger bir faktordiir.

Memantin, vildagliptin ve saksagliptinin SH-SYSY hiicrelerinde kaspaz-3, kaspaz-9,
kaspaz-12 ve fosforile tau (p-tau) ‘yu nasil etkiledigi western blot deneyi ile semi
kantitatif olarak tespit edilmistir. Ayrica amiloid prekiirsor protein (APP), PSEN1 ve
PSEN2’ nin mRNA diizeyinde ifadeleri ger¢cek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-
PCR) ile incelenmistir. Memantin, vildagliptin ve saksagliptinin mitokondriyal membran
potansiyeli (MMP) ve NO iizerine etkisi de floresan 1simanin multifonksiyonel

mikroplate okuyucu ile okunmasi ile tespit edilmistir.



Bu tezde AH tedavisinde 2003 yilindan beri NMDA antagonisti olarak kullanilan ve
hastaligin patolojisinde rol oynayan p-tau ve Af gibi parametreler iizerine de etkileri
oldugu gosterilen memantin ile sirastyla 2009 ve 2011 yilinda DPP-4 inhibitorii olarak
diyabet tedavisinde kullanima giren vildagliptin ve saksagliptinin yukarida anlatilan

parametreler lizerinden AH yolagindaki etkisi ve etki mekanizmasi aragtirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Demans ve Alzheimer

Demans terimi latince zihin anlamina gelen “mens” kelimesinin oniine bir olumsuzluk
eki getirilmesiyle olusturulmustur ve beyni etkileyen bozukluklarin neden oldugu
belirtiler biitiiniinii tanimlamaktadir. Demans; hafiza, konusma, diisiinme, ¢cevreye uyum,
yargilama, anlama, 6grenme ve hesaplama gibi biligsel fonksiyonlarda gerileme ile
karakterize bir durumdur (23). Demansin en sik goriilen formlart Alzheimer hastalig

(AH), vaskiiler demans, Lewy cisimcigi hastalig1 ve 6n sakak demansidir.

1906 yilinda Alman bilim adami1 Alois Alzheimer’in adini verdigi AH nin patolojik
karakteristikleri olarak kabul edilen beyinde amiloid beta (Af) plaklart ve norofibriler
yumaklar1 (NFY) ilk defa postmortem beyinde tanimlamistir (24). Alzheimer, 51 yasinda
6len hastasinda 5 yil boyunca ilerleyici hafiza kaybi, haliisinasyon, deliizyon, konusma

ve davranig bozukluklart gézlemlemistir (25).

AH diigiinme yeteneginin kaybi olarak da ifade edilen yaglilik demansinin en sik goriilen
sebebidir. Tim demans olgularinin %50-70 ‘ini  Alzheimer hastaligi (AH)
olusturmaktadir. AH nin baglica semptomlar1 arasinda hafiza kaybi, diisiinme ve biligsel
fonksiyonlarda gerileme ve hastaligin ilerleyen donemlerinde giinliik yasamsal
aktivitelerin dahi yerine getirilmesinde yetersizlikler yer almaktadir (23). Erken (65 yas
alt1) ve geg (65 yas listii) baslangich olmak tizere iki AH formunda da beyinde Ap, p-tau
proteini gibi molekiillerin birikmesi, ayrica kronik oksidatif strese maruziyet,
mitokondriyal fonksiyon bozuklugu, ndrofibriler yumaklarin birikmesi, hormon
dengesinde bozulmalar, enflamasyon, kalsiyum miktarinda dengesizlikler ve genetik bazi

parametrelerin rol oynadigi bildirilmistir (26).

AH’nin etiyolojisi tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte genetik ve g¢evresel

etmenlerin rolii hastaligin ortaya ¢ikmasinda énemli bir yerdedir (27). Ilerleyici ve yaygin



bir nérodejeneratif hastalik olmasina ragmen heniiz ilerlemeyi Onleyici ve patolojik

tabloyu geri ¢eviren etkili bir radikal tedavi bulunamamustir.

2.1.1. Epidemiyoloji

AH’ nin 65 yasindan sonra yaslanma ile paralel artis gosterdigi ve her 5 yilda bir bu riskin
katlandig1 gosterilmistir. Diinya Saglik Orgiitii’niin (World Health Organization, WHO)
2012 verilerine gore diinyada yaklasik 35,6 milyon Alzheimer hastasi vardir. Bu rakamin
2030 da iki katina ¢ikmasi beklenirken, 2050 de 115,4 milyon civart Alzheimer vakasi
beklenmektedir (23). 2016 verilerine gére Amerika Birlesik Devletlerinde (A.B.D) 5,4
milyon Alzheimer hastasi vardir ve 2050 de bu rakamin 13,8 milyona ulasacagi tahmin
edilmektedir ve her yil 1 milyon civar1 kisiye yeni Alzheimer teshisi konulacagi

ongorilmektedir (2).
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Sekil 2.1.1900-2050 yillar1 arasinda A.B.D de gozlenen ve beklenen Alzheimer hastaligi
vaka sayisi (2).

TUIK verilerine gore iilkemizde AH’dan hayatin1 kaybeden yaslilarm oranm 2010 yilinda
%?2,7 iken bu oran 2014’te yilinda %4’e ylikselmistir. AH’dan 6len yaslilarin oran1 2010
yilinda erkeklerde %2,2, kadinlarda %3,3 iken; bu oranlar 2014 yilinda sirasiyla %3,2 ve
%4,7’ye ulasmustir (28) .



2.1.2. Etiyoloji

AH patolojisinde NFY, Ap ve senil plaklarin saptanmasi kesin tani i¢in yeterli degildir.
Ciinkii bu parametreler hem fizyolojik yaslanmada, hem de AH disinda diger dejeneratif
hastaliklarda da goriilebilmektedir. Bunlarin yani sira noron ve sinaps kayiplart,
ndritlerde (aksonal ve dendritik) morfolojik degisiklikler, kortikal kolinerjik aktivite ve
diger norotransmitter sistemlerinde goriilen kayiplar AH’ nin nedenlerini olusturmaktadir

(23).

AH; mendelyan kalitima uygun genetik gecisli tiplerinin yaninda, hastalik yolagindaki
birgok etkenin dogrudan ve dolayli olarak etkilerinin olmasi1 sebebiyle kompleks bir
hastaliktir. AH nin klinik tanisi i¢in yayinlanmis olan ve bugiin yaygin bi¢cimde kullanilan
NINCDS-ADRDA (National Institute of Neurological and Communicative Disorders and
Stroke-Alzheimer*s Disease and Related Disorders Association) ve DSM-1V (Diagnostic
and Statistical Manual of Mental Disorders, 4th edition) kistaslarina gore hastaligin
semptomlari arasinda bellek bozuklugu, afazi, 6grenilmis davranislar1 yapmada gerileme,
algilamada bozukluk bulunmaktadir (29). Son yillarda hastalik patojenezini aydinlatmaya
yonelik bir¢cok calisma yapilmis ve tiim genom analizleriyle aday genler bulunmaya
calisilmigtir. AH genetik agidan gesitlilik gosteren poligenetik bir hastaliktir. PSEN1,
PSENZ2 ve APP genlerindeki mutasyonlar hastaligin otozomal dominant (OD) gecisinden

sorumludur (30).
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Sekil 2.2. Alzheimer hastalig1 nedenlerinden ailesel erken baslangicli AH, Ailesel geg
baslangi¢li AH, sebebi bilinmeyenler (31)



Cinsiyet AH’ da tartigmal1 bir risk faktoriidiir. AH prevalansinin kadinlarda erkeklere
gore daha fazla oldugu yoniinde bildirilen epidemiyolojik ¢alismalar vardir (32). AH
riskinin kadinlarda erkeklerden daha yiiksek olmasinin nedeni kadinlarin omiirlerinin
erkeklere gore daha uzun olmasindan kaynaklanabilir. Bununla birlikte beyinde
norotrofik faktor olarak da islev goren Ostrojenin kadinlarda menopoz sonrasi
iiretilmemesine karsin, erkeklerde yasam boyunca testosteronun Ostrojene ¢evrilmesi,
AH’nin erkeklerdeki prevalansinin az olmasinin sebebi olabilirmektedir. Epidemiyolojik
caligmalarda post-menopozal donemde Ostrojen replasmani kullanan kadinlarda

kullanmayanlara gore demans prevalansinin daha diisiik olmasi bu tezi desteklemektedir
(32).

2.1.3. Noropatoloji

AH da hipokampiisten baslayan, pariyetal ve frontal loblara dogru ilerleyen ve son
asamada tiim beyni etkileyen atrofi ve ndron kaybi goriiliir. Fizyolojik yaslanmada
amiloid plak hipokampusta bulunurken, AH da neokortekste norofibriler yumaklar
goriilmektedir (33).

AH’da klinik bulgular tan1 ve tedavide 6nemli bir yer tutsa da tek bagina tedavi stratejisini
belirlemede yeterli degildir. Ayn1 zamanda bulgularin néroanatomik dagilimlari ve
saptanan diizeylerine bagl klinik degerlendirmeler de goz Oniinde bulundurulur.
Norofibriler yumaklar, amiloid plaklar, p-tau, noérodejenerasyon ve ndron kaybi,
kolinerjik yolakta degismeler ve sinaptik yolaktaki disfonksiyonlar AH’da 6ne ¢ikan
patolojilerdir (24).

Noron iskeletinin sagkalimi acisindan kritik role sahip tau proteini, noroplasisitede de
gorev almaktadir. Tau’nun hiperfosforile olmasi norodejenerasyona ve patolojinin

gelismesine neden olabilmektedir (34).
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Sekil 2.3. Sinir hiicresi lizerinde amiloid plaklar ve ndrofibriler yumaklarin goériiniimii

(33)

2.1.3.1.Norofibriler Yumaklar

AH’da noron kaybi entorinal korteksten baslar ve limbik sistemi terkettiginde siiperior
temporal sulkusta tespit edilebilir. Noron kaybi hastalikta ilerleyici bigimde devam
ederken genel anlamda NFY artis1 ile noron sayilarinin azalmasi arasinda anlamli baglanti
saptanmisgtir. Ancak noron 6liimii tek bagina NFY’den sorumlu tutulamaz. Subkortikal
cekirdekler gibi NFYlerin bulundugu bdlgelerde noron kaybi olmayabilirken, NFY ’lerin
az sayida oldugu ya da hi¢ bulunmadig1 bolgelerde de agir néron kaybi goriilebilmektedir
(35).

Mikrotiibiile bagli olan tau proteini hiperaktif kinazlar (6zellikle glikojen sentaz kinaz 34
(GSK3p)) ve/veya hipoaktif fosfatazlarin (6zellikle protein fosfotaz 2A (PP2A))
varliginda hiperfosforile olarak mikrotiibiillerden serbestlenir. Serbest tau patolojik
olarak katlanarak oligomerlesir. Oligomerler ¢ift sarmalli ipliklere (paired helical
filament, PHF), PHF ise 1s1 soku proteinleri (heat shock proteins,HSP) ve proteozomal
ubikutinizasyon sistemi araciligiyla NFY’lere hapsolurlar. Cift sarmalli iplikler 1s1 soku
proteinleri ve baslica ubikutin proteozom sistemlerinin devreye girmesiyle giderek
intrandronal NFY’lere doniisiirler. Hiicre dliimiiyle ortaya ¢ikan ekstraseliiller NFY’ye
“hayalet yumak™ ad1 verilir. Norofibriler yumaklardan hayalet yuamaga gecisin uzun bir
stirede oldugu diistiniilmektedir (36).
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Sekil 2.4. Mikrotiibiil deformasyonu ve norofibriler yumak olugsmasinda gézlenen olaylar

(36).

2.1.3.2. Amiloid Plaklar

Ap 21. kromozomda kodlanan bir transmembran protein olan APP’ den proteolitik kesimi
ile olusur. Af beyinde fizyolojik sartlarda iiretilen ve patolojik formlarina nasil doniistiigii
heniiz tam olarak kanitlanmamis uzun zincirli bir peptittir. AS’ nin fibril, monomer ve
oligomer formlar1 normal fizyolojik sartlarda denge halindedir. Ancak oligomer formu
digerlerine gore daha norotoksik oldugundan oligomer formunda olugabilecek bir artis
norodejenerasyonla sonuglanabilmektedir (37). AS ’nin beyine akut enjeksiyonu ya da
devamli inflizyonu O6grenme, bellek bozulmasi ve noérodejenerasyona neden oldugu
preklinik ¢alismalarda gosterilmistir (12). Ayrica Alzheimer hastalarmin beyinlerindeki
noropatolojik degisikliklere benzer sekilde mikroglial aktivasyon ve enflamatuvar yanit
gosterilmistir. Yapilan ¢alismalarda da Ap 40, AS 42 ve Ap 25-35 gibi farkli Ap
fragmanlarinin sigan ve farelerde 6grenme ve bellegi bozdugu ve norotoksik etkileri

oldugu gosterilmistir. Af fragmanlarinin norotoksisitesinin yasa baglt oldugu da
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bildirilmistir (11, 12). AH’deki amiloid plaklar farkli morfoloji gosterebilir ancak ana
bileseni amiloid beta peptittir.

APP knock-out farelerde énemli bir morbidite ya da mortalite gézlenmemekle birlikte,
APP’nin ndrotrofik ve ndroprotektif aktivitesi olabilecegini belirten ¢aligmalar mevcuttur
(38). 770 aminoasit igeren APP’nin hiicre i¢i karboksi ucu, membran igerisinde seyreden
28 amino asitlik boliimii ve hiicre dis1 amino ucu vardir. A, APP’nin membran igi 28
amino asitlik bolgesini de i¢eren bir pargasidir. APP bir dizi proteolitik enzimle kesilerek
metabolize edilir. Alfa sekretaz, APP’yi keser ve bu kesim sonucunda sAPP adi verilen
hiicre-dis1 yeni bir protein meydan agelir. Bu molekiiliin hiicre kiiltiirlerinde noéronlar
tizerine norotrofik olumlu etkileri oldugu gosterilmistir (34, 39). APP’yi amino ucundan

[-sekretaz ve karboksi ucundan y-sekretaz boler ve tiriin olarak Af olusur.

SH-SYS5Y hiicreleri tizerinde yapilan bir in vitro galismada; AS1-42 oligomerleri hiicre
canliligin1 konsantrasyona bagimli olarak uygulama sonrasi 24. saatte diisiirmiistiir. Bu
calismada Af1-42 oligomerleri 25 pM olarak hiicrelere uygulanmis ve hiicre canliligini

kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde %50 civarinda diistirmiistiir (40)

2.1.3.3. Fosforile Tau

Mikrotiibiil stabilitesinin saglanmasi ve bu stabilitenin devaminda tau proteini; aksonal
morfoloji, bitylime ve polaritede kritik bir rol oynar (41). Bir¢ok fosforillenme bolgesi
iceren tau proteini hiperfosforile oldugunda mikrotiibiillere yeterli oranda baglanamaz ve
birikip agregatlar halinde PHF lere doniisiir ve ardindan ndrodejenerasyon siirecine
katkida bulunur (42).

Transgenik farelerde lityumun GSK3a ve GSK34’ y1 inhibe ettigi ve tau patolojisini
azalttigr bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada arastirmacilar fosforile (Ser-9) GSK3p ve
fosforile (Ser-473) Akt diizeylerini de 6l¢miis ve lityumun bu proteinlerin ekspresyonunu
azalttigini tespit etmislerdir (43, 44). Fosfodiesteraz enzim inhibitorii aktivitesi olan
kafein ise GSK3p yi inhibe ederek Ag transgenik hayvanlarda Ap tiretimini azaltmaktadir
(45). Bu calismalar1 yiiksek miktarda kafein tiiketen kisilerde AH insidansinin diisiik

bulundugu yoniinde bildirilen epidemiyolojik arastirmalar desteklemektedir (46).



13

Preklinik ¢aligmalarda intranazal insiilin kullaniminin siganlarda GSK3p aktivitesini
azalttig1 gosterilmis ve ayn1 zamanda fosforile tau’nun da azaldig1 da gézlenmistir (47).
2012 de yiritilen bir klinik ¢alismada intranazal insilin kullaniminin kognitif
fonksiyonlart olumlu etkiledigini rapor etmistir (48).

Ikincil mesajcilarin uyarimi post sinaptik nérondaki tiim intraseliiler proteinleri oldugu
gibi tau’yu da protein kinazlarin aktivitesiyle fosforile eder ve fosforile tau mikrotiibiilden
ayrilir. Tau proteini, noronal aktivitenin devaminda fosforile formundan fosfatazlar
araciligiyla defosforile edilmelidir. Clinkli yeniden mikrotiibiile baglanarak mikrotiibiil
stabilitesine katkida bulunabilmesi igin defosforile halde olmalidir (34). Baglanmamis
hiperfosforile tau monomerleri fiziksel durumlarini degistirerek kendi {izerlerine
katlanirlar (patolojik katlanma) ve toksik oligomerlere doniisiirler. Tau oligomerleri bir
sonraki asamada yine toksik ¢6ziinemeyen ¢ift sarmalli ipliklere polimerize olurlar ve
sonrasinda HSP ve baslica ubikutin proteozom sistemlerinin devreye girmesiyle giderek

intrandronal NFY’lere donisiirler (41).

—Ta Mikrotiibiil
&= Fosforile Tau o=
e= =8 S =,
—_— T = =
=T;1im&1-’= g0 Norofibriler yvomaklar

Tav fosfataz

= 7 X

Sazlikls akson Alzheimer
hastalifinda akson

Sekil 2.5.Tau proteinlerinin fosforilasyonu ve mikrotiibiil stabilitesindeki rolii (41)

2.1.3.4. Norodejenerasyon ve noron kaybi
AH da noérodejenerasyon ve ndron kaybi hastaligin gelismesinde hem nedendir hem de

A birikimi (49), p-Tau artis1 (50), norofibriler yumaklar (35), apoptozda rol oynayan
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peptidlerin artis1 (51), glukoz toksistesi (52) gibi parametrelerin olusturdugu sonugtur.
Norodejenerasyon ve ndron kaybina neden olan yukarida sayilan parametreler tezin diger

boliimlerinde basliklar halinde ele alinmustir.

2.1.3.5. Kolinerjik Yolakta Degismeler

AH’da kolinerjik néronlar ana norotransmitter saglayici rol iistlendikleri i¢in hastaligin
patojenezinde kolinerjik kayip iyi fark edilerek tedavi stratejisi ona gore yiiriitilmelidir.
Bu noronlar kortikal aktivite, bilissel fonksiyonlar, 6grenme, bellek, uyku-uyaniklik
dongiisii gibi hayati fonksiyonlar1 yerine getirmede rol oynamaktadir (6). AH’da
kolinerjik sistemde; kolin asetil transferaz eksikligi, kolinin sinaptik bosluktan geri
aliminda azalma, asetilkolin sentezinde azalma ve bunlara ek olarak asetilkolin
reseptorlerinde morfolojik degismeler s6z konusudur (7).

Hipokampiis ve neokortikal yolakta eksitator olarak NMDA reseptorleri iizerinden
uyarici rol oynayan glutamat; kognisyon, 6grenme ve bellek iizerinde 6nemli bir etkiye
sahiptir. AH’da ekstraseliiler sivida glutamat artis1 meydana gelmekte ve bu artisin da
eksitotoksisiteye neden oldugu varsayilmaktadir (53). Bozulmus insiilin sinyali ile
birlikte mitokondriyal disfonksiyon ve reseptér anomalileri glutamatin fizyolojik
konsatrasyonda bile eksitotoksisite gdstermesine neden olabilmektedir (54).

Gama amino biitiriik asit (GABA), histamin ve serotonin sistemindeki degismeler de
Alzheimer patolojisine neden olmakta, tedavi ise bu ndrotransmiterlerin modiilasyonu ile
ancak semptomatik olabilmektedir (55).

FDA tarafindan 4 adet asetilkolin esteraz (AchE) inhibitorii ilag (takrin, donepezil,
rivastigmin, galantamin) onay almis ve asetilkolin yikimini inhibe ederek AH tedavisinde
kullanilmaktadir. Ancak bu ilaglardan takrin hepatotoksik oldugu i¢in kullanimi kisithdir
(56). Kolinerjik transmisyon ayni zamanda norojenezde de rol oynamaktadir ve klinik
caligmalarda ve deneysel hayvan arastirmalarinda asetilkolin esteraz inhibitorii ilag
kullaniminin oksidatif stresi azalttigi bildirilmistir (57).

Dogal bir alkaloid olan ve Huperzia serrata dan elde edilen huperizin A asetilkolin
esteraz inhibitdrii etkisinin yani sira APP metabolizmasi iizerine de etkili bulunmus ve

noroprotektif etkisinin olabilecegi rapor edilmistir (58).
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2.1.3.6. Sinaptik Yolaklarin Deaktivasyonu, Sinaps Kaybi ve Noroplastisite

Sinaps kaybi, kortikal biyopsi 6rneklerinde klinik demans vakalarinda, néron kaybindan
daha kuvvetli iligski gosteren yapisal degisikliklerin 6nemli bir kismini1 olusturmaktadir.
Sinaptofizin gibi sinaptik proteinlerin miktarlarnin da AH ile iliskili oldugu
gosterilmigtir. Primer hasarin ozellikle de intraseliler ¢oziilebilir Af  oligomeri
araciligiyla sinapslarda olmasi ve bozuklugun retrograd olarak hiicre gévdesine taginarak,
NFY olusumu ve sonugta hiicre 6liimiine yol ac¢tig1 diistiniilmektedir (59-61).

Apo-E’nin ndronal plastisite, yenilenme ve onarimda rol oynadigi, bu islevlerde &4
allelinin, €2 ve €3 allellerine gore daha basarisiz olduguna iligkin kanitlar da mevcuttur.
Kafa travmasi, serebrovaskiiler hastalik gibi beyin hasarlarindan sonra €4 tastyicilari daha
kotii prognoz gosterirler. APOE €4 varligi ayni zamanda, AH patolojisine katkida
bulunabilecek hiicre iskelet bozukluklari, diisiik glukoz kullanimi, mitokondriyal
disfonksiyonlar ile de iligkilidir (62, 63).

2.1.4. Alzheimer Hastah@inda Genetik Risk Faktorleri

AH karmagik bir hastaliktir ve farkli kromozomlarda bulunan birgok gen hastaligin
seyrinde rol oynamaktadir. Molekiiler tan1 koymada AH’da rolii olan genlerin
arastirilmast ve yeni genlerin tanmimlanmasi onemli bir yer tutmaktadir. Ciinki
norodejenerasyon ve hastaligin semptomlarinin gelismesinde bu genlerin kodladiklar
proteinler rol oynamaktadir. EBAH’da APP, PSEN1 ve PSEN2 genlerinde mutasyonlar
hastalik i¢in Onemli risk faktorlerinden olan Ap1-42 olusmasini tetiklemekte ve

sonrasinda nérodejenerasyon ve apoptozis siireci baglamaktadir (64-67).

Tablo 2.1. Alzheimer hastaliginda rolii olan genler ve lokasyon bolgeleri (64)

Gen ad1 Gen sembolii | Kahitim Gen lokasyonu

Amiloid  Prekiirsor | APP Otozomal 21921.3

Protein dominant

Presenilin 1 PSEN1 Otozomal 14q24.2
dominant

Presenilin 2 PSEN2 Otozomal 1g42.13
dominant
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2.1.4.1. Amiloid Prekiirsor Proteini Geni

AH patolojisinde 6nemli bir yeri olan APP, PSEN1 ve PSEN?2 ile iligkili olup programli
hiicre 6liimiinde rol almaktadir. 21. kromozomda bulunan APP geninin fazla miktarda
ekspresyonunun Af 1-42 miktarint arttirdigi diistiniilmektedir. Down sendromlu
hastalarin Alzheimer patolojisi bulgular1 (senil plaklar, norofibriler yumaklar) down
sendromlu olmayanlara gére daha fazla rapor edilmistir (68). Bu bulgular APP geninin
fazla miktarda ekspresyonunun AH ile baglantili olabilecegini diisiindiirmiistiir. Ciinkii
Down sendromlu kisilerde 21. kromozom anomalisi (21. kromozom 3 adet) mevcuttur ve

APP’ nin yiiksek diizeyde iiretildigi rapor edilmistir (69).

APP geni APP proteinini kodlayan 19 ekzon bulundurur. Transkripsiyon ve alternatif
birlesmeleri takiben en az 5 Af sekansi igceren APP izoformu tanimlanmistir (70). Ancak
3 ve 17. ekzonda 21 mutasyon olsa bile APP nin AH igin diisikk risk faktorii
olusturmaktadir (12). Clinkii APP artmasi AH’nin gelismesinde tek etken degildir ve
ayrica APP proteolizinde rol oynayan alfa, beta ve gamma sekretaz enzimlerinde gériilen

patojenik mutasyonlarin rolii de gz ardi edilmemelidir (71).

:Sarmal transmebran sitozol

bélmesi
Eksktraseliiler alan AB40 > A

A '
r - Al

(18-670) --‘ﬁnnnlnscnvnngg\x.vrnnvcsnbummccvv\x\a\mw xvmvux'.‘l_x--(72(>-770)

f f t

Beta sekretaz Alfa sekretaz Y
Gamma sekretaz

- - -

Sekil 2.6. Amiloid prekiirsor proteininin par¢alanma bolgeleri (72)

2.1.4.2.Presenilin 1 Geni

PSENL1 geni 14. kromozomda lokalizedir ve zar proteini olan 467 amino asit igeren
PSEN1’ i kodlamaktadir. PSEN1 geninde 180 den fazla mutasyon gozlenmis ve
AEBAH’da risk faktorii olarak kabul edilmektedir (71). PSEN1 geni mutasyonu olan
kisilerde Alzheimer semptomlar1 40-50 yaslarinda ortaya ¢ikmaktadir ve bu kisilerde
amiloid beta 1-42 formu ve 1-40 formu artmistir. Bir bagka veri de Af 1-42 formunun

arttigi, 1-40 formunun azaldig1 yoniindedir (73).



17

Do P
symdrome, | AP i
'

i

|_ PSENZ :

i

| BSENT i LAPDE + DMger genle
H
" 4 H ——

i i i 1 t —
| 40 | | 50 | : Yas (Villar)
;
1
1

EBAH Eﬁj GBAH

Sekil 2.7. Erken baglangich ve geg¢ baslangiclt Alzheimer hastaliginda presenilin 1,
presenilin 2, Amiloid prekiirsor protein ve ApoE nin rolleri (71)

Preseniline bagli hiicre 6liimiiniin beta katenin sinyal yolagiyla da iliskili olduguna dair
calismalar mevcuttur. Primer noron hiicre kiiltiiriinde azalmis beta katenin sinyalinin
Af’ya baglt apoptozu tetikledigi gosterilmistir. Ayrica PSEN1 mutasyonu olan
Alzheimer hastalarinin beyinlerinde beta katenin degredasyonunun belirgin bir artis
gostermesi de bu hipotezi desteklemektedir. PSEN1 geni susturulan transgenik
Alzheimer modeli olusturulmus farelerde de beta katenin degredasyonunda artma
gozlenmis, bunun da hiicresel dayanikliligi azaltip hiicreyi apoptoza gotiirdiigi
diistinilmiistiir (74). Ap1-42’nin néron dayaniklihigini azalttigr bilinmektedir (75). Beta
Katenin protein diizeyi diisiisii primer rat hipokampiis hiicre kiiltiiriinde arastirilmas,
sonugta beta katenin proteini inhibe edildiginde Af1-42 fibrillerinin hiicreyi apoptoza
stirliklemesi beta katenin proteini inhibe edilmeyen yabanil tip gruba gére anlamli bir artig

gostermistir (74).

Wnt sinyal yolagi ve diger sinyal yolaklarinda beta katenin degredasyonu hiicre sagkalimi
acisindan kritik bir role sahip oldugu (76) goz oniine alindiginda PSEN1 geninin beta
katenin degredasyonunu diizenlediginin kanitlanmast AH’nin tedavi stratejisi agisindan

onemli oldugunu diistindiirmektedir.
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Sekil 2.8. Presenilin 1’in biyolojik, molekiiler ve hiicresel islevleri (77)

2.1.4.3.Presenilin 2 Geni

PSEN2 geni, 448 amino asit tasiyan membran proteinini kodlamaktadir. Bu protein
gamma sekretaz enziminin fizyolojik ¢alismasina katkida bulunmaktadir. PSEN2 gen
mutasyonu PSENI1 e gore daha seyrek goriilmektedir. Her iki gende de olusabilecek
mutasyonlar gamma sekretaz enzimini etkiler ve APP proteinden toksik Ag1-42 ve AS1-

40 iirtinlerinin olugmasina neden olabilmektedir (30).

PSEN2 geninde bir kodonu degistirerek farkli bir amino asit kodlanmasina neden olan
mutasyon (missense) saptanan kisilerde bu mutasyonu gelecek nesillere aktarma
goriilebilmektedir. PSEN2 gen mutasyonu olan kisilerde ailesel AH sik gériilmemektedir.
Frontotemporal demans, meme kanseri, demans ile birlikte goriilen Parkinson hastaligi,
Lewy cisimsikli demans, dilate kardiyomiyopati hastaliklarinda PSEN2 mutasyonu
saptanmustir (78). PSEN2 mutasyonunun bu hastaliklarda goriilmesinin nedeni heniiz tam
aydinlatilamamis ancak hastaliklarin bir birleriyle baglantili olup olmadigi sorusunu akla

getirmistir.

PSEN2 mutasyonu tasiyan bireylerde AH, PSEN1 mutasyonu olan kisilere gore daha geg
yillarda ortaya ¢ikmakta (39-83 yas), fakat ortaya ¢ikma zamani da aile igindeki
bireylerde degiskenlik gostermektedir (65, 79, 80).
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Sekil 2.9.Presenilin gen mutasyonlarina 6rnekler (81)

2.2. Alzheimer Hastah@inda Tedavi

AH tedavisinde, hastaligi tamamen yok edecek veya ilerlemesini tamamen durduracak,
norodejenerasyonu  patolojik  sinirlardan  uzaklastiracak  bir yontem  heniiz
gelistirilememistir. 2002-2012 yillar1 arasinda AH da endike olabilecek 244 adet ilag
aday1 klinik calismalarla test edilmis ancak bu ilaglardan yalnizca bir tanesi testleri
gecmeyi basarmustir. Ila¢ gelistirmede karsilasilan; yiiksek maliyetler, uzun zamana
yayilan arastirmalar, beynin anatomik yapist (6rnegin kan beyin bariyeri) gibi durumlar

tedaviye yeni bir ilacin kazandirilmasinda siiphesiz asilmasi gereken gii¢liiklerdir.

FDA ve iilkemizde de Saglik Bakanlig1 tarafindan onaylanmig AH tedavisinde kullanilan
ila¢ yalnizca 5 tanedir. Bunlardan 4 ii kolinestereaz inhibitdrii (rivastigmin, galantamin,
takrin, donepezil) digeri de NMDA reseptor antagonisti (memantin) ilag kategorisindedir.
Bu ilaglarin timii de hastaligin radikal tedavisinde heniiz tam basar1 saglayamamistir (1).
Ayrica monoamin oksidaz tip-B inhibitorii Parkinson tedavisinde kullanilan selejilinin de

AH’de tedaviye yardimci olarak kullanilabilmektedir (82).

Memantin non-kompetitif NMDA-reseptor antagonistidir ve bu reseptorlere diisiik-orta
dereceli afinite gosterir ancak yiiksek konsantrasyonda sinaptik plastisiteyi inhibe
edebilir. Memantinin glutamat aracili eksitotoksisiteden ndronlar1 koruyacagi bunu
yaparken de kognitif fonksiyon icin gerekli fizyolojik NMDA reseptor aktivasyonunu

onlemedigi distiniilmektedir. Asetilkolinesteraz inhibitérleri ile karsilastirildiginda
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memantinin sadece hafif-orta demanslarda degil siddetli evrede de yararli olabilecegi
degerlendirilmektedir (4, 5).

Alternatif tip yontemlerinden AH’da Ginkgo biloba L., alfa tokoferol (E vitamini), L-
karnitin gibi maddeler en ¢ok arastirilan ve kullanilan segenekler arasindadir. (83-85).
Son yillarda beyin proteolizati da yurt disinda AH’da endike ila¢ kategorisinde yer
almaktdir. Ulkemizde ise Yurt Dis1 ilag Fiyat Listesi’nde bu bilesim yer almakta ve hekim
regetesi ile Tiirk Eczacilar Birligi (TEB) tarafindan hastalara temin edilebilmektedir (86).

aktif ve pasif’

ast teknikleri
2 ' HSP90
(1.4 1nh1b1t 31l
Tau azalnlmas: b».—’ J . = en
< ) }’)" Taukinaz |
L7 inhibitorleri »V

/

\\ T

o/ B
= ;:-Z /:-- sl Mikrotiibiil Efl-x~'~
entritik tau 7 2 Tau montaj stabilizerler N
blokerler inhibitorleri
Otofaji —a Jl; “

hizlandincilar + | Antioksidan
ve mitokondrial
stratejiler

Sekil 2.10.Alzheimer hastaliginda tedavi stratejileri (3)

2.2.1. Semptomlar: Giderici Tedavi

AH semptomlarindan en yaygin olanlar unutkanlik, konugma bozuklugu, diisiinme ve
karar vermede giigliik sayilabilir. Hastaligin ilerleyen donemlerinde ise bu semptomlar
daha da belirginleserek giinliik kisisel bakiminda bile yardima muhtag¢ hale gelinebilir.
Bazal 6n beyinde kolinerjik noronlarin dejenerasyonu hipokampus ve neokorteksteki
presinaptik kolinerjik terminallerde bozukluga neden olmaktadir. Tedavide kolinerjik
aktiviteyi arttirmak amaglanir ve bunun igin de sinaptik aralikta asetilkolini pargalayan
AChE inhibe edilir. AChE inhibitorleri olan donapezil, rivastigmin ve galantamin

Alzheimer hastaliginda hafif-orta evre icin klinik kullanimi Saglik Bakanligi ve FDA
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tarafindan onaylanan ilaglardir. Donapezil, rivastigmin ve galantamin selektif AChE
inhibitorleridir (1).

2.2.2. Yeni Tedavi Yaklasimlari

Alzheimer hastaliginda FDA tarafindan onaylanan ve iilkemizde de hekimler tarafindan
recete edilebilen ilag sayisi ¢ok kisithdir. Yaslanan diinya niifusuyla birlikte artan
Alzheimer hastaligina kars1 yeni ve giincel tedavi segenekleri arastiriimaktadir. Asagidaki
tabloda preklinik ve klinik asamada olan molekiillerin listesi verilmistir. Listede
molekiillerin etki mekanizmalari ve giincel olarak bildirilen klinik faz asamasi da
verilmigtir. Molekiillerin etki mekanizmasinin referans alindigi kaynaklar son siitunda

belirtilmistir.

Tablo 2.2.Alzheimer hastaliginda klinik ve preklinik asamada olan ilaglar ve etki

mekanizmasi
Molekiil Etki Mekanizmasi Hangi asamada Kaynak
SGS742 GABAerjik modiilasyon Faz | (87)
Etazolate GABAerjik modiilasyon Faz IV (88)
Alfa sekretaz artist
PDE-4 inhibit6rii
Lecozotan Serotonin reseptor modiilasyonu Faz | (89)
Velusetrag Serotonin reseptoér modiilasyonu Preklinik (90)
iizerinden Ap lizerine etki
SB-742457 Serotonin reseptor modiilasyonu Faz Il (92)
Ro0-4368554 Serotonin reseptoér modiilasyonu Preklinik (92-94)
SB-258585
SB-399885
MK-0249 Histamin reseptor modiilasyonu Faz Il (95)
SCH58261 Adenozin reseptoér modiilasyonu Preklinik (96)
Silostazol (anti platelet Adenozin reseptér modiilasyonu Faz I (97)
etkili-FazlV)
Melatonin Noropsikiyatrik diizenleme Aragtirma (98)
asamasinda




Lityum Tau proteini modiilasyonu Preklinik (99,
Valproat 100)
Kafein GSK3p protein deaktivasyonu ve | Preklinik (101)
Af modiilasyonu
Tideglusib(NP031112) GSK3p protein deaktivasyonu Faz Il (102)
SRN-003-556 GSK3p protein deaktivasyonu Preklinik (103)
SB216763 GSK3p protein deaktivasyonu ve | Preklinik (104)
tau proteini defosforilasyonu
Bezafibrat Tau proteini defosforilasyonu Preklinik (105)
Intranazal insiilin Kognitif fonksiyon modiilatorii Klinik arastirma (106)
Sodyum selenit (Ve-015) | Protein fosfataz 2Aaktivasyonu Faz Il (107)
Paklitaksel Mikrotiibiil stabilizasyonu, Preklinik (108)
aksonal transport ve motor
fonksiyon modiilasyonu
Epothilone D Mikrotiibiil stabilizasyonu Aragtirma (109)
asamasinda
Astemizole Tau proteinine baglanarak tau-tau | Preklinik (110)
Lansoprazol etkilesimini 6nler
Semagacestat Gama sekretaz modiilasyonu Faz III de yasakland1 | (111)
Kurkumin HSP 90 inhibisyonu Preklinik (112)
AADvacl tau peptide-KLH-konjugati Arastirma (113)
(immiinoterapi) asamasinda
Etazolat Alfa sekretaz aktivasyonu Aragtirma (114)
asamasinda
Epigallokatesin-gallat Alfa sekretaz aktivasyonu Aragtirma (115)
asamasinda
Epigallokatesin-gallat Antioksidan Faz Il (116)
Bryostatin 1 Protein kinaz C aktivasyonu Faz Il (117)
Flurbiprofen Gama sekretaz modiilasyonu Preklinik (118)

22
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2.2.3. Diyabet ve Alzheimer Hastah@inda Ortak Patolojiler

2.2.3.1.Inflamasyon

Mikroglia hiicrelerinin aktive olmasi ile sitokinlerin salgilanmasi; kompleman sistemin
aktive olmasi ile inflamasyon sistemi devreye girer. A oligomerinin ileri glikasyon son
tiriinleri, reseptorii (RAGE) ile baglanarak merkezi sinir sistemi (MSS) icerisinde yer alan
baslica pro-inflamatuar sinyalleme sistemi olan aktive B hiicrelerinin kappa hafif zincir
giiclendiricisi niikleer faktoriinii (NF-kB) tetiklemesinin AH’da inflamasyona yolagtigi
bildirilmektedir. Ayrica AH da goriilen ndéron 6limii sonucu inflamasyon siirecinin
tetiklenmesi de bir diger faktordiir (119).

Post mortem beyin otopsisinde proinflamatuvar sitokinler ve kompleman aktivasyon
tirtinleri gibi enflamasyon mediyatorlerinin arttigi gézlenmistir. AH ile iligkili bulunan
sitokinler; doniistiiriicii biiylime faktorii f (TGF- f), timor nekrozan faktér a (TNF-a),
interlokin-1, 2, 6, 10 ve 12’dir. Histopatolojik incelemelerde aktif mikroglia ve astrosit

hiicrelerinin sayisinin arttigi gosterilmistir (120).

2.2.3.2.0ksidatif Stres
Alzheimer hastaliginin baslangicinda ve ilerlemesinde oksidatif stresin 6nemli rolii
oldugu disiiniilmektedir. Hastaligini ilerlemesi sirasinda lipid peroksidasyonu, protein

oksidasyonu ve DNA oksidasyonu goriilebilmektedir (121).

Oksidatif stres; hidroksil radikali, superoksit radikali ve hidrojen peroksit gibi reaktif
oksijen tiirleri (reactive oxygen species, ROS) tarafindan biyolojik molekiillerin asiri
oksidasyonudur. ROS’lar hiicresel metabolizmanin yan iriinleridir. Belirli kosullar
altinda olusumlar1 ve detoksifikasyonlar1 arasindaki denge bozulursa oksidatif stres

meydana gelebilir ve sonrasinda hiicre hasarina sebep olabilirler.

Oksijen kullaniminin fazla olmasi nedeniyle beynin oksidatif strese duyarliligi diger
organlara gore fazladir. Noronlarin metabolik hiz1 diger beyin hiicrelerinden yaklasik 5
kat fazla oldugundan 6zellikle oksidatif strese karsi daha kirilgandir. Noron hiicreleri
yiiksek miktarda ¢oklu doymamais yag asitleri igerirler, bu yag asitleri ROS’la etkileserek
lipid peroksidasyonuna ve molekiiler yikima neden olur. Ayrica ndronlarda sitozolik
peroksitlerin eliminasyonundan sorumlu olan major antioksidan kabul edilen glutatyon
miktart diisiiktiir (122).
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Smith vd. yaptig1 preklinik ¢alismada APP’nin asir1 eksprese edildigi farelerde beyin AS
kiimelerinin oksidatif stres biyobelirte¢leri olan hem oksijenaz-1, demir, hidroksinonenal
ve pentosidin birlikte bulundugu gozlenmistir. Bu bulgular oksidatif stres ile Ag birikimi

arasinda yakin bir iligkinin oldugunu disiindiirmektedir (123).

Af, ROS olusumuna ve noronlarda metal iyonlarmi indirgedigi i¢in oksidatif hasara
sebep olabilmektedir (124). AH’dan sorumlu ¢evresel faktorlerden biri olan aliiminyum
biyolojik sistemlerde oksidatif strese ve lipid peroksidasyonuna sebep olur. Bu nedenle
aluminyum ve aluminyum bilesikleri AH’da norodejenarasyona katkida bulundugu

diisiniilmektedir ve hayvanlarda Alzheimer modeli olusturmada kullanilmaktadir (125).

2.2.3.3.Vaskiiler Disfonksiyonlar ve Yol Actigi Durumlar

AH ve serebrovaskiiler hastalik birlikte goriilebilmekte ve serbrovaskiiler rahatsizliklarin
AH’na neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Beyinde mikro damarlanma kaybi, beyin kan
akiminin azalmasina neden olmaktadir. Kan damarlarinda meydana gelen fonksiyonel
bozukluk noéronlarin beslenmesini ve oksijenlenmesini bozarak beyinde Ag birikmesine
neden olabilmektedir (126).

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktor (VEGF) geni o6zellikle de genin promotor
bolgesindeki polimorfizm AH’nin sporadik formuyla iliskili bulunmustur. Hem klinik
hem de deneysel ¢alismalar iskemiyle olusan serebral patolojinin, APP ekspresyonunu

arttirdigi ve bunun sonucu olarak da Ap birikmesine neden oldugu gozlenmistir (127).

2.2.3.4.Glukoz Toksisitesi

AH’da serebral glukoz metabolizmasi hipokampus, singulat girus, superior ve orta
temporal giruslarda azalmakta, frontal lobda ise artmaktadir. Glukozun hiicrelere girisi
ve metabolizmasi insiilin tarafindan kontrol edildigi ¢ok onceden bilinse de kolinerjik
noronlar tarafindan innerve edilen insiilin benzeri reseptorlerin beyindeki kesfi son

yillarda yapilmistir (128).

Deney hayvanlarinda Alzheimer modeli olusturmada sik¢a kullanilan bir yontem olan
lateral ventrikiillere streptozotosin (STZ) enjekte edilmesi siganlarin beyinlerinde glukoz

kullanimin1  bozarak Alzheimer semptomlarindan olan kognitif disfonksiyon, Ap
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birikimi, oksidatif stres artis1 gibi sonuglara yol agmaktadir. STZ DNA hasar1 yapan
alkilleyici bir ajandir. STZ ayn1 zamanda mikroglia hiicrelerini aktive ederek ROS
olusumuna neden olur. STZ’nin oksidatif stresi indiikledigi beyinde malondialdehit
(MDA) artis1 ve glutatyon diisiisiiniin gosterilmesiyle dolayli yoldan kanitlanmistir. MDA
lipid peroksidasyon tirliniidiir ve serbest radikal olusumunun gostergesi olarak kullanilir.

Glutatyon ise endojen bir antioksidan ve oksidatif hasara kars1 koruma saglar (129).

2.2.3.5.Insiilin Yetmezligi ve Insiilin Direnci

Beyindeki insiilinin  6zellikle biligssel fonksiyonlarin ~ diizenlenmesinde  sinyal
transdiiksiyon yolaklarinda yer aldig1 varsayilmaktadir. Ciinkii beyindeki 6grenme ve
hafiza alanlarinda insiilin ve insiilin reseptorlerinin varligr normal dokulara gére daha
fazladir (130). Insulin resistans1 ve glukoz intorelansi olan tip 2 diyabet hastalarinda
yapilan epidemiyolojik caligmalarda AH ile diyabet arasinda bir iligski olabilecegi
saptanmistir. Diyabetli ve insiilin direnci olan hastalarda demans ve bozulmus bilissel

aktivite icin risk artmaktadir (131).

2.2.3.6.Mitokondriyal Disfonksiyon

Alzheimer hastalarinin beyinlerinde mitokondri sayisinda azalma ve mitokondri
organellerinin morfolojik yapisinda normale gore degisme gozlenmistir. Mitokondriyal
disfonksiyonun AH ile iligkisi tam olarak aydinlatilamamakla birlikte Af molekiillerinin
mitokondri membraninda birikme egiliminde oldugu gosterilmistir (132). AH olan
kisilerde mitokondri kiitlesi normale gore diigmekte ve sitoplazmik mitokondriyal DNA
artmaktadir (133). f sekretaz ve Ap, sitokrom oksidazi bakir varliginda inhibe etmektedir
bu olay mitokondri aktivitesinde dogrudan etkili olup mitokondriyal elektron transferini
olumsuz etkilemektedir (134). Sitokrom oksidaz aktivitesinde azalma ve mitokondriyal
elektron transfer disfonksiyonu AH ile iliskili parametrelerdir (135).

Mitokondriyal disfonksiyon ayni zamanda kaspazlarin tetikledigi programli hiicre 6liimi
ile sonuglanabilen bir siiregtir. Hiicre i¢ine asir1 miktarda kalsiyum girisi olursa noronal
NOS ve indiiklenebilir NOS miktar1 artar ve bunun sonucu olarak da kaspaz 3 proteini

aktive olur ve apoptoz siireci baslar(16).
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2.2.3.7.ATP Uretimi Uzerine Etkiler

Mitokondriyal disfonksiyon ATP {retimini dogrudan etkiler. Normal hiicresel
fonksiyonlarin yerine getirilmesi i¢in gerekli ATP iiretiminde azalma noral sagkalimi
olumsuz etkilemekte ve ndrodejenerasyona neden olabilmektedir. Mitokondriye asiri
kalsiyum girisi ROS birikimine bu da ATP sentezinin azalmasina neden olmaktadir.
Ayrica norofibriler yumaklarin patolojik diizeyde beyinde birikmesi kalsiyum
homeostazisini bozar ve noron hiicrelerinde kalsiyum bagimli proteazlarin artmasina
neden olur (136, 137). Tau proteininin birikmesini ve katlanmasini tetikleyen

transglutaminaz enzimi de kalsiyum artigina bagli hiperaktive olmaktadir (138).

2.2.3.8.Mitokondriyal Membran Potansiyeli

Mitokondri, hiicrenin enerji tiretiminde rol alan ve hiicre canliliginin siirdiiriilmesinde
fonksiyonu hayati olan organeldir. Apoptoz siirecinde MMP diismektedir fakat bu
diisiisiin apoptoz siireciyle baglantis1 tam olarak aydinlatilamamistir. Mitokondri zarinin
transmembran potansiyeli (Aym) mitokondri canliligi igin optimum diizeyde
stirdiiriilmelidir. MMP hiicrede bir¢ok mekanizma ile baglantilidir.

Sitokrom c saliminda artis MMP diisiisii ile baglantili bulunmustir ve sitokrom saliminin
hiicrenin apoptoz siirecine girmesinde rol oynadigi in vitro deneylerde gosterilmistir.
Ayni zamanda mitokondri zarinda depolarizasyon gergeklesirse apoptojenik sinyal yolagi

aktive olarak hiicrede kaspaz proteinlerinin tetikledigi 6liime neden olabilmektedir (139).

2.3.Dipeptidil Peptidaz-4 inhibitérleri

DPP-4, membrana bagli bir serin dipeptidazdir ve plazmada da ¢oziiniir bir formu vardir.
Adenozin deaminaz kompleks protein-2 ve CD26 (cluster of differentiation 26) olarak da
bilinen DPP-4, DPP-4 geni tarafindan kodlanmaktadir (18).

Deneysel diyabet olusturulmus hayvan modellerinde DPP-4 inhibisyonu, glukoz
homeostazin1 olumlu etkilemekte ve endojen inkretin aktivitesini arttirmaktadir (140).
DDP-4 inhibitorii ilaglardan olan vildagliptin ve saksagliptin endojen aktif GLP-1
diizeylerini ve insiilin salinimini arttirmaktadir ve ayn1 zamanda glukagon seviyelerini
azaltmaktadir (141).
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DPP-4 enzimi sadece inkretin hormonlarin yikimina 6zgii olmadig1 i¢in uzun dénemdeki
etkileri halen arastirilmaktadir. Ciinkii DPP-4 enzimi peptid YY, néropeptid Y ve biiylime
hormonu saliverici hormonu da igeren bir¢ok pepdidin metabolizmasindan sorumludur.
DPP-4, T hiicresi aktivasyonuna katilir ve lenfositlerde CD26 olarak eksprese edilir
(142). DPP-4 inhibisyonunun heniiz uzun siireli etkileri ndrolojik ve immiinolojik
ac¢indan netlik kazanmamuistir.

FDA tarafindan onaylanan DPP-4 inhibit6rii ilaglar; vildagliptin, saksagliptin, linagliptin,

sitagliptin ve alogliptindir.

2.3.1. Vildagliptin Etki Mekanizmasi ve Kimyasal Yapisi

Vildagliptin gii¢lii ve segici DPP-4 inhibitorii bir ilag olup oral antihiperglisemik olarak
diyabet tedavisinde kullanilmaktadir. Ulkemizde 2011 yilinda Saghk Bakanhig
tarafindan tip 2 diyabet tedavisinde kullanima sunulan vildagliptinin metformin ile
kombine preparatlari da vardir (19). Vildagliptin DPP-4 enzimini inhibe ederek gGLP ve
GIP yikilmasini dnler. Boylece pankreasin beta hiicrelerinden insiilin salim1 artarken, alfa

hiicrelerinden glukagon salimi azalir (143).

N
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Sekil 2.11. Vildagliptinin kimyasal yapis1 (140)

Klinik ¢alismalarda vildagliptin kullaniminin HbA1C diizeyini dusiirdiigii gozlenmistir.
HbA1C diizeyi normalden ¢ok daha yiiksek olan kisilerde bu diislis daha belirgin
gozlenmistir (144). Oral yoldan kullanilan vildagliptin a¢ karnina alindiginda yaklasik 2
saatte plazma doruk konsantrasyonuna ulagir (145).

Vildagliptinin ratlarda streptozotosin (STZ) ile olusturulan Alzheimer modeli iizerine
yapilan bir calismada GLP-1, Af 1-42, p-tau, TNF o diizeyleri incelenmis ayrica davranis
deneylerinden radyal labirent kol (Radial arm maze, RAM) ve Hole board ile kognitif
fonksiyonlar degerlendirilmistir. STZ ile kontrole gore artan inflamasyon parametreleri,

p-tau ve A miktari vildagliptinin 2.5, 5 ve 10 mg/kg dozlar1 uygulanan hayvanlarda doza


https://en.wikipedia.org/wiki/File:Vildagliptin.svg
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bagimli bir sekilde azalmistir. Ayrica GLP-1 diizeyi de doza bagimli bir sekilde artmistir
(146). Baska bir c¢alismada ise vildagliptinin ratlarda MMP, ROS ve oksidatif stres
tizerine etkisi arastirilmistir. Yiiksek yagh diyet (High fat diet, HFD) ile indiiklenen
hastalik modelinde insiilin duyarlilig1, 6grenme ve bellek diismiis; plazma ve beyin MDA
diizeyi ile kolesterol diizeyi yiikselmistir. Vildagliptinin 3mg/kg uygulamasi insiilin
direncini diisiirmiis, oksidatif stresi azaltmis, 6grenme ve bellegi de olumlu etkilemistir.
Ayni zamanda bu calismada vildagliptinin LDL diizeyini de diisiirdigii gézlenmistir
(147).

Yukaridaki ¢caligsmalar vildagliptinin beyinde 6grenme ve bellek lizerinde olumlu etkileri
olabilecegini gostermektedir. Ayn1 zamanda beyin fonksiyonlarinin diizenlenmesinde
etkili biyokimyasal parametreler {lizerine de etkileri gdsterilmistir. Bu sonuclar
vildagliptinin noral sagkalima olumlu etkileri olabilecegi ve ndrodejenerasyonu

onlemede olumlu etkileri olabilecegi tezine katki saglamaktadir.

2.3.2. Saksagliptin Etki Mekanizmasi ve Kimyasal Yapisi
Saksagliptin FDA tarafindan onaylanan ikinci oral DPP-4 inhibitoriidiir ve tip 2 diyabet
hastalig1 tedavisinde kullanilmaktadir. Saksagliptin glukoza bagimli olarak insiilin

saliverilmesini arttirir ve dolagimdaki glukagon diizeyinin azalmasina neden olmaktadir

(20).

Saksagliptin diger DPP-4 inhibitorii antidiyabetik ajanlardan farkli olarak CYP3A4/AS
enzimi ile metabolize olurken digerleri bobrekten ekstraksiyona ugrar (148). Saksagliptin
yan etkileri arasinda en dikkat ¢ekici olarak kalp krizi yer almaktadir. Clinkii saksagliptin
kullanan hastalarda yapilan faz 2 ve faz 3 ¢alismalarinda kalp krizinden dolay1 hastaneye

yatma oraninda ortalama %27 oraninda artig gézlenmistir (149).

0

Sekil 2.12. Saksagliptinin kimyasal formiilii (150)



29

2013 yilinda yapilan preklinik bir galismada STZ ile olusturulan hayvan modelinde Af51-
42, GLP-1, p-tau, IL-15, TNFa diizeylerini arastirmistir. Ayni zamanda davranig
deneylerinden RAM ve hole board ile biyokimyasal verilerin uyumlulugu arastirilmastir.
Negatif kontrol olan STZ grubunda kontrole gore Ap1-42, p-tau, IL-15 ve TNFa
diizeyleri artmis; saksagliptin doza bagimli bu parametreleri azaltarak kontrole
yaklastirmistir. Saksagliptin hipokampiisteki GLP-1 diizeyini de kontrol grubuna gore
doza bagimli arttirmistir. Davranis deneylerinden elde edilen veriler de saksagliptinin
O0grenme-bellek  lizerine  olumlu etkilerinin  doza  bagiml oldugunu

desteklemektedir(151).

Saksagliptinin AH patolojisinde 6nemli olan parametrelerden A ve p-tau proteinlerinde
hastalik acisindan olumlu etkisi, lizerinde ileri calismalar yapmaya deger bulgulardir. Bu
bulgulara ek bazi aragtirmalarla da saksagliptinin AH iizerine olumlu etkisinin

arastirilmasi bilimsel yonden kayda deger olacaktir.

2.3.3. Glukagon Benzeri Peptid-1 ve Glukoza Bagimh Insiilotropik Polipeptid

Epidemiyolojik ¢alismalarda tip 2 diyabet ile AH arasinda bir baglanti oldugu rapor
edilmistir (21). Bu ¢alismalar diyabet tedavisinde kullanilan DPP-4 inhibitorii ilaglar
AH’da hastaligin sagaltimi ve ilerlemesini yavaslatici/durdurucu yonde etkili olabilir mi

sorusunu diisiindiirmektedir.

GLP-1 ve GIP reseptorleri beyinde de eksprese edilmektedir. GLP-1 ve GIP analoglarinin
beyinde Ap kaynakli sinaptik plastisite azalmasina kars1 plastisiteyi geri artirma yoniinde
etkilerinin oldugu gosterilmistir. Ayrica GLP-1 ve GIP’in sicanlarda ndronal kok hiicre

proliferasyonunu arttirici etkisi oldugu bildirilmistir (22).

GLP-1 inkretin bir hormon olup insiilin sekresyonunu arttiran bir bagirsak faktoriidiir.
Ayn1 zamanda GLP-1 metabolizmada bagka rollerde de gorev almakta ve son yillarda
lizerinde arastirmalarin devam ettigi bir hormondur. GLP-1 agonistleri ve GLP-1 yikimini
onleyici ilacglar diyabet tedavisinde yeni stratejilerden biri olarak giincelligini
korumaktadir. GLP-1 insiilin sekresyonunu arttirirken, glukogon salimini azaltir ve
gastrik bosalmayi geciktirir. Sonu¢ olarak GLP-1 postprandiyal hiperglisemiyi de
onlemektedir (152).
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GIP, duodenum ve proksimal jejenumdaki K-hiicrelerinden sentez edilen 42 aminoasitli
polipeptiddir. Karbonhidrat, yag ve protein alimi ile sentez ve sekresyonu artmaktadir
(153, 154). GIP glukoza bagimli akut insiilotropik etkilerini pankreasin £ hiicrelerinin
ylizey reseptorlerine baglanip CAMP artisi ile gostermektedir. Uzun donemde ise insiilin

sentezinde artig ve hiicre kitlesinde artisa yol agmaktadirlar (143).

GLP1 ile GIP arasindaki temel farklardan baslicalari;

*GLP-1 somatostatin ve glukagon siipresyonu salgilanmasini azaltirken, GIP etkilemez.
*GLP-1 gastrik bosalmay1 GIP e gore daha fazla geciktirir.

*GLP-1 in doygunlugu artiric1 ve viicut agirligini azaltici etkisi vardir.

GLP-1 ile GIP in ortak etkileri de plazma glukozunu azaltma, glukoza bagimli insiilin

sekresyonunu artirma, pankreas beta hiicresinin glukoza cevabini ve dmriinii arttirmadir

(155).

2.4.SH-SY5Y Hiicre Morfolojisi ve Alzheimer Modelinde Kullanim Oncelikleri

SH-SY5Y hiicresi 4 yasindaki noroblastomali bir kiz ¢ocugunun kemik iligi
biyopsisinden 1973 yilinda SK-N-SH hiicresi olarak izole edilmistir. Daha sonra SK-N-
SH hiicresinin noéroblastoma benzeri subklonu elde edilmis ve SH-SY olarak
adlandirilmigtir (156). SH-SY hiicresinden de 3 defa subklon elde edilmis ve SH-SY5Y
hiicresi  tammlanmistir.  SH-SYSY  hiicresi, néronal fonksiyonlarm in vitro
incelenmesinde kullanilan hiicre hattidir. Adrenerjik fenotipe sahip SH-SY5Y hiicreleri

ayni zamanda dopaminerjik belirtecleri de eksprese etmektedir(157).

SH-SYS5Y hiicresinin morfolojik incelenmesinde anormal kromozom-1(trisomy 1q) e
sahip oldugu gozlenmistir. Hiicre asetilkolinerjik, adenozinerjik ve glutamerjik
aktivitelere sahiptir. Retinoik asit, beyin tiirevli ndrotrofik faktor (BDNF) muamelesi SH-
SYS5Y hiicrelerinin aksonal dentritik baglantilarinin gelismesine ve bdliinme hizlarinin

azalmasina neden olarak kanser hiicresinden ¢ok noron hiicresi davranisini

modellemektedir (158).
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2.5.Programh Hiicre Oliimii (Apoptozis) ve Norodejeneratif Hastaliklarla liskisi
Noron hiicrelerinin programli 6limii; oksidatif stres, glutamat toksisitesi, biiylime
faktorlerinin azalmasi, genetik mutasyonlar gibi faktorlerin etkisiyle baslatilir. Hiicrede
Ca'" iyonlarmin agir1 birikmesi sonucu proapoptotik protein (PAR-4) aktive olur ve diger
proapoptotik bir protein olan Bax’in mitokondri membraninda apoptoz siirecini
baslatmasina neden olur (13). Mitokondri ise sitokrom ¢ salgilar. Sitokrom c, apoptotik
protecaz aktive edici faktor-1 (Apoptotic protease activating factor 1, Apaf-1) ile
birleserck kaspaz-9 u, kaspaz 9 da kaspaz-3 i aktiflestirerek apoptoza neden olur (13,
14).

Glutamat reseptor proteinleri de hiicre igine Ca™ girigini ve kinazlarin aktivitesini

arttirarak proapaptotik olarak rol oynar (14).



3. GEREC VE YONTEMLER

3.1.Deneylerde Kullanilan Cihazlar

-20 ° C dondurucu ve +2/4+8 ° C (Siemens)

-80 ° C dondurucu (OPERON)

DS-11 Spektrofotometre(DeNovix®)

Etiiv(EcoCell)

Gii¢ kaynagi(PowerPac ™Basic-BioRad)

Hassas Terazi (Adventurer, OHAUS)

Isitic1 ve Magnetik Karistirici(Hei-Standart, Heidolph MR),
Isitic1 ve Sogutucu Blok(CHB-202,Bioer)

Inkiibatdr (Biosan)

Mikropipet ve Multipipet(Eppendorf)

Multifonksiyonel Mikroplaka Okuyucu (Biotek synergy HT)
PCR cihaz1 (Lightcycler®480 Roche)

Santrifiij (Niive NF 1200R, Niive Mikro200R)

Spin Capsulefuge(GmClab,GILSON®)

T100™Termal Déngiileyici (Bio-Rad)

Vorteks (UM-10,Wisemix)

Goriintiileme Cihazi (Biorad, ChemiDoc MP)
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e Western blot cihazi(Mini-Protean®Tetra System-BioRad) kullanildi.

3.2.Kimyasal Malzemeler
Calismada kullanilan kimyasal maddeler gerekli ortam sicakliklarinda saklandi.
Deneylerde kullanilan ¢ozelti ve tamponlar deiyonize su ile hazirlandi. Kimyasal

maddeler;
e 1-Butanol(Fluka, 19430)
e 2-Merkaptoetanol (Sigma, M3148-100 ml)
e 2-Propanol (Riedel-de Haen, 24137)
e Bakir (II) siilfat pentahidrat (Sigma, 12849- 1 kg)
e Bisakrilamid AppliChem, A3636-50 )
e Dimetil siilfoksit (Sigma, D8418- 250 ml)
e Etanol absolii( AppliChem, A3678-500 ml)
e Folin&Ciocalteu’s fenol (Sigma, F9252-500 ml)
e Fosfataz inhibitorii (A.G. Scientific, B1352)
e Gliserol (Merck, K42347192)
e Glisin (Sigma, G8898-500 )
e Metanol (Merck, 1690709)
e N,N,N,N’-Tetrametil-etilendiamin (Sigma, T9281-50 ml)
e N,N’-Metilenbisakrilamid (Sigma, M7256- 50 g)
e Potasyum sodyum tartarat tetrahidrat(Merck, A0270087-1 kg)
e Sigir serum albiimini (Santa Cruz, SC2323-50 g)
e Sodyum karbonat (Merck, A0250292-1 kQ)

e Sodyum kloriir (AppliChem, A4256-1 kg)
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e Sodyum dodesil siilfat (Sigma, 71725-500 mg)

e Siiper Signal®West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific)
e Siit tozu(Fluka, 70166- 500 Q)

e Trikloro asetik asit (Sigma, T6399-1 kQg)

e Tris Hidrokloriir (Amresco, 0234-1 kg)

e Trizma Baz (Sigma, T6066- 1 kg)

e Tween®20 (Sigma, P5927-100 ml)

Kullanilan kitler: MMP (Cayman item no:10009172), Griess reagent (Sigma G4410),
Roche cell lysis kit, Roche cDNA synthesis kit, Roche APP primer, Roche PSEN1 primer,
Roche PSEN2 primer.

Tablo 3.3. Western Blot deneyinde kullanilan primer antikorlar;

Primer antikorlar KDa Marka (Model)
Caspase 12 39 Abcam (Ab62463)
Caspase 9 32-35, 10 (cleaved) Biovision (3016-100)
Caspase 3 32, 17 (cleaved) Biovision (3138-100)

p- Tau (Ser202) 50-80 Cell Signalling (11834S)
p-actin 45 Cell Signalling (4967S)
3.3.Hiicre Kiiltiirii

SH SYS5Y noroblastoma hiicreleri ATCC den satin alindi. SH SYS5Y hiicreleri DMEM -
F12 besi yerlerinde ¢ogaltildi. Besi yerine %10 fetal sigir serumu (Fetal bovine serum,
FBS) , 100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin eklendi. Hiicreler flaskda yaklasik
%80 doluluga ulastiginda sayilarak 96 lik plakalara hiicre canlilik analizi, MMP, PCR ve
Nitrik oksit tayini i¢in ekildi. Hiicre canlilik analizi i¢in Sulforhodamine B (SRB) ger¢ek
zamanli hiicre analizi (GZHA) ve 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
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bromide (MTT) metodlar1 kullanildi. Western blot i¢in 6 kuyucuklu plakalara 1 milyon
hiicre ekildi.

Hiicrelere vildagliptin (108, 10, 10, 10,10 M ve 250, 100, 50 uM), saksagliptin (10"
®10°, 10, 102,102 M ve 200, 100, 50 pM), memantin (200, 100 uM), AB1-42(20 uM)
uygulandi ve 37 °C , % 5 CO; ortam sartlarinda 24 saat inkiibe edildi.

3.4.Sulforhodamine B Deneyi

SRB hiicre canliliginin 6l¢iilmesi i¢in kullanilan ve Trikloroasetik asit (TCA) ile fikse

edilmis aminoasitlere zayif asidik ortam kosullarinda baglanip daha sonra zayif bazik

sartlarda ayrismasi ile olusan pembe rengin absorbansinin 6lgiilmesi ile kolorimetrik

hiicre tayini esasina dayanan bir yontemdir.

>

SH SYSY hiicreleri 96 lik plaka kullanilarak her kuyuda 12500 hiicre olacak
sekilde dagitildi.

24 saat inkiibasyondan sonra canliliga etkisi arastirilan maddeler (vildagliptin,
saksagliptin, memantin, Af 1-42) uygulandi ve tekrar inkiibatore yerlestirildi.

24 saat inkiibasyondan sonra +4 °C de bekletilen trikloroasetikasit (TCA) son
konsantrasyon % 10 olacak sekilde eklendi ve +4 °C de 1 saat bekletilerek
fiksasyon saglandi.

TCA ile fikse edilen hiicreler 5 defa distile su ile yikandi ve kurutuldu.

%1 asetik asit ¢ozeltisinde hazirlanan % 0,4 SRB boyast her kuyuya 50 pL
eklendi.

Baglanmayan SRB %1 asetik asit ile 5 defa yikanarak plakalardan uzaklastirildi
ve daha sonra tekrar kurutuldu.

10 mM Tris bazi her kuyuya 100 pL eklenerek 5 dakika calkalayicida ¢alkalandi

ve 492 nm de absorbans 6l¢iildii.
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Sekil 3.13. SRB deneyi asamalarindan bazi fotograflar

3.5.MTT Canlilik Analizi Deneyi

MTT hiicre canliligin1 6lgmede sik¢a kullanilan bir yontemdir. Hiicrenin mitokondriyal
aktivitesi lizerinden canlilig1 hakkinda fikir veren bu yontem; ¢oziiniir halde (sar1 renkli)
olan MTT molekiliiniin hiicre canliligiyla dogru orantili olarak formazan tuzuna (mor
renkli)donilismesi ve mor rengin siddetinin okunmasi olarak 6zetlenebilir. Mor rengin

siddetinin artmas1 canliligin artmasi demektir ve 562 nm de absorbans Slgiilerek saptanir.
MTT deneyinde sirasiyla agagidaki islemler uygulandi;

» SH SYS5Y hiicreleri 96 lik plaka kullanilarak her kuyuda 12500 hiicre olacak
sekilde dagitildi.

» 24 saat inkiibasyondan sonra canliliga etkisi arastirilan maddeler (vildagliptin,
saksagliptin, memantin, Af 1-42) uygulandi ve tekrar inkiibatore yerlestirildi.

» 24 saat inkiibasyondan sonra MTT boyasi distile suda ¢oziinerek 0,22uM’ lik
filtreden gegirildi ve son konstrasyon 0,5mg/mL olacak sekilde kuyucuklara
eklendi ve inkiibatdrde 2 saat bekletildi.

> Inkiibasyon sonunda kuyucukalrin iizerindeki siipernatant uzaklastirilds.

» Formazan tuzu %100 lik DMSO ile ¢6ziildii ve 562 nm de absorbans dlgiildii.
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3.6.XCELLigence Ger¢ek Zamanh Hiicre Canhilik Analizi

XCELLigence ger¢ek zamanli hiicre analizi (Real time cell monitoring, RTCA, GZHA)

cihazi Ozel elektrot kapli plakasi sayesinde impedans 6lgerek hiicrenin canlilifi, plakaya

yapisma hiz ve yetisi, proliferasyonu hakkinda yazlimi sayesinde bilgisayara anlik bilgi

aktarir.

XCELLigence deneyi ile;

>
>

Gergek zamanli 6l¢clim yapilmasina olanak saglar.

Diger sitotoksisite Ol¢iim yoOntemlerine gore arastirici hatast ve deney
manipiilasyon daha diisiiktiir.

Etkisi arastirilan kimyasal bilesigin deney boyunca belirlenen frekans araliginda
hiicre indeksi dlgiilebilir.

Etkisi incelenen bilesigin hangi zaman araliginda beklenen etkiyi gosterdigi
saptanabilir.

Arastirilan bilesigin akut ve kronik etkileri (kisa ve uzun siirede goriilen etkileri)
saptanabilir.

IC 50 ve EC 50 degerleri xCELLigence yazilimi ile belirlenen zaman veya zaman
araliginda hesaplanabilir.

Aragtirilan bilesigin etkisi farklt zaman dilimlerinde bakilacaksa zamandan ve

kimyasal madde harcama bakimindan avantaj saglar.

Bu test ile uygulanan maddelerin hiicre canliligi, hiicre proliferasyonu, hiicrelerin plaka

tabanina tutunma yetisi ve tizerine yaptiklari etki gergek zamanli olarak izlendi.
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Elektronik plakaya hiicreler ekildikten sonra plaka cihaza yerlestirildi. Deney baglatilir
cihaz yazilimi sayesinde her 15 dakikada bir impedans oOlgerek hiicre indeksi (CI)
hesaplarve bilgisayara verileri anlik aktarir. Elektrotlar arasina yerlesen her hiicre

alternatif akim direncini artirarak hiicre indeksini artirir.

3.7.JC-1 Mitokondriyal Membran Potansiyeli Ol¢iim Deneyi

Mitokondriyal membran potansiyeli (MMP) olgiim deneyi hiicrelerin  enerji
metabolizmasinda rol oynayan mitokondrinin saglikli bir sekilde ¢alisip ¢alismadigi
hakkinda fikir vermektedir. Deney Cayman firmasindan alimana MMP kit prosediiriine

gore yapildi.

» 96 lik siyah hiicre kiiltiirii plakalarinda 50 000- 500 000 aras1 hiicre/ml ekildi. Biz
96 lik plakada her kuyuya 12 500/100 hiicre ektik.

» Hiicreler 1 gece yapisip ¢ogalmasi igin bekledikten sonra etkisi arastirilan madde
belirli konsantrasyonlarda kuyulara eklendi ve 24 saat inkiibe edildi.

» Her kuyuya 100 pL besiyeri i¢indeki 5 pL JC-1 soliisyonu eklendi ve hafifce
calkalandi. 15-30 dk (15 dk) inkiibatérde bekletildi.

» 5 dk oda sicakliginda santrifiij edildi ve slipernatant atild1.

» 200 pL assay buffer her kuyuya eklendi ve 5 dk 400 g de santrifiij edildi.
Stipernatant atildu.

» 200 pL assay buffer her kuyuya eklendi ve 5 dk 400 g de santrifiij edildi
veslipernatant atildi.

» Her kuyuya 100 pL assay buffer eklendi.

*Saglikli hiicreler giiclii 1s1may1 JC-1 in agregatlarina doniistiirerek yaptiklar i¢in 560

nm’de eksitasyon, 595 nm’de emisyon degerlerinde floresan 1s1ma 6l¢iildii.

*Apoptotik veya sagliksiz hiicreler gii¢lii 1s1may1 JC-1 i monomerlerine doniistiirerek
yaptiklar i¢in 485 nm’de eksitasyon, 535 nm’de emisyon degerlerinde floresan 1s1ma

olciildii.

» Deney Oncesi soliisyonlarin hazirlanmasi; 3 cell based assay buffer tableti 300 ml

distile suda ¢oziildii. Bu ¢ozelti 1 y1l oda sicakliginda saklanabilir.
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3.8.Western Blot Deneyi

3.8.1.

3.8.2.

Lowry protein miktar tayini igin ¢ozeltiler;
Cozelti A: 1.42 g CuSOg4 (bakir II siilfat) bir miktar su iginde ¢oziildii ve 100 ml’

ye deiyonize su ile tamamlandi.

Cozelti B: 2 g C4HaNa20g (sodyum tartarat) bir miktar su iginde ¢6ziildii ve 100

ml* ye deiyonize su ile tamamlandi.

Cozelti C: 14.30 g Na.CO3z (sodyum karbonat) ve 2.85 g NaOH (sodyum

hidroksit) bir miktar su i¢inde ¢6ziildii ve 500 ml” ye deiyonize su ile tamamlandi.

IN Folin ¢ozeltisi: 2N Ticari ¢ozeltidir. 1:1 oraninda deiyonize su ile diliie edildi

ve 1siktan korundu.

BSA standart egri ¢ozeltisi: Bovine Serum Albumin’in standart egri olusturmak

icin 15 pg/ul olacak sekilde deiyonie su ile stok ¢ozeltisi hazirland1 ve seri
diliisyon yapildi.

Western blot analizi icin hazirlanan cozeltiler;

6X Yiikleme tamponu(sample buffer): 7 ml 4X yigilama jeli ¢ozeltisi, 3,6 ml

gliserol, 1 g SDS, 1,2 mg bromofenol mavisi deiyonize su ile 10 ml’ye

tamamlandi. 5-10 dakika kaynatildu.

6X Protein yiikleme tamponu: 100 pL tampon igine 4 pL S-merkapto etanol

eklendi.

%10 SDS ¢ozeltisi: 10 g sodyum dodesil siilfat (SDS) tartilarak hafifge 1sitilan

100 ml deiyonize su ile ¢oziildii.

%30 Akrilamid-Bisakrilamid ¢ozeltisi: 29 g bisaklamit ve 1g akrilamid tartilarak

deiyonize su ile 100 m1’ye tamamlandi.

%10 Amonyum persiilfat ¢ozeltisi: 100 mg amonyum persiilfat (APS) tartilarak

deiyonize su ile 1 ml’ye tamamlandi.

4X Yiginlama(Stacking) jeli ¢ozeltisi: 3,0275 g Tris baz, 0,2 g SDS tartilarak

deiyonize su ile 50 ml’ye tamamlandi. pH: 6,8 e ayarlandi.
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4X Avyirma(Separating) jeli ¢ozeltisi: 9,09 g Tris baz, 0,2 g SDS tartilarak

deiyonize su ile 50 ml’ye tamamlandi. pH: 8,8 e ayarlandi.

10X Elektroforez stok yiiriitme ¢ozeltisi: 6,055 g Tris baz 28,82 g glisin tartilarak

deiyonize su ile 200 ml’ye tamamlandi.

1X Elektroforez yiiriitme ¢ozeltisi: 100 ml 10X Elektroforez stok yiiriitme

¢ozeltisine 10 ml %10 SDS eklendi ve deiyonize su ile 1 litreye tamamlandi.

Transfer ¢ozeltisi: 100 ml 10X Elektroforez stok yliriitme ¢ozeltisine 200 ml

metanol eklendi ve hacim deiyonize su ile 1 litreye tamamlandi.

TBS ¢ozeltisi: 2,42 g tris baz, 9 g NaCl (sodyum kloriir) tartilip deiyonize su ile
1 litreye tamamlandi. pH 7,4 e ayarlandi.

TBST blotlama cozeltisi: 1 litre TBS igerisine 1000 pL Tween 20 eklenir. 10 dk

magnetik karistirici ile karistirildi.

%S5 Bloklama ¢dzeltisi: 500 mg siit tozu tartilarak 10 ml TBST iginde ¢oziildii.

Film banyosunda kullanilan developer c¢ozeltisi:  Developer karisimi
A(hidrokinon), B(%77.5 asetik asit) ve C(glutaraldehit) seklinde {i¢ ayri
¢ozeltiden olusmaktadir. 5 L’lik karisim ig¢in; 1400 ml A, 50 ml B,50 ml C, 3500

ml distile su kullanildi. Developer giines 1s1gindan korunmalidir.

Film banyosunda kullanilan fixer cozeltisi: Fixer karistmi A(hidrokinon) ve

B(%77.5 asetik asit) olmak tizere iki ¢ozeltiden olusmaktadir. 5 L’ lik karisim
icin, 3500 ml distile su, 1250 ml A, 250 ml B. Karisimin giines 1s18indan

korunmasina gerek yoktur.
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Sekil 3.15.:BSA standart egrisi

3.8.3. Jel Hazirlanmasi
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Jel hazirlama islemi 2 asamada gerceklestirildi. Oncelikle ayirma jel ¢zeltisi hazirlanip

dokiildii daha sonra yiginlama jel ¢ozeltisi dokiildii. Ayirma jel ¢ozeltisi dokiildiikten

sonra n-butanol eklenerek jelin istiiniin diizlesmesi saglandi. Daha sonra n-butanol

cozeltisi uzaklastirildi ve distile suile jelin tistii yikandi. Jel katilastiktan sonra yiginlama

jel ¢ozeltisi hazirlanarak ayirma jelinin {izerine eklendi ve ayirma taragi ile jelin distii

kapatildi.

Western blot deneyinde kullanilacak jel ¢ozeltisi %10 olarak belirlendi. Membranda

primeri eklenecek proteinler 80 ile 17 kDA araliginda oldugu i¢in optimum jel

konsantrasyonunun %10 olmasina karar verildi.

% 10 luk ayrrma jeli hazirlamak icin (vaklasik 10 mL igin);

e 41 mL distile su

e 3,3 mL akrilamid-bisakrilamid ¢6zeltisi
e 2.5 mL ayirma jel tamponu (1.5 M Tris HCI, pH 8,8)
e 0,1 mL%10 SDS ¢ozeltisi

e 0,05 mL APS ¢ozeltisi
e 0,006 mL TEMED
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%10 luk yiginlama jeli hazirlamak igin (vaklasik 5 mL igin);

2,05 mL distile su

1,65 mL akrilamid-bisakrilamid ¢ozeltisi

1,25 mL yiginlama jel tamponu(0.5 M Tris HCI, pH 6,8)
0,1 mL %10 SDS ¢ozeltisi

0,05 mL APS ¢ozeltisi

0,010 mL N,N,N,N -Tetrametil-etilendiamin (TEMED)

8% 10% 12%

Sekil 3.16. Proteinlerin elektroforez ile yiiriitiilmesi ile elde edilen jeldeki yiirlime
goriintiileri

3.8.4.

YV V V VY

Elektroforetik Yiiriitme/Elektroforez

Omekler kuyucuklara yiiklendikten hemen sonra sistem kapatildi ve elektrotlar
baglandi.

Ornekler ayirici jele girinceye kadar diisiik akimda 70 V gerilim uyguland.
Ornek ayirici jele gectikten sonra ise gerilim 100 V’a ¢ikarild.

[k denemelerde voltaj degisimleri izlendi.

Brom fenol mavisi jelin alt ucuna ulaginca akim kesilirek jel tanktan uzaklastirilda.
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3.8.5. Transfer

» Elektroforez isleminden sonra jel alinarak transfer islemine ge¢ilmeden Once
transfer ¢ozeltisi i¢inde pozitif kutuptan negatif kutuba dogru sirasiyla; transfer
kagidi, jel, membran, transfer kagidi yerlestirilerek sandvig yapildi.

» Transfer ¢ozeltisi tanka doldurularak 100 V da transfer yapildi.

» Transfer esnasinda transfer ¢6zeltisi sinir bu 1sinma volt diismesine neden olur
bunu 6nlemek i¢in tankin i¢ine ve etrafina buz akiisii destegi yapildi.

» 80 dakika taransfer isleminden sonra sandvig agildi ve bloklama islemine geg¢ildi.

Elektrodlar

- ‘| '_Transfer aparati
' i Yiiriitme modiilii
Jel kutusu Transfr tan

Sekil 3.17. Elektroforez ve Transfer diizenekleri

3.8.6. Bloklama

>

Transfer sonrasi proteinleri baglanmis olan membran 1 saat %5’lik siit tozu ve
%0.1°1ik Tween 20 i¢eren Phosphate Buffered Saline (PBS) ¢6zeltisi (bloklama
¢ozeltisi) i¢inde ¢alkalamaya birakildi.

Bu siire sonunda membran 3 kez %0.1° lik Tween 20 i¢eren PBS ¢ozeltisi ile 5

dakika siire ile yikandi.

3.8.7. Birincil antikor ile inkiibasyon

>

Membran bloklama ¢6zeltisi iginde diliie edilmis birincil antikorlar ile ayr1 giinlerde
gece boyu +4°C de ¢alkalayiciya konarak diisiik genlikte inkiibe edildi. Inkiibasyon
stiresi her antikor i¢in ortalama 12 saat belirlendi.

Bu siire sonunda membran 3 kez %0.1°lik Tween 20 igceren PBS ¢ozeltisi ile 5 dakika

stire ile yikandu.
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3.8.8. Ikincil antikor ile inkiibasyon
Membran bloklama ¢ozeltisi i¢inde diliie edilmis horseradish peroksidaz bagl ikincil
antikor (birincil antikoru tantyan bir antikordur ve standarttir) ile 1 saat oda sicakliginda

calkalayicida galkalanarak birincil antikora baglanmas1 saglandi.

» Bu siire sonunda membran 3 kez %0.1°1lik Tween 20 igeren PBS ¢ozeltisi ile 5 dakika

stire ile yikanda.

3.8.9. ECL ile goriintiileme

> Ikincil antikora bagl bulunan horseradish peroksidaz enzimi, ECL ¢dzeltisi icinde
bulunan Lumigen PS-3 substratin1 katalizler. Bu reaksiyon sonucu agiga ¢ikan
luminol 1s1maya yol agar. Bu 1s51ma, Western blota 6zel filmler ile saptandi.

> Goriintiileme islemi aym zamanda Erciyes Universitesi Tibbi Biyoloji

Laboratuvarinda bulunan goriintiileme cihazi (Chemi Doc MP) ile de yapildi

3.8.10. Elde edilen goriintiiniin analizi

Western blot teknigi ile elde edilen proteinlerin goriintiileri Image J programu ile analiz
edildi. Bu program, proteinlerin yaptig1 kemiliiminesan 1simanin siddetine goére farklilik
arz eden goriintiilerin koyulugunu analiz eder. Daha koyu bantlar daha fazla miktarda
protein oldugunu gosterir ve Image J programi bantlarin koyulugunu sayisal verilere

dontstiirerek analiz etmemize yardimer olur.

3.9.RNA Izolasyonu ve Ger¢ek Zamanhi-PCR Deneyi

3.9.1. RNA izolasyonu

96 lik plakaya ekilen hiicrelerin etkisini arastirdigimiz molekiillerle muamele siiresi
bittiginde plakadaki besiyeri uzaklastirildi ve 100 pL soguk PBS ile tiim kuyular yikandi.
Roche cell lysis kiti prosediiriine gére hiicreler par¢alandi. Her bir kuyu i¢in 39,5 uL
RealTime ready Lysis Buffer ve 0,5uL protector RNaz inhibitor karistirilip hiicrelerin
tizerine eklendi. 5 dk oda sicakliginda beklendi ve lizatlar hazirlanarak cDNA sentezi

yapildi.
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3.9.2. cDNA Sentezi
cDNA sentezi Roche cDNA sentez kiti ile yapildi. Kitin cDNA sentez prosediiriine gére
Tablo 3.4. deki islemler sirasiyla uygulandi. cDNA sentezlendikten sonra gergek zamanli

PCR deneyine vakit kaybetmeden gecildi.

Tablo 3.4.cDNA sentezi deneyinin agamalari.

cDNA sentezi i¢in eklenen madde; Miktart;
RNA 5uL
Random hekzamer 2 ul
Su 4,4 uL
10 dk 65 °C de denatiirasyon ve ardindan;

Revers transkriptaz reaksiyon ¢ozeltisi (5x konsantasyon) 4 uL
RNA az inhibitorii 0,5 uL
Deoksiniikleotid karigimi 2 uL
Revers transkriptaz 1,1 uL

10 dk 29 °Cde, + 60 dk 48 °C + 5 dk 85 °C de PCR cihazinda bekletilerek cDNA

hazirlanmis olur.

3.9.3. Kantitatif RT- PCR
Real-time PCR kantitatif analizinde, diziye 6zgiin olmayan floresan boyalardan ya da
diziye 6zgiin problardan yararlanilmaktadir. Boylece sonuglar aninda alinmakta ve tiim

islemler sicaklik dongiileri baslayinca otomatik olarak devam etmektedir.
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Tablo 3.5. PCR deneyinde kullanilan karisimin oranlart;

Mix ul
cDNA 5
480 prob master 10
Su 4
Primer (Gen) 1

Deney sonunda elde edilen Ct (veya Cp) degerleri asagidaki formiil kullanilarak %

degisim olarak kontrole kiyaslanarak hesaplandi.

% degisim= 2 - Ct hedef - Ct hedef referans / 2 - Ct kontrol - Ct hedef referans x 100

3.10. Nitrik Oksit Ol¢ciim Deneyi

Nitrik oksit (NO) miktari 6l¢timii igin 1858 yilinda Peter Griess tarafindan kesfedilen
Griess deneyi yapildi. Yontemin esasi sekil3.18 de ozetlendigi gibi; nitrik oksitin
stilfanilamid ile diazonyum tuzu olusturmas: ve sonrasinda diazonyum tuzunun
naftiletilendiamin ile birleserek pempe renkli bir kompleks olusturmasina dayanmaktadir.

Olusan pembe rengin siddeti spektrofotometre ile Slgiiliiliir (540 nm) ve nitrik oksit

hakkinda bilgi verir.
HsN ".r
Q LEU
HZNLS’:D HENnS'p k S ,:NHE |
d@\ £ NOF — Ay N
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Sekil 3.18.: Nitrik oksit deneyinin esasini 6zetleyen kimyasal reaksiyonlar.
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3.11. [istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz her deney i¢in ayr1 ayr1 degerlendirilmis ve uygun istatistik analiz
yontemi belirlenmistir. Tek Faktorlii Varyans Analizi (One-Way ANOVA) ve post hoc
olarak da Tukey testi yapilmistir. Sonuclar ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
Istatistiksel analiz i¢in Graphpad Prism 7.0 istatistik programi kullamlmigtir. Verilerin
karsilastiritlmasinda p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Gruplar

arasi1 farklar istatistiksel olarak;

a: kontrole gore p<0,05 b: kontrole gore p<0,01 c: kontrole gore p<0,001
d:Ap grubuna gore p<0,05  e: Af grubuna gore p<0,01  f: Af grubuna gore p<0,001

seklinde gosterilmistir.



4. BULGULAR

4.1.SRB Deneyi Sonuglar:

Literatiirde vildagliptin ve saksagliptin etken maddelerinin SH-SYSY hiicrelerinde
yapilmis bir deney bulunamadigi i¢in SRB deneyi ile ilk olarak logaritmik konsantrasyon
taramasi yapildi ve hiicre canliligina etkisini arastirildi. Bu amagla 10, 10, 10, 1073,

102Molar (M) konsantrasyonda vildagliptin ve saksagliptin SH-SYSY hiicrelerine

uygulanmigtir.
SRB
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Sekil 4.19. SRB canlilik analizi sonuglari.b: kontrole gore p<0,01

Deneyden elde edilen bulgularda kontrole gore canlilik sadece saksagliptinin en yliksek
konsantrasyonunda anlamli (a) bir sekilde azalmistir. Diger konsantrasyonlarda ise

konsantrasyona bagimli bir sekilde canlililk dismiis fakat bu diisis anlaml
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bulunamamustir. Vidagliptinin yiiksek konsantrasyonu canliligi kontrole gore diistirmiis

fakat bu diisiis anlaml1 bulunamamustir.

4.2.MTT Canhilik Analizi Deneyi

MTT deneyi ile vildagliptin (250, 100, 50 uM) ve saksagliptinin (200, 100, 50 uM) daha
diisiik konsantrasyonlarda canliliga etkileri aragtirnlmistir. Pozitif kontrol olan
memantinin literatiirde 6nceden SH-SYSY hiicreleri iizerinde yapilan caligmalar

degerlendirilerek 100 ve 200 uM konsantrasyonu uygulanmustir.

120 MTT

100

80

% Canlilik

Sekil 4.20. MTT deneyi ile elde edilen % canlilik sonuglari. ¢: kontrole gére p<0,001; e:
Af grubuna gore p<0,01; f: Af grubuna gore p<0,001.

MTT canlilik analizi sonuglarina gore Af (5uM) uygulamasi canlilii kontrole gore
anlamli bir sekilde disirmistiir (p<0,05).Af fibriler formunun canliligt anlamli
diistirmesi literatiirde de gosterilmistir (159). Saksagliptinin 100 uM konsantrasyonu ile
vildagliptinin en yiiksek konsantrasyonu olan 250 uM, Af uygulanan gruba gore canliligt
anlamli (sirasiyla p<0,01, p<0,001) bir sekilde arttirmistir. Pozitif kontrol olan
memantinin de 200, 100 uM konsantrasyonlaricanliligi AS uygulanan gruba gére anlaml
(p<0,001) bir sekilde arttirmstir.



50

4.3.Ger¢ek Zamanh Hiicre Analizi Deney Sonuclari

Gergek zamanl hiicre analizi (GZHA) ile MTT deneyinde oldugu gibi vildaglipin (250,
100, 50 uM), saksagliptin (200, 100, 50 uM) ve memantinin (100 uM) Ag ile birlikte ve
tek baslarina etkileri incelenmistir. Bu yontemde sadece 24. saatteki etki degil deney

basladiktan sonraki her 15 dakikada bir alinan hiicre indeksi verileri elde edilmistir.

Etken maddeler hiicre indeksinin 1’e yaklastigi ve kararh yiikselme gosterdigi 6. saatte
uygulanmistir. Daha sonrasinda ise 142 saat boyunca hiicre indeksi her 15 dakikada bir

kaydedilerek xCELLigence cihazi yazilimi ile bilgisayara aktarildi.
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Sekil 4.21. Vildagliptin (250, 100, 50 uM), saksagliptin (200, 100, 50 pM) ve memantinin
(100uM) gercek zamanl elde edilen hiicre indeksi {izerine etkileri.

GZHA verilerine gore saksagliptinin 50 uM konsantrasyonu hiicre indeksini kontroliin
tizerine ¢ikarmis ve 40. saatten sonra (kontroliin de diismeye basladigi saat) hiicre indeksi
diismeye baglamistir. Kontrol grubunun hiicre indeksinin diismeye basladig1 40. saatten
sonra memantin, vildagliptin (250, 100, 50uM) ve saksagliptin (50 uM) hiicre indeksi

plato ¢izmis ve kontrol gibi hemen diismemistir.
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Sekil 4.23.Af5 (5 uM) ve AB (5 uM) ile vildagliptin (250, 100, 50 uM), saksagliptin (200,
100, 50 uM), memantin (100 uM)’ in gercek zamanl elde edilen hiicre indeksi {izerine

sirasyla 24. ve 48. saatteki etkileri.
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Sekil 4.22.Af (5 uM) varliginda vildagliptin (250, 100, 50 uM), saksagliptin (200, 100,
50 uM), memantin (100 uM)’ in ger¢ek zamanli elde edilen hiicre indeksi iizerine etkileri.
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GZHA verilerine gore Af uygulanan grubun hiicre indeksi uygulama zamanindan
yaklagik 12 saat sonra kontrole gore belirgin bir sekilde diismiistiir. Vildagliptin
konsantrasyona bagiml bir sekilde hiicre indeksini arttirmistir. Saksagliptinin 200 ve 50
uM konsantrasyonlar1 hiicre indeksini 35. saatlere kadar kontrole yakin bir sekilde
etkilemis, 35. saaten sonra daha farkl bir profil ¢izerek kontroliin diismeye basladigi 40.
saatten itibaren hiicre indeksi artmaya devam etmistir. Biitiin gruplarin hiicre indeksi 80.

saatten sonra diigmeye baslamistir.

Memantin hiicre indeksini Af’nin diismeye basladig1 saatlerde yiikseltmeye devam

ettirmistir.

4.4 Mitokondriyal Membran Potansiyeli Deney Sonuclari
MMP deneyinde Ag ile ve tek baslarina vildagliptin, saksagliptin ve memantinin etkisi

arastirilmistir.
MMP
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Sekil 4.24. Mitokondriyal membran potansiyeli iizerine Af (5 puM) eklenmis ve
eklenmemis vildagliptin (250, 100, 50 uM), saksagliptin (200, 100, 50 uM) ve
memantinin (L00uM) etkileri.

Vildagliptinin 250, 100, 50 uM; saksagliptinin 200, 100, 50 uM ve memantinin 100 uM
konsantrasyonlari ile AS’” nin 5 uM konsantrasyonu MMP iizerine etkileri aragtirilmistir.

Sonuglar kirmizi/yesil floresan 1g1manin saptanmasi ile kontrole gore kiyaslanmustir.
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MMP deneyi sonuglarina gore A, MMP diizeyini digiirmiistiir. Vildagliptinin 250 ve
100uM konsantrasyonlarinda tek basina kontrole yakin MMP diizeyi saptanmustir. Pozitif
kontrol olan memantin MMP’yi kontrol diizeyine ¢ikartamamistir. Af uygulanan
gruplardan higbiri uygulanan konsantrasyonlarda A5’ nin diisiirdiigi MMP’ yi kontrol

diizeyine ¢ikartamamustir.

4.5.Western Blot Deneyi Sonuclar

Western blot deneyi ile apoptozda rol oynayan kaspaz-3, kaspaz-9, kaspaz-12 proteini ile
p-tau proteininin semi-kantitatif 6l¢timii yapilmistir. Normalizasyon proteini olarak /-
aktinin de diizeyi ayn1 yontemle oOl¢iilmiistiir. Apoptoz yolaginda rol alan kaspaz
proteinleri ve hiicre iskeletinin fizyolojik fonksiyonlarinin yerine getirilmesinde rol alan
tau proteini ekspresyon diizeyleri f-aktin protein ekspresyon diizeyi ile normalize

edilmistir.

45.1. Kaspaz-3

Kaspaz-3 protein ekspresyonu western blot teknigi ile belirlendi. Yari-kantitatif bir analiz
olan bu teknikte Ag (5uM), vildagliptin (250, 100, 50 uM), saksagliptin (200, 100, 50
uM) ve memantin (100 uM) hiicrelere uygulandiktan 24 saat sonra kaspaz-3 proteini

tizerine etkileri aragtirilmistir.

Kaspaz-3 proteini Af uygulanan grupta kontrole gore anlamli (p<0,01) bir sekilde
artmistir. Vildagliptin ile birlikte ugulanan ApS gruplarda; Vildagliptin’in konsantrasyona
bagimli olarak Af’nin Kaspaz-3 iizerine etkisini azalttigi ve kontrol degerlerine
yaklastirdigi gozlenmistir. Memantinin 100uM konsantrasyonu ile vildagliptin’in 250
uM uygulananan gruplar AS uygulanan gruba gore kaspaz-3 proteinini benzer bir sekilde
diistirmistiir ve bu diislis istatistiksel olarak da anlamli (sirasiyla p<0,05, p<0,001)

bulunmustur.

Vildagliptinin diger iki konsantrasyonu (100, 50 uM) da kaspaz-3’ ii AS uygulanan gruba
gore disiirdiigi fakat bu diislisiin anlamli olmadig goriilmiistiir. Saksagliptinin kaspaz-
3 proteinine etkisi istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir ancak konsantrasyona

bagimli hafif bir diisme gézlenmistir.
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Sekil 4.25. Kaspaz-3 protein ekspresyonu bulgulari. b: kontrole p<0,01; d:Af grubuna
gore p<0,05; f: AS grubuna gore p<0,001.

Saksagliptin kaspaz-3 proteinini kontrol ve Apf grubuna goére anlamli bir sekilde
degistirmemistir. Memantin ise kaspaz 3’0 Af grubuna gore anlamli bir sekilde

azaltmustir.

4.5.2. Kaspaz-9
Kaspaz-9 protein ekspresyonu western blot teknigi ile belirlendi. Ag (5uM), vildagliptin
(250, 100, 50 uM), saksagliptin (200, 100, 50 uM) ve memantinin (100 uM) hiicrelere

uygulandiktan 24 saat sonra kaspaz-9 proteini iizerine etkileri arastirilmistir.



55

150
&
& 100- .
2 f f
g
>
n
2
& 50-
o~
83|
°
RN
O —
N
&8 S N S R S
o ° B & ) RS K % R
s > X 7 > > 2
& D QD 2 N2 2" )
O 2 x > > @ A
= v@ vg: Q:"% £ =) < &
2 K K v ?

| A — — — — — —3_atin

Sekil 4.26.:Kaspaz-9 protein ekspresyon sonuglari. f: Af grubuna gore p<0,001.

Kaspaz-9 proteini ekspresyonu sonuglarina gére AS uygulanan grupta kontrole gore bir
kaspaz-9 protein artig1 gdzlenmistir ancak bu artis anlamli degildir. AS uygulanan gruba
gore vildagliptinin 250 ve 100 pM konsantrasyonu ile memantinin 100uM
konsantrasyonu kazpaz-9’u anlaml bir sekilde azaltmistir. Saksagliptin ise kaspaz-9 u
konsantrasyona bagimli bir sekilde azaltmistir fakat bu azalis Af ve kontrol grubuna gore

anlamli bulunamamustir.
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45.3. Kaspazl?
Kaspaz-12 protein ekspresyonu western blot teknigi ile belirlendi. Ag (S5uM), vildagliptin
(250, 100, 50 uM), saksagliptin (200, 100, 50 pM) ve memantinin hiicrelere

uygulandiktan 24 saat sonra(100 uM) kaspaz-12 proteini {izerine etkileri arastirilmistir.
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Sekil 4.27. Kaspaz-12 protein ekspresyon sonuglari. b:kontrole gore p<0,01; c: kontrole
gore p<0,001.

Kaspaz-12 protein ekspresyonu kontrole gore tiim gruplarda anlamli bir sekilde artmistir.
Ap uygulanan gruba gore vildagliptin, saksagliptin ve memantin gruplarinda anlamli bir
degisiklik gozlenmemistir. Vildagliptin konsantrasyona bagimli bir sekilde kaspaz-12’yi
diistirmiistiir. Ayrica saksagliptinin yiiksek konsantrasyonu olan 200 uM da kaspaz-12 yi

A uygulanan gruba gore diistirmiistiir. Fakat bu diistisler anlamli bulunamamustir.
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4.5.4. Fosforile tau
p-Tau protein ekspresyonu western blot teknigi ile belirlendi. AS (5uM), vildagliptin
(250, 100, 50 uM), saksagliptin (200, 100, 50 pM) ve memantinin hiicrelere

uygulandiktan 24 saat sonra (100 uM) kaspaz-12 proteini iizerine etkileri arastirilmistir.
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Sekil 4.28. p-Tau protein ekspresyon sonuglari. a: kontrole gore p<0,05; d:Af grubuna
gore p<0,05.

p-Tau proteini ekspresyonu Af uygulanan grupta kontrole gore anlamli bir artisa neden

olmustur (Sekil 4.28). Vildagliptin ve saksagliptin yiiksek konsantrasyonunda daha fazla

olmak tizere konsantrasyona bagimli bir sekilde p-tau’ yu A grubuna gore diistirmiistiir.

Fakat bu diistisler anlamli bulunamamistir. Memantin uygulamasi Af ile artan p-tau

protein ekspresyonunu anlamli bir sekilde azaltmistir.
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4.6.qRT-PCR Deneyi Sonuglari
PCR deneyi ile APP, PSENI, PSEN2 genlerinin mRNA diizeyinde ekspresyonlari

incelendi.

4.6.1. APP mRNA
Ap (5uM), vildagliptin (250, 100, 50 uM), saksagliptin (200, 100, 50 uM) ve memantinin
(100 uM) hiicrelere uygulandiktan 24 saat sonrakiAPP mRNA ekspresyonu iizerine

etkileri arastirilmistir.
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Sekil 4.29. Vildagliptin, saksagliptin, memantin ve Af’nin APP mRNA diizeyi {izerine
etkileri.b: kontrole gore p<0,01; d:Af grubuna gére p<0,05.

PCR deneyinden elde edilen sonuglara gore APP mRNA diizeyinde 100 uM vildagliptin
disinda 24. saatte anlamli bir degisiklik olmamistir. Kontrole gore sadece vildagliptinin
100 puM konsantrasyonunda anlamli bir artis gozlenmistir. Saksagliptinin yiiksek
konsantrasyonu olan 200 uM uygulanan grupta ise kontrole gore bir diisiis gézlenmistir.
Ancak bu diisiis anlamli bulunamamistir. Memantinde ise kontrole gore APP’ ye anlamli

bir etki gézlenmemistir (Sekil 4.28).
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4.6.2. PSEN1 mRNA
Ap (5uM), vildagliptin (250, 100, 50 uM), saksagliptin (200, 100, 50 uM) ve memantinin
(100 uM) hiicrelere uygulandiktan 24 saat sonrakiPSENT mRNA ekspresyonu iizerine

etkileri arastirilmistir.
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Sekil 4.30. Vildagliptin, saksagliptin, memantin ve Af’nin PSEN1 mRNA diizeyi lizerine
etkileri.b: kontrole gére p<0,01; c: kontrole gore p<0,001.

PSEN1 mRNA diizeyi kontrole gore vildagliptinin 6zellikle 100 uM’ da olmak {izere
inclenen tiim konsantrasyonlarinda, saksagliptin ise 50 uM ve 100 uM, memantin 100
uM uygulanan gruplarda anlamli (vildagliptin 50 uM i¢in konsantrasyonu p<0,01 diger
gruplar i¢in p<0,001) bir sekilde diismiistiir. Saksagliptinin yiiksek konsantrasyonu olan
200uM uygulanan grupta kontrole gore anlamli bir degisiklik gdzlenmemistir. Memantin
PSEN1’ i kontrole gore anlamli (p<0,001)bir sekilde diistirmiistiir.
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4.6.3. PSEN2 mRNA
Ap (5uM), vildagliptin (250, 100, 50 uM), saksagliptin (200, 100, 50 M) ve memantinin
(100 uM) hiicrelere uygulandiktan 24 saat sonrakiPSEN2 mRNA ekspresyonu iizerine

etkileri arastirilmistir.
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Sekil 4.31. Vildagliptin, saksagliptin, memantin ve Af’nin PSEN2 mRNA diizeyi {izerine
etkileri. b: kontrole gére p<0,01.

PSEN2 mRNA diizeyi kontrole gore vildagliptin 100uM ve saksagliptin 50 uM
uygulanan konsantrasyonlarinda anlamli bir sekilde diismiistiir. Ancak her iki madde igin
de 24. saatte PSEN2 geni iizerine etkileri konsantrasyona bagimli bulunamamustir.

Memantin PSEN2’ yi kontrole gore azaltmistir fakat bu azalma anlamli bulunamamastir.
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4.7.Nitrik Oksit Ol¢iimii Deney Sonuclar
Griess deneyi ile AS (5uM), vildagliptin (250, 100, 50 uM), saksagliptin (200, 100, 50
uM) ve memantinin (100 pM) hiicrelere uygulandiktan 24 saat sonraki nitrik oksit tizerine

etkileri arastirilmistir.
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Sekil 4.32.Vildagliptin, saksagliptin, memantin ve Af’nin nitrik oksit diizeyi iizerine
etkileri. c: kontrole gére p<0,00; f: AS grubuna gére p<0,001.

Griess deneyi ile elde edilen sonuglara gére NO™ memantin 100uM uygulanan grupta
kontrole gore anlamli bir sekilde diismiistiir. Diger gruplarda kontrole gore anlamli bir

degisme olmamustir.



5. TARTISMA ve SONUC

WHO, Tiirkiye niifusunun 1997 de %4,5 inin 65 yas lizeri oldugunu ve bu rakamin 2050
de %20 leri gececegini bildirmistir (3). Yash niifusun artmasiyla AH ve orta dereceli
kognitif bozukluk da artmaktadir. Beyinde gozlenen nérofibriler yumaklar, amiloid
plaklar, fosforile tau, nérodejenerasyon ve noron kaybi, kolinerjik yolakta degismeler ve

sinaptik yolaktaki disfonksiyonlar AH’da 6ne ¢ikan patolojilerdir.

FDA ve iilkemizde de Saglik Bakanligi tarafindan onaylanmis AH tedavisinde kullanilan
ilag yalnizca 5 tanedir. Bunlardan 4 {i kolinestereaz inhibitorii (rivastigmin, galantamin,
takrin, donepezil) digeri de N-metil D- aspartat inhibitéri (memantin) ilag
kategorisindedir. Bu ilaglarin tiimii de hastaligin radikal tedavisinde heniiz basari
saglayamamistir. (1). NMDA reseptor antagonisti memantinin deneysel ¢aligsmalarda

beyinde Ap ve p-tau’yu azalttigi saptanmistir(8).

Son yillarda diyabet ve Alzheimer hastalig1 iizerinde yapilan epidemiyolojik ¢aligmalar
diyabetin bazi1 komplikasyonlarmin AH’ni1 tetikleyebilecegini disiindiirmiistiir. Cilinkii
diyabet hastalarinin AH’na yakalanma riski diyabet olamayan kisilere gore daha fazla
bulunmustur. Diyabet tedavisinde kullanilan vildagliptin ve saksagliptin preklinik 2
calismada Ap, p-tau, oksidatif stres gibi parametreler iizerinde etkili bulunmus ve AH
patolojisinde ©Onemli rolii olan bu parametreleri konsantrasyona bagimli olarak

diistirmiistiir(146, 151).

Tez ¢aligmasi kapsamindaki hiicre canliligi analizlerinde SH-SYS5Y hiicrelerine etken
maddeler uygulandiktan 24 saat sonra elde edilen MTT canlilik analizi verileri; AfS
toksisitesine karsi saksagliptinin 50 ve 100 pM, vildagliptinin 250 uM, memantinin 200
ve 100uM konsantrasyonlarinin hiicre canliligint AS grubuna kiyasla anlamli korudugu

sonucu elde edilmistir. Memantinin SH-SY5Y hiicrelerinde hiicre canliligini apoptozu
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onleyerek korudugu 6nceden gosterilmistir (160). Memantin uygulanan pozitif kontrol
grubuna ek olarak vildagliptin ve saksagliptinin de SH-SY5Y hiicrelerinde canlilig
korumasi ilk kez bu tezde ortaya konmustur. Ayrica 2017 yilinda yapilan preklinik bir
calismada bir diger DPP-4 inhibitorii ilag olan linagliptinin kognitif fonksiyonlart olumlu
etkiledigi gosterilmistir (161). DPP-4 inhibitorii ilaglar iizerinde yapilan bu calismalar,
AH’da hastaligin progresyonunda 6nemli bir faktor olan hiicre canliliginin korunmasi
tizerindeki etkileri dikkate alindiginda kayda deger bir bulgudur. Bu bulgunun AH’da
hiicre 6liimii ile sonuglanan yolaktaki etkileri de apoptoz proteinleri lizerinden bu tezde

ayrica incelenmistir.

GZHA yontemi ile elde edilen veriler Ap toksisitesinin SH-SHSY hiicrelerine
uygulandiktan yaklasik 12 saat sonra canlilig1 kontrole gore diisiirdiigiinii gostermistir.
SH-SYS5Y hiicrelerinde daha onceden GZHA yontemi ile bir etken madde
arastirilmamustir. Ancak mikroglia hiicreleri ve SH-SYS5Y iizerinde pentazosin etken
maddesinin etkilerinin incelendigi bir ¢aliysmada GZHA, mikroglia migrasyon aktivitesini

degerlendirmek i¢in kullanilmistir (162).

GZHA ile elde edilen veriler hiicrelerin Af’nin fibril formuna maruz kaldiktan sonra
MTT analizinde oldugu gibi canliligin azalmasi yoniinde sonuc¢lanmigtir. Vildagliptin
konsantrasyona bagimli hiicre indeksini A grubunun tizerine ¢ikarmistir. Yaklagik 18.
saatte Af’nin hiicre indeksi diismeye baslamistir fakat vildagliptin uygulanan gruplarin
hiicre indeksi kontrole yakin bir profil ¢izmistir. Gergek zamanl elde edilen bu sonug
vildagliptinin SH-SY5Y hiicrelerini Af toksisitesinden korudugunu gostermistir ancak
istatistiksel olarak 24. ve 48. saatteki hiicre indeksleri karsilastirildiginda anlamli bir

degisme saptanamamistir.

Saksapliptin uygulanan grubun hiicre indeksi 18. saatten sonra Af grubunun hiicre
indeksinin iizerinde kaydedilmistir. Ayrica kontrol grubunun hiicre indeksinin diismeye
basladig1 40. saatten sonra saksagliptinin 200 ve 50 uM konsantrasyonlar1 uygulanan
gruplarin  hiicre indeksi 60. saatlere kadar artmaya devam etmistir. Bu sonug
saksagliptinin hiicre proliferasyonu, adezyonu ve morfolojisini olumlu ydnde
degistirebilecegini diisiindirmiistiir. Kontrol grubunun hiicre indeksinin diismeye
basladig1 saatler, besiyerinin artik hiicrelere yeterli gelmediginin bir gostergesidir. Ayni
durum saksagliptin uygulanan grup i¢in de diisiiniildiigiinde hiicre indeksinin kontroliin

diismeye bagladig1 saatlerde diismemesi iizerinde ileri caligmalar yapmaya deger bir
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bulgudur. Saksagliptinin 100 uM konsantrasyonu yaklasik 48. saatlere kadar kontrole
yakin bir profil ¢izmistir. 48. saatten sonra da kontrol gibi hiicre indeksi diigsmiistiir fakat

kontrole gore daha yavas bir diisiis gézlenmistir.

Ap, 21. kromozomda kodlanan bir transmembran protein olan APP’nin proteolitik kesimi
ile olusur. APP’nin proteolitik kesimi a, 3, y sekretazlar tarafindan kontrol edilmektedir.
S ve vy sekretazlar tarafindan kesim sonucu AfS molekiilleri olusmakta, o sekretazlar
tarafindan kesimde ise Af molekiilleri olugsmamaktadir. Dolayisiyla APP artmis olmasi
demek direkt Af sonucunu dogurmaz. Ayni zamanda vy sekretazlarin yapisina katilan
PSEN1 ve PSEN2 proteinleri AEBAH da risk faktoleri arasinda degerlendirilmektedir
(64-67).

Vildagliptinin 100uM konsantrasyonu APP’nin mRNA miktarini kontrole gore anlamli
arttirmigtir. Saksagliptinin en yiiksek konsantrasyonu olan 200 uM uygulanan grupta ise
APP mRNA miktar1 azalmistir. Bu sonu¢ saksagliptinin APP ekspresyonunu
azaltabilecegini gostermekle birlikte yine de APP protein miktarina bakilmadan kesin
yorum yapilamamaktadir. Memantin uygulanan grupta APP mRNA miktarini kontrole
yakin ¢ikmistir. Memantinin APP diizeyini SK-N-SH ndoroblastoma hiicrelerinde

diigiirdiigli ve ayn1 zamanda Af diizeyini de azalttigi onceden gosterilmistir (163).

Vildagliptin APP mRNA diizeyini arttirmis olmast AH’da beklenmeyen bir durum
olmakla birlikte hastaligin patogenezinde esas 6nemli olan APP proteininin proteolitik
yikim iirinii A miktarinda meydana gelebilecek degisimlerdir. Ayrica APP’nin

norotrofik ve noroprotektif etkilerinin olduguna dair galismalar da vardir (38).

PSEN1 geni mutasyonu olan kisilerde amiloid beta 1-42 formu artmaktadir. Cilinki
PSEN1 gama sekretazin yapisina katilir, gama sekretaz da A olusmasinda etkin rol
oynar. PSENI’ in asir1 aktivasyonu veya ekspresyonu AH patolojisi bakimindan
istenmeyen bir durumdur (73). Vildagliptin PSEN1 mRNA ekspresyonunu kontrol
grubuna kiyasla anlamli bir sekilde azaltmistir. En fazla diigiis 100 uM uygulanan grupta
olustur. Vildagliptinin tim konsantrasyonlar1 PSEN1’i azaltmistir fakat 100 puM
uygulanan grubun PSEN1 mRNA ekspresyonu memantine yakin bulunmustur.
Literatiirde memantinin PSEN1 mRNA ekspresyonunu nasil etkiledigine dair heniiz bir

caligma yoktur. Hem vildagliptinin hem de memantinin PSEN1 mRNA miktarini anlaml
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diisiirmesi Oonemli bir sonuctur. Ciinkii 6zellikle EBAH’da PSEN1 geni hastaligin

patogenezinde 6nemli faktorlerdendir.

PSEN2 gen mutasyonu (18 adet bildirilmis) PSEN1 e gore daha seyrek goriilmektedir.
Her iki gende de olusabilecek mutasyonlar gamma sekretaz enzimini etkiler ve APP ‘den
toksik AB1-42 ve AB 1-40 iirlinlerinin olusmasina neden olur (30). Ayni zamanda notch

reseptOr sinyal mekanizmasi da gama sekretazin aktivitesinde rol oynamaktadir.

Vildagliptin PSEN2 mRNA ekspresyonunu aynen PSENI de oldugu gibi azaltmistir.
Hatta PSEN1 de oldugu gibi 100 uM uygulanan grup daha fazla gen ekspresyonunu
diigiirmiistiir. Memantin PSEN2’yi vildagliptinin 250uM konsantrasyonuna yakin bir
sekilde disiirmiistiir. Saksagliptinin en diisiik konsantrasyonu olan 50 uM uygulanan
grup PSEN2 yi kontrole gore anlamli diisiirmiis diger iki konsantrasyonda anlamli bir
degisme olmamakla birlikte hafif bir diisme goézlenmistir. Bu sonuglar PSEN2 protein
ekspresyonu ile de desteklenirse AH patolojisinde 6nem agisindan ilk siralarda yer alan
A iiretimini azaltacak bir sonucu diisiindiirecektir. PSEN2 proteininin asir1 aktivasyonu
ve ekspresyonu AH’da istenmeyen bir durum oldugu goze alindiginda; bu proteini
kodlayan PSEN2 geni ekspresyonunda azalmaya yol acan vildagliptin ve saksagliptinin

SH-SYS5Y hiicrelerindeki etkisi ileri caligmalar i¢in umut vericidir.

Mitokondriyal disfonksiyon hiicrede apoptoza kaspazlarin tetikledigi programli hiicre
6liimii ile yol agabilmektedir. Alzheimer hastalarinin beyinlerinde mitokondri sayisinda
azalma ve mitokondri organellerinin morfolojik yapisinda normale goére degisme
gozlenmistir (16). MMP Ap uygulanan gruplarda kontrole kiyasla diismiistiir. A’ nin
MMP’ yi diisiirmesi preklinik ¢alismalarda da gosterilmistir (164). Vildagliptinin 250 ve
100 uM konsantrasyonu ile saksagliptinin 100 uM konsantrasyonu MMP’ yi kontrole
yaklastirmigtir. Bu ilaglarin diger konsantrasyonlarinda Af’nin distirdigiic MMP’ yi
yiikseltme yoniinde (kontrole yaklastirma) bir sonug¢ elde edilememistir. Memantin de

Ap’nin distirdiigii MMP’y1 arttiramamustir.

Nitrik oksit hiicreler arasi ve hiicre i¢i mesaj yolaginda, immiinitede ve vaskiiler kas
kasilmasinda 6nemli bir rol oynayan kisa yar1 omiirlii ve kolay difiize olabilen bir
molekiildiir. NO™ 6grenme ve bellegin siirdiiriilebilmesinde, néronal plastisitede de rol
oynamaktadir (17). Caligmamizda sadece memantin uygulamasinda NO~ diizeyinde

kontrole gore ve Af uygulanan gruba gore anlaml diisiis saptanmistir. Diger gruplarda
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ise anlamli bir degisiklik gézlenmemistir. Bu sonuglar vildagliptin ve saksapliptinin tezde
uygulanan konsantrasyonlarinda NO™ diizeyini degistirecek bir etkisinin olmadigini
gostermistir. NO™ diizeyinin optimum diizeyden daha yukari ¢ikmasi eksitotoksisiteye
neden olabilmektedir. Literatiirde memantinin hiicreyi bu asir1  uyarilmadan
koruyabilecegi heniiz tam aydinlatilmamakla birlikte izerinde tartigilan bir konudur (165,

166).

Noron hiicrelerinin programli 6limii; oksidatif stres, glutamat toksisitesi, biiylime
faktorlerinin azalmasi, genetik mutasyonlar gibi faktorlerin etkisiyle baslatilabilir (13).
Mitokondriden salinan sitokrom C, apoptotik proteaz aktive edici faktor-1 (Apoptotic
protease activating factor 1, Apaf-1) ile birleserek kaspaz-9 u, kaspaz 9 da kaspaz-3 i
aktiflestirerek apoptoza neden olur (13, 14). Deneylerimizden elde ettigimiz SH-SY5Y
hiicrelerinin vildagliptin, saksagliptin ve memantin uygulamasina kars1 verdikleri kaspaz-
3 ve kaspaz-9 ekspresyon cevaplari kontrol ve Af gruplarina gore kiyaslanmistir. Af
uygulanan grupta kaspaz-3 ve kaspaz-9 ekspresyonu kontrole gore artmustir ve literatiirde
de Af’nin bu apoptotik proteinleri arttirdigi yer almaktadir (167). Pozitif kontrol olan
memantinin kaspaz-3 ve kaspaz-9’u disiirmesi literatirde hayvan deneylerinde
gosterilmistir (168); fakat SH-SY5Y hiicrelerinde Af uygulanan gruba gore bu proteinleri

anlaml diisiirmesi ilk defa bizim ¢alismamizda elde edilen bir bulgudur.

Vildagliptin konsantrasyona bagimli bir sekilde kaspaz-3 ekspresyonunu azaltmistir.
2018 yilinda yapilan bir in vivo ¢alismada vildagliptin Alzheimer modeli olugturulmus
ratlarda apoptoz yolaginda anahtar rolii olan kaspaz-3 protein ekspresyonunu diisiirdigii
rapor edilmistir (169). Bu sonu¢ aymi zamanda vildagliptin uygulanan gruplarda
canliligin Af uygulanan gruba gore daha yiiksek bulundugu MTT canlilik analizi ve
GZHA verileri ile desteklenmistir. Apoptoz siirecinde artan kaspaz-3 ve kaspaz-9 hiicre
olimi ile sonuglanan bir dizi reaksiyona sebep olmaktadir (167). Ag ile artan bu
proteinlerin ekspresyonunun vildagliptin uygulamasi ile azalmasi ve bu sonucun canlilik
testleri ile desteklenmis olmas literatiirde 6nceden gosterilmemistir ve bu tezin orijinal

bulgularindan biridir.

Saksagliptin de kaspaz-3 ve kaspaz-9’u konsantrasyona bagimli azaltmistir fakat bu
azalma vildagliptindeki gibi belirgin degildir. Ancak yine de 24. saatte kaspaz3 i

konsantrasyona bagimli azaltmasi tizerinde ileri ¢aligmalar yapmaya deger bir bulgudur.
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Kaspaz-12 endoplazmik retikulumda meydana gelen stresden dolayir aktive olur ve
hiicreyi apoptoza siiriikleyebilir (15). Kaspaz-12 Af uygulanan grupta kontrole gore
anlaml bir sekilde artmistir ve bu bulgu literatiirde hayvan deneyleri ile de gosterilmistir
(15, 170). Memantin ve diger iki DPP-4 inhibitorii ilag uygulanan gruplar kaspaz-12 vyi
A uygulanan gruba gore anlamli diisiirmemistir. Vildagliptin konsantrasyona bagimli
hafif bir sekilde kaspaz-12’yi diisiirmekle birlikte bu apoptotik proteinin miktari
kontroliin {izerinde bulunmustur. Kontrole gére bu gruplar kiyaslandiginda kaspaz-12
tim gruplarda anlamli artmistir. Saksagliptinin en yiiksek konsantrasyonu kaspaz-12 yi

Af uygulanan gruba gore azaltmigsa da bu azalma anlamli degildir.

Deneylerimizde pozitif kontrol grup olarak kullanilan memantinin p- tau’yu diisiirdiigii
11 kisinin katildigi bir klinik ¢alismada gosterilmistir (171). Bu tez ¢alismasinda da
memantinin 100 pM uygulanan konsantrasyonu p-Tau ekspresyonunu anlamli
azaltmistir. Vildagliptin ve saksagliptin de p-Tau’ yu konsantrasyona bagimli azaltmis;
fakat bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir. Amiloid betanin tau
fosforilasyonunu tetikledigi literatiirde daha Onceden gosterilmis (172) ve bu tez
calismasinda da amiloid beta uygulanan grubun p-Tau’ yu anlamli arttirdig1 sonucu elde
edilmistir. Saksagliptinin p-Tau {izerindeki bu etkisi daha 6nceden gosterilmemistir.
Vildagliptinin ise 2018 yilinda yapilan bir preklinik ¢alismada p-Tau miktarini diigiirdigi
gosterilmistir (169). Memantin uygulanan grupta ise literatiirii destekleyici bir veri elde

edilmesi tizerinde ileri calismalar yapmaya deger bir bulgudur.

Bu bulgular genel olarak degerlendirildiginde; tez calismasi kapsaminda SH- SY5Y
hiicreleri iizerine etkileri incelenen DPP-4 inhibitérleri olan vildagliptin ve saksagliptinin,
Ozellikle hiicre canliligi, apoptozis ve AH’da rolii olan PSENI1 gen ekspresyonu
bakimindan umut vaat ettigi tespit edilmis olup sonraki galigmalarimizda bu etkilerin

transgenik Alzheimer modeli olusturulmus hayvanlarda da arastirilmasi planlanmaktadir.
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