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OZET

Faikoglu, G. Roflumilast, Rolipram Ve Tadalafil'in Fare Hipokampal Noron (Ht-22)
Hiicre Kiiltiirlerinde Amiloid Beta Peptid ile Indiiklenen Sestrin-2 Uzerine Etkileri.
Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Tibbi Farmakoloji ABD.
Doktora Tezi. istanbul.

Bu calisma Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Lisansiistii  Egitim Enstitiisii  Tibbi
Farmakoloji Anabilim Dali ve Atlas Biyoteknoloji isbirligi ile Atlas Biyoteknoloji
Laboratuvarlarinda  geceklestirildi. Calismanin  amaci; Bu c¢alismada amag,
norodejeneratif hasara ve A toksisitesine karsi koruyucu olarak arttig1 gosterilen, bu
etkisinde antioksidan ve otofajiyi indiikleyici mekanizmalarin sorumlu oldugu
diisiiniilen sestrin-2’nin noroprotektif etki i¢in yeni bir hedef olarak ortaya konulmasi ve
bu noktada sestrin-2’nin bu etkisinde rol oynayabilecegi diisiiniilen PDE ile iliskisinin
incelenmesi olmustur. Alzheimer hastaligi (AH), beyinde amiloid-beta (AP) peptidlerin
birikimi ve noérofibriler yumaklarin olusumu ile karakterize, bilissel fonksiyonlarin
azaldig1 ve demansin gozlendigi norodejeneratif bir hastaliktir. Son yillarda yapilan
calismalar AH patolojisi ile otofaji yolaklar1 arasinda da siki bir iliski oldugunu
gostermektedir. Sestrinler (SESN) ise genotoksik ve oksidatif stres gibi gesitli stres
kosullarinda artan ve oksidatif stresi baskilayarak etki gosteren proteinlerdir.
Calismanin sonucunda PDEI’lerin APs.35 uygulanan hiicrelerde farmakolojik etkisini,
artan SESN2 ekspresyonunda azalma yaparak ve hiicre koruyucu AMPK aktivasyonu
ve otofajinin diizenlenmesinde etkin mTOR inhibisyonu iizerinden gergeklestirdigini
sOyleyebiliriz. Norodejeneratif hasara ve AP toksisitesine karst koruyucu olarak arttigi
gosterilen, bu etkisinde antioksidan ve otofajiyi indiikleyici mekanizmalarin sorumlu
oldugu diisiiniilen SESN2’nin PDEI uygulamasi ile azalmasi PDEIl’lerin hiicrede
kompansatuvar olarak rol oynadiklart ve SESN2 savunmasma gerek kalmadan
koruyucu etki gosterdikleri seklinde yorumlanabilir. APjs.3s uygulamasi ile azalan
otofaji proteinleri ATGS ve beklin 1 ve otofaji belirteci LC31I’nin PDEI uygulamasi ile
artist PDEI’lerin hiicreye, koruyucu ve otofajiyi arttirict yonde destek verdiklerinin bir
kanit1 sayilabilir. Ancak her bir PDEI’nin otofajinin farkli komponentleri iizerinden etki
gosterdigi sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Fosfodiesteraz Enzimi Inhibitérleri, Alzheimer Hastalig1, Sestrin-
2, Otofaji

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TDK-2018-30620
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ABSTRACT

Faikoglu, G. Effects of Roflumilast, Rolipram and Tadalafil on Amyloid Beta Peptide-
Induced Sestrin-2 in Mouse Hippocampal Neuron (Ht-22) Cell Cultures. Istanbul
University-Cerrahpasa, Institute of Graduate Studies, Department of Medical
Pharmacology, Doctoral Thesis. Istanbul.

This study was performed in Atlas Biotechnology Laboratories in collaboration with
Istanbul University-Cerrahpasa, Institute of Graduate Studies, Department of Medical
Pharmacology and Atlas Biotechnology. The aim of this study was to present sestrin-2
as a new target for neuroprotective effect and to play a role in this effect of sestrin-2,
which was shown to increase protective effect against neurodegenerative damage and
AP toxicity and that antioxidant and autophagia inducing mechanisms were responsible
for this effect. Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disorder characterized
by the accumulation of amyloid-beta (AB) peptides in the brain and the formation of
neurofibrillary tangles which reduced cognitive functions and causes dementia. Recent
studies show that there is a close relationship between AD pathology and autophagy
pathways. Sestrins (SESN) are the proteins that increase and suppress oxidative stress
under various stress conditions such as genotoxic and oxidative stress. As a result of this
study, we can say that PDEIs have pharmacological effect in AP,s.35 treated cells by
decreasing increased SESN2 expression and effective mTOR inhibition in cell
protection by AMPK activation and regulation of autophagy. Decrease of SESN2 with
PDEI application, which has been shown to increase as protective effect against
neurodegenerative damage and AP toxicity, which is thought to be responsible for the
antioxidant and autophagy inducing mechanisms. It can be interpreted as PDEIs can
play a protective role without compensating for SESN2. Increased autophagy proteins
ATGS5 |, beclin-1 and autophagy marker LC3I1l with PDEI administration are decreased
by the application of Ap,s.35. However, it can be said that each PDEI acts on different
components of autophagy.

Key Words: Phosphodiesterase enzyme inhibitors, Alzheimer's disease, sestrin-2,
autophagy.

Supporting Institution: {TUC BAP (Project Number: TDK-2018-30620)



1. GIRIS VE AMAC

Alzheimer hastaligt (AH), demansin en sik goriildiigli, beyinde amiloid-beta (AP)
peptidlerin birikimi ve nérofibriler yumaklarin olusumu ile karakterize, néron kaybi
ve inflamasyonun eslik ettigi, biligsel fonksiyonlarin azaldigi, noérodejeneratif
hastaliktir. 2019 yili itibari ile Diinyada 70 milyondan fazla demans hastasi oldugu ve
bunlarin {¢te ikisinin Alzheimer hastast1 oldugu Diinya Azheimer Raporunda

bildirilmistir [1]-[4]

1907 yilinda Alois Alzheimer ilk hastalik teshisini koymasindan giiniimiize kadar

gecen 112 yil igerisinde AH’ye kesin bir tedavi bulunamamustir.

Epidemiyolojik ¢alismalar, AH’nin multifaktériyel bir hastalik oldugunu
gostermektedir. Hastaligin gelismesinde yaslanmaya bagli olarak ndronal, santral ve
vaskiiler bozukluklar énemli role sahiptir. Apolipoproteini kodlayan ve beyinde
kolesterol taginmasinda rol alan ApoE geninde €4 allelini tagiyan bireylerin AH
gelisimi agisindan 3-15 kat daha yiiksek riskli olduklari bulunmustur [5]. Ayrica
hastalarda hipertansiyon, dislipidemi, diyabet gibi kardiyovaskiiler hastalik risk

faktorlerinin varhiginda AH riskinin arttigi da gosterilmistir [6].

AH tedavisi i¢in Food and Drug Administration (FDA) tarafindan onayl ila¢ gruplari
olan kolinesteraz enzim inhibitorleri, N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor
antagonistleri ya da bunlarin kombinasyonlar1 sadece gegici ve semptomatik tedavi

saglayabilmelerinin yaninda siddetli yan etkilere neden olmaktadirlar [7].

AH’nin en sik goriilen demans tiirii olmasi1 nedeniyle yakin gelecekte AH ile daha da
stk karsilasilmas: olasidir. Bu nedenle hastaligin patofizyolojik mekanizmalarinin

tam olarak aydinlatilmasi ve bu 1sikta terapotik hedeflerin belirlenmesi elzemdir.

AH’de AP birikimi ve tau fosforilasyonu sonucu nérofibriler yumak olusumunun
norodejeneratif hasar1 baslatan patofizyolojik olaylar oldugu diistiniilmektedir [6].
Bir bagka degisle norodejeneratif protein agregatlarinin sentezinde artis ve/veya
yikiminda azalma sonucu AH tetiklenmektedir. Bu veriler 1s18inda AP birikimini
veya toksisitesini azaltan ve yikimini arttiran yaklagimlar, AH gelisimini 6nleyebilir

ya da yavagslatabilir[1].



Giincel c¢alismalar otofajinin, AH nin patofizyolojisini olusturan AP gibi protein
agregatlarinin lizozomal yikimla pargalanmasinda ve hiicreden uzaklastirilmasinda

yasamsal dneme sahip oldugunu bildirmektedir[8]-[12].

Otofaji AP peptid gibi yanlhs katlanan norodejeneratif proteinlerin ve hasarh
organellerin enzimatik yolla pargalanarak hiicreden uzaklastirilmalari icin gereklidir
[13]. Beyin dokularinda AB’nin asir1 birikimi oksidatif strese neden olarak ¢ogu hiicre
ici organellere zarar verebilir. Otofaji hasarli organellerin ve makromolekiillerin

kontrollii uzaklastirilmasini saglayarak sinir koruyucu roller tistlenmektedir [14].

Alzheimer hastalarmin beyinlerinde etkilenen bdlgelerin ¢ekirdek ve mitokondri
DNA’lar1 hasara ugramaktadirlar [15]. Genotoksik ve oksidatif stres gibi cesitli stres
kosullarinda artan sestrinler (SESN) oksidatif stresi baskilayarak etki gosteren
proteinlerdir [16]. Sestrin-2 (SESN2) memeli hiicrelerinde eksprese olan ii¢ adet
sestrin izoformundan en ¢ok c¢alisilmis olanidir ve hiicre koruyucu etkinliginde,
serbest radikalleri siipiiricii antioksidan ve otofajiyi indiikleyici aktivitelerinin

sorumlu oldugu gosterilmistir[17-18].

SESN2 stres sartlarinda indiiklenmektedir [19].Otofaji indiiksiyonunu AMP-bagimli
protein kinaz (AMPK) aktivasyonu ile rapamisinin memelilerdeki hedefi
(mammalian target of rapamycin) mTOR’u baskilayarak gergeklestirmektedir [20],
[21]. AB’nin primer sigan kortikal hiicre kiiltiirlerinde SESN2 artigina sebep oldugu,
antioksidan ve otofaji yolaklarini harekete gecirdigi bilinmektedir. Bu veriler SESN2
indiiksiyon ya da inhibisyonunun noérodejeneratif bir hastalik olan AH ile iliskisini
isaret etmektedir. SESN2 stres sartlarinda p53 ile indiiklenerek, AMPK aktivasyonu

ile baskilanan mTOR araciligiyla otofaji indiiksiyonunda rol almaktadir [22].

Yapilan c¢alismalarda Af'ya maruziyet farkli sinir hiicre kiiltiirlerinin SESN2
ekspresyonunu arttirmis  [8],[10] antioksidan ve otofaji yolaklarin1 harekete
gecirmistir. Bir transgenik AH fare modelinde, hayvanlarin beyin kortekslerinde
SESNZ2 ekspresyonunda ve otofaji belirteci LC3B-II’de es zamanli artis izlenmistir.
Bu veriler SESN2 indiiksiyonu ya da inhibisyonunun nérodejeneratif bir hastalik olan
AH ile yaki iliskisini ve bu ilisgkide otofaji yolaklarinin rol oynadigim
gostermektedir[23].



Fosfodiesteraz enzim inhibitorlerinin (PDEI) nérolojik ve psikiyatrik hastaliklardaki
etkilerine vurgu yapan ¢alismalar son donemde giindemdedir[24]. Fosfodiesterazlar
(PDE'ler), ikincil ulaklar olan siklik adenozin monofosfat (CAMP) ve siklik guanozin
monofosfatlar1 (¢cGMP) kendi inaktif 5'-monofosfatlarina metabolize eden
metallofosfohidrolaz enzimleridir[25]. Siklik niikleotid hidrolizinin selektif PDE
inhibitorleri ile bloke edilmesinin faydasi depresyon, sizofreni, AH ve iskemi gibi
gesitli  beyin patolojilerinde  goriilebilmektedir[26]. Ayrica resveratrol gibi
nonspesifik ve silostazol gibi spesifik iki PDE inhibitoriiniin, AH hastalik modelleri

ve otofaji iizerindeki etkileri bu hipotetik diisiinceyi desteklemektedir[27].

Calismamizda amacimiz, norodejeneratif hasara ve AP toksisitesine karst koruyucu
olarak arttift goOsterilen, bu etkisinde antioksidan ve otofajiyi indiikleyici
mekanizmalardan sorumlu oldugu diistiniilen SESN2’nin ndroprotektif etki i¢in yeni
bir hedef olarak ortaya konulmasi ve bu noktada PDEI’lerin SESN2 iizerinden sinir

koruyucu ve otofaji indiikleyici farmakolojik rolleri incelenecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Alzheimer Hastahgi (AH)

Alzheimer hastaligi (AH) bilissel ve davranissal yetersizliklerle karakterize en 6nemli
ilerleyici tipte norodejeneratif bozukluktur [28]. Pek cok genin ve cevresel faktorlerin
etkisi ile ortaya ¢ikan, binlerce genin ekspresyonunun degisebildigi, multiple patojenik
yolaklarin eslik ettigi, noronlarda B amiloid depolanmasi, tau hiperfosforilasyonu,
inflamasyon, oksidatif stres, enerji metabolizmasi ve hiicrelerin hiicre dongiisii ve
apoptoza girislerindeki hatalar ile kendini gosteren, etiyolojisi ve patogenezi

belirlenemeyen bir hastaliktir [29].

Alzheimer hastalarinin  otopsi materyallerinden elde edilen veriler hastaligin
patolojisinde, amiloid plak ve ndrofibriller yumaklarin varligini, bu patolojik
agregatlarin belirli dagilim paterni ve yogunluk sergilediklerini gostermistir [30].
Molekiiler caligmalar amiloid plaklarin ana komponentinin amiloid beta (Ap),
norofibriller yumaklarin ise tau proteini oldugunu gostermistir [27-28]. Gozlenen bu
noropatolojik olusumlarin en fazla hafiza ve bilingle ilgili beyin bdlgesi hipokampiista
izlenmesi AH’nin en belirleyici semptomlarindan hafiza kaybi ve gorsel-uzaysal

yeteneklerde azalma ile yakindan iliskilidir [1].

Demansin en sik nedeni olan, ilerleyici hafiza kayb1 ve bilissel bozulma ile karakterize
AH, Diinya’ da yaklagik 44 milyon insani etkilemektedir [33]. AH ile ilgili bazi
aragtirmalar etkili bir tedavi bulunamadig: takdirde yaklasik 65.7 milyon insanin 2030
yilma kadar, 115,4 milyon insanin 2050 yilina kadar demansa yakalanacaklarim
bildirmektedir [34]. Hali hazirda giiniimiizde kullanilan AH’ye yonelik tedaviler sadece
klinik semptomlar1 iyilestirmeyi ve biligsel fonksiyonlardaki kaybi geciktirmeyi
hedefleyebilmektedir. Bu sebepten AH patofizyolojisine yonelik ila¢ bazli yeni tedavi

seceneklerine acilen ihtiya¢ bulunmaktadir.

2.2. Alzheimer hastahig1 (AH) olusumu ile ilgili hipotezler

2.2.1. Kolinerjik Hipotez
Kolinerjik hipotez, AH patofizyolojisinde sorgulanan hipotezlerin ilki, en eskisi ve en
cok irdelenenidir. AH, kolinerjik fonksiyon bozuklugu ve asetil kolin (Ak) sentezinde

meydana gelen azalma ile iliskilendirilmektedir [35]. Presinaptik kolinerjik



terminallerde bulunan nikotinik ve muskarinik asetilkolin reseptorii sayisindaki

azalmanin bilissel islevi azalttig1 yine ¢aligmalarla gosterilmistir [32-33].

AH’de Ak sentezinde gerceklesen azalmanin, Kolinasetiltransferaz (KAT) enziminin
miktar ve islevlerinin kolin geri aliminin azalmasina, kolinerjik néron ve aksonlarda
olusan hasarlara, korteks ve hipokampiisa projekte olan kolinerjik néronlarda meydana
gelen kayiplara bagli oldugu bildirilmektedir. Ayrica AH’de 6grenme ve bellek {izerine
etkileri bilinen nikotinik (N) reseptorlerde ve presinaptik muskarinik (M2) reseptorlerde
kayiplar gozlenirken, postsinaptik M1 muskarinik reseptorlerin yogunlugunda ise

degisiklik meydana gelmedigi gosterilmistir[38].

AH’de gerceklesen kolinerjik kaybin, bu hastalarda izlenen davranissal ve psikiyatrik
belirtilerden olan depresyon, ajitasyon, anksiyete, psikoz ile iliskili oldugu bildirilmistir
[39]. Kolinerjik disfonksiyon ile beraber serotonerjik ve dopaminerjik
ndrotransmisyonda meydana gelen diizensizliklerin ve ndron kayiplarinin séz konusu

belirtilerin ortaya ¢ikmasinda etkili oldugu diisiiniilmektedir [35-36].

Eksitoksisite mekanizmasi, kolinerjik hipotez ve nodrodejenatif hastaliklar arasindaki

iliskiyi destekleyen yaklasimlardandir.

Norodejeneratif hastaliklar, noron kaybina bagl ilerleyen islev bozuklugu ve belirli
norolojik hasarlar ile karakterizedir [41]. Giincel ¢alismalar uyarici amino asitlerin,
beyin korteksi ve hipokampiistaki Onde gelen uyarici nérotransmiterler olarak
calistiklarini gdstermistir. Ogrenme ve hafiza gibi psikolojik islevlerde uyarici amino

asit igeren noronlar 6nemli rol oynarlar [42].

Uyarict amino asit sisteminin asir1 aktivitesi hiicre igin zararhidir. Uyarici amino
asitlerin toksik etkilerinden kaynaklanan hiicre 6liimii eksitoksisite olarak tanimlanir.
Glutamat, memeli santral sinir sisteminde (SSS) ana uyarici nérotransmiterdir. Noronal
eksitotoksisite genellikle asir1 glutamat maruziyetiyetine bagli iyonlarin hiicreye yogun
olarak girmesinden kaynaklanan ndronlarin hasarlanmasi ve Oliimiinii ifade eder.
Eksitoksisiteye bagli hiicre iginde olusan asir1 kalsiyum yilikii norotoksiktir ve

proteinleri, membranlar1 ve niikleik asitleri pargalayan enzimlerin aktivasyonuna neden

olmaktadir [38-39].



2.2.2. Ap Kaskad Hipotezi

Amiloid kaskad hipotezi hastaligin patogenezini en iyi agiklayan hipotezdir ve bu
hipotezde anahtar nokta artmis ve uzun oligomer yapida AP fibrillerinin olusmasidir
[44]. Genetik galismalar, AH'deki ndrodejeneratif olaylarin, AP peptidi retimi ve

klirensi arasindaki dengesizligin bir sonucu oldugunu iddia edilmektedir [45].

Tiim AH olgularinin %]1’inden az1 kalitsal olma (basit Mendelien otozomal dominant
gecis) Ozelligi tasir [46]. Otozomal dominant gegisten sorumlu olan simdiye kadar 3
ayri gen bulunmustur: amiloid prekiirsor protein (APP) geni (21. kromozom),[47]
presenilin 1 (PSN1) geni (14. kromozom) [48] ve presenilin 2 (PSN2) geni (1.

kromozom) [49].

Ailesel AH’lerin en sik sebebi PSN1’deki mutasyonlardir [46]. PSN1 ve PSN2
genlerinde 160’dan fazla mutasyon tanimlanmistir. Presenilinler APP’nin y-sekretaz ile
boliinmesinden sorumlu atipik aspartil proteaz komplekslerinin merkezi bilesenleridir.

AP 42/ AB 40 oran1 PSN mutasyonlari ile artmaktadir [50].

APP’nin bazi enzimler aracilii ile proteolizi sonucu AP olusur. Bu islev ndronal
aktivite tarafindan diizenlenir ve proteoliz y-sekretaz, B-sekretaz (BACEL ya da asp2 ya
da memapsin2) ya da a-sekretaz (“TNFa-converting enzyme”=TACE) enzim aktiviteleri
tarafindan gerceklesmektedir[27,46].

AP olusumu o6zellikle APP genindeki mutasyonlar - ya da y-sekretazlar araciligiyla
artmaktadir [47,48] ve sonu¢ olarak AP fibril olusumu gergeklesir [54]. Af'nin
oligomerik formlarda toplanmasiyla oligomerik amiloid fibriller olusmaktadir

[27,28,50,51].

Artmig AP birikimine bagli olarak AH'nin histopatolojik bulgularindan senil plak ve
norofibrillar yumak olusumlar1 néronlarda noérotoksik ve ndrotropik etkiler olusturarak

noron kaybina neden olmaktadir.

2.2.3. Tau Hipotezi

Giincel molekiiler ¢aligmalar amiloid plaklarin ana komponentinin A, ndrofibriller
yumaklarin ise tau proteini oldugunu gostermistir [28,51]. Tau proteinin
hiperfosforilizasyonu ve nitrasyonun AH patogenezinde rol oynayan faktdrlerden
oldugu [32] , yaslanma ile tau protein aktivitesinde 6nemli olgiide azalma gergeklestigi

izlenmektedir [29].



Miktotiibiillerin olusumunda rol alma ve stabilizasyonlarini koruma taunun bilinen iki
ana islevleridir[56]. Tau olgun bir néronun en énemli mikrotiibiil iligkili proteinidir ve
taunun hiperfosforilasyonu biyolojik aktivitesini baskilar. Anormal hiperfosforile
edilmis taularin norofibriler dejenerasyonu AH'de goriildiigii gibi taupatiler denilen

ilgili norodejeneratif hastaliklar ailesinde de saptanmaktadir [57].

Alzheimer hastalarmin beyinlerindeki sitozolik anormal hiperfosforile taunun (AHp-
tau) % 40 kadan sitozolde bulunur ve eslestirilmis sarmal filamentler/norofibriller
yumaklarin  polimerizasyonunu engellemektedirler [58]-[60]. Ayrica tiibiiline
baglanamayan tau mikrotlibiil olusumunda fonksiyon gosteremez ve mikrotiibiil
stabilizasyonlarinin da inhibe olmasina neden olarak mikrotiibiil yapilarint bozar [61]—
[63].

Tau proteininin anormal sekilde hiperfosforile edilerek filament demetleri halinde
toplanmas1 AH’de ve taupatiler adi verilen ilgili ndrodejeneratif hastaliklar ailesinde
izlenmektedir [64]. Olusan mikrotiibiiller ¢ift sarmal veya diiz filament seklindeki

norofibriller yumaklara doniiserek somatodendritik kompartmanda birikmektedir [65].

2.2.4. Kolesterol Hipotezi

Yas, aile oykiisii ve kisinin apolipoproteinE-e4 (ApoE-¢4) aleline sahip olmas1 AH’ nin
gelisiminde ortaya konan kesin risk faktorleridir [66], [67]. AH gelisimi agisindan
apolipoproteini kodlayan ApoE geninde €4 allelini tasiyan bireyler 3-15 kat yiiksek risk
oranina sahiptirler [5]. Amiloid birikim tizerindeki etkilerine bagh olarak kolesteroliin

AH patolojisinde rol oynadigina dair kanitlar bulunmaktadir [68].

Calismalarda beyindeki kolesterol alim1 ve tasinmasinda ve transgenik farelerde amiloid
birikimi i¢in merkezi bir rol oynayan ApoE’nin gerekli oldugu bildirilmektedir [69]. Ek
olarak, kolesteroliin amiloid iiretimini etkiledigi [70], [71] ve artmis kolesterol diizeyleri

ile AH riskinde artisa neden oldugu da bildirilmektedir.

Ozetle genetik, biyokimya ve hiicre biyolojisinden elde edilen giiclii kanitlar AH'nin
baslangicinda ve ilerlemesinde AP'nin kritik roliinii desteklemektedir [72]. Histolojik

acidan AH'nin ilerlemesi 3 ana noropatolojik 6zellik ile iligkilidir [73], [74].

a. APP boliinmesi, AB’nin ekstrandronal olusumu ve birikmesi.
b. Intrandronal norofibriler yumaklarin olusumu ve birikmesi.

c. AP birikimi ve reseptorlerle etkilesimi nedeniyle sinaptik fonksiyon bozuklugu.
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Sekil 2-1. AH varh@inda noronal sistemin 3 ana ozelligi. Sadigh-Eteghad vd

[15]'nden Tiirkge'ye uyarlanmistir.

AH varliginda noronal sistemin 3 ana 6zelligi [15]:

a. APP boliinmesi ve ekstraneuronal olusumu ve Af birikmesi

b. Intrandronal nérofibriller yumaklarin (NFT)' lerin olusumu ve birikmesi.

c.AP birikimi ve reseptorler ile etkilesimi nedeniyle sinaptik fonksiyon bozuklugu.

AH esas olarak neokorteks, hipokampiis ve biligsel islev icin gerekli olan diger alt
kortikal bolgelerde ilerleme ile kendini gostermektedir [75]. Noropatolojik belirteglerin
ortaya ¢ikmasi hastalifin klinik belirti ve semptomlarindan yillar Once ortaya
ciktigindan AH’nin Ongoriilebilmesi agisindan bu durum yol gosterici olabilir [76].
AH'nin baslangicinda ve ilerlemesinde AP peptidi 6nemli bir risk faktoriidiir ve merkezi
bir role sahiptir [77]. Saglikli bireylerde de tiretilen AP ancak belirli kosullar altinda
ekstranoronal birikerek hastaligin ilerlemesini baslatabilir. Calismalar AH’de izlenen

noronal disfonksiyonda A oligomerlerinin rol oynadigini vurgulamaktadir [78][79].

2.3. Lizozomlar ve Otofaji

Otofaji, organel ve makromolekiilleri lizozomal olarak pargalayan ve hiicre ici
homeostaz, farklilasma ve biiyiimenin kontroliinde rol alan bir hiicresel olaydir. LC3-I
(microtubule associated protein light chain-3; mikrotiibiil iligkili hafif agirlikli zincir)
sitozolik protein LC-3I’ye doniiserek fagoforun membranina baglanir. Fagofor
hiicrede biriken makromolekiilleri ve yanlis katlanmis protein agregatlarini igine alarak

otofagozom yapisint olusturur. Otofagozom lizozomla birleserek otolizozomu



olusturur ve yikim baglar, bdylelikle sinir hiicreleri zararli komponentlere karsi

korunur [21][80][81].

Lizozomlar en iyi sekilde okaryotik hiicrelerin primer parcalayici bolmesi olarak bilinir.
Bu dinamik organeller, 1955 yilinda Liége Universitesi'ndeki Belcikali biyokimyac1
Christian de Duve tarafindan tarafindan tanimlanmis olan lizozomlar asit fosfataz i¢eren
sitozolik membranla cevrili keselerden olugan, metabolik olarak yeniden kullanimi
miimkiin olan, hiicrenin yikim iiriinlerinden olusan tiim makromolekiilleri sindirebilen
50'den fazla asit hidrolaz (fosfataz, niikleaz, glikozidaz, proteaz, peptidaz, siilfataz ve
lipaz) igeren organellerdir[82][83][84].

Hiicre tipine bagli olarak degismekle birlikte en sik goriilen lizozomal enzimler asit
fosfataz, riboniikleaz, deoksiriboniikleaz, katepsinler, siilfatazlar, lipazlar ve B-

glukuronidazlardir [85][86][87].

Tablo 2-1. Onemli lizozomal enzimler ve substratlar: tablosu. Dilek Gelmez Beker

vd [87]’nden Tiirkge'ye uyarlanmistir.

| Substrat

Polisakkarit hidroliz edici enzimler
g-Glukozidaz Glikojen
g-Fukozidaz Fukoz

| B-Galaktozidaz Galaktositler
g-Mannosidaz Mannositler

| B-Glukuronidaz Glukuronitler
Hiyaluronidaz Hiyaluronik asit ve kondrotin siilfatlar
Aril sulfataz Organik silfatlar
Lizozim Bakteri hilcre duvar
Protein hidroliz edici enzimler
Katepsinler Proteinler
Kollajenaz Kollajen
Elastaz Elastin
Peptidazlar Peptidler
Niikleik asit hidroliz edici enzimler
Ribonikleaz RMNA
Deoksiribonikleaz DMNA
Lipid hidroliz edici enzimler
Lipazlar Trigliseridler ve kolesterol esterleri
Esteraz Yag asiti esterleri
Fosfolipaz Fosfolipidler
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Lizozomlar, membran ile ¢evrili endojen ve ekzojen makromolekiillerin yikimindan
sorumlu enzimler igeren vezikiillerdir [87]. Lizozomal enzimler graniillii endoplazmik
retikulumda sentezlendikten sonra golgi cisimciginde modifiye edilirler ve lizozomlar

icinde mannoz-6-fosfat ile etiketlenerek paketlenirler[88], [89].

Lizozomda bulunan enzimlerin tamamu asit hidrolazdir. Yani asidik ortamda aktif hale
gelirlerken bazik ya da ndtral ortamda aktivite gostermezler. Lizozom enzimlerinin
optimum asiditesi pH 5’tir. Bu sebeple lizozomun pH seviyesinin 5 te sabit tutulmasi
enzimlerin ¢aligmasi agisindan olduk¢a 6nemlidir. Lizozom i¢i pH’in 5 olarak kalmasi,
zarda bulunan proton pompalarinin sitoplazmadan lizozom igerisine H® pompalamasi
sayesinde sabit tutulur. Asit hidrolaz enzimlerinin asidik pH’da ¢alismasi hiicre
acisindan ekstra bir koruma yontemidir. Notral karaktere sahip olan sitoplazmaya
lizozomdan kontrolsiiz enzim salinmasi halinde lizozomal hidrolazlar inaktif halde
kalacaklardir. Bu sekilde hiicrenin kontrolsiiz bicimde otolize ugramasi pH farklilig

sayesinde engellenmis olacaktir.[90].

Lizozom olusumu da hiicre icerisinde meydana gelen baslica olaylardan bir tanesidir.
Lizozom formasyonu, golgi cisimciginin salg1 yolagi ile endositoz yolaginin kesigim
noktasinda baslar. Endositoz sonrast membranin vezikiil halinde ayrilmasinin ardindan
ekstraselliiler molekiiller klatrin kapli vezikiiller igerisinde hiicreye alinirlar. Hiicre
igerisine giren bu vezikiil erken endozom ile birlesir. Birlesmenin ardindan klatrin kaplh
vezikiilde bulunan membran bilesikleri plazma membranina geri doner. Bu birlesmenin

ardindan erken endozomun ge¢ endozoma olgunlasmasi gerceklesir.

Olgunlagsma sirasinda meydana gelen en 6nemli olaylardan biri de vezikiil i¢ci pH’1n
diiserek yaklasik 5.5 olmasidir. Asit hidrolaz enzimlerinin bulundugu, trans-golgiden
ayrilan lizozomal vezikiil, lizerinde bulunan mannoz-6-fosfat reseptorleri sayesinde geg
endozomun {iizerindeki mannoz-6-fosfat rezidiilerini tanir, boylece lizozomal vezikiil
hedeflenmesi dogru sekilde gerceklesmis olur. Vezikiil i¢i asiditenin artmasi sayesinde
trans-golgiden salgilanarak lizozomal vezikiil icerisinde ge¢ endozoma gelen asit
hidrolaz enzimleri birlesmenin ardindan yeni olusan lizozomun liimenine saliverilir.
Vezikiilden asit hidrolazlarin saliverilmesinin ardindan mannoz-6-fosfat reseptorleri
golgi cisimcigine geri donerler. En son durumda, yeni olusan lizozomun iginde

endositozla hiicre igerisinde alinmig ekstraselliiler molekiil ve trans-golgien gelen asit
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hidrolazlar bulunur ve lizozomun igerisinde ekstraselliiler molekiiliin sindirimi

gerceklesir [90], [91].

Endositoz disinda lizozomlar materyalleri fagositoz ve otofaji yollar ile sindirirler.
Fagositozda makrofajlar gibi 6zellesmis hiicreler bakteri, hiicre artiklar1 ve yash
hiicreler gibi viicuttan uzaklastirilmasit gereken biiyiikk parcaciklari iglerine alarak
parcalarlar. Hiicrenin kendi bilesenlerinin ve sitoplazmik organellerin kademeli

dongiisiinilin gergeklestigi otofajiden de lizozomlar sorumludurlar.

'Otofaji' terimi, Yunanca kokenli bir terim olup 'kendini yeme' anlamina gelmektedir.
[k olarak 1963 yilinda Christian de Duve tarafindan sigan karaciger epitel hiicrelerinde
kesfedilmistir [92]. Otofaji hasarli hiicresel proteinleri ve organelleri ortadan kaldiran
evrimsel bir siiregtir [93]. Hiicre igeriginin pargalanmasi ve geri doniistiiriilmesinin

baslica yoludur [94].

Yapilan ilk caligmalarda otofajinin, besin yoksunlugunda hiicre i¢i molekiillerin geri
doniistimiinii saglayarak hiicrenin stres ortamina uyumuna yardim ettigi, boylelikle
hiicre homeostazinin korunmasinda etkili bir yol oldugu gosterilmistir [95], [96]. Son on
yilda yapilan caligmalar ise otofajinin; metabolizmanin diizenlenmesi, morfogenez,
hiicre farklilagsmasi, yaslanma, hiicre 6liimii ve bagisiklik sisteminin bir pargasi olarak
hiicre i¢i patojenlerin yikiminda da etkili bir rol oynadigini ortaya koymustur [96], [97].
Ayrica aragtirmalar, otofaji anormalliklerinin, kanser, enfeksiyon hastaliklar1 ve
norodejeneratif hastaliklar gibi onemli saglik sorunlarinin da nedenleri arasinda yer

aldigin1 gostermektedir [98].

Okaryotik hiicrelerde otofaji olusma sekline goére makro-otofaji, mikro-otofaji ve
saperon aracilt otofaji olarak smiflandirihir [99], [100]. Bunlarin hepsi lizozomda
sitozolik bilesenlerin proteolitik bozunmasii tesvik eder ve otofaji ile iligkili genler
(autophagy related genes; Atg) ve bunlar aracili enzimler vasitasiyla diizenlenir [101]—
[104].
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Otofaji ti¢ farkli sekilde gerceklesebilir,
1) Mikro-otofaji: Kiiglik parcaciklarin membranda olusan girintiyle lizozom igine alinip

degredasyonunun yapilmasidir.

2) Makro-otofaji: Otofajik hiicre oliimiinii olusturan temel mekanizmadir. Daha biiyilik
pargaciklarin, organellerin otofagozom i¢ine alinip daha sonra lizozomlarla birleserek

meydana gelen degredasyondur.

3) Sapheron aracili otofaji: Belli bir peptid sekansli sitozolik proteinlerin molekiiler
sapheronlarla kompleks olan 1s1 soku proteinleri (heat shock proteins; Hsp73 tarafindan

taninmasi ve lizozomlara taginmasidir [96], [105]-[107].

Otolagozom L

Saperon

\ /
. LAMP-2A

Katianmameg
substrat proteini

0 ©
O
/O

Permeaz

4

" Lizozoma
hidrolaz

Sdl.xdu' ma

Membran
aynad

O'/'

Sekil 2-2. Otofajinin farkh tipleri. Mizushima vd [97]’nden Tiirk¢e'ye uyarlanmustir.

Otofaji-lizozom yolag1 (Autophagy-Lyzosome Pathway; ALP) olarak da adlandirilan

bu siirecin molekiiler diizeyde bes temel asamasi oldugu bildirilmektedir:
1.Fagofor olusumu;
2.0tofaji-iliskili proteinlerin (AtgS-Atgl2) konjugasyonu, Atglo6L ile etkilesim;

3.Mikrotiibiil ile iligkili protein hafif zincir 3 [LC3I/11(Microtubule-associated

protein)]’i isleme ve uzayan fagofor membrani i¢ine sokma;

4.Parcalanma i¢in rastgele veya secici hedeflerin yakalanmas;
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5.0tofagozomun lizozomla fiizyonu, ardindan yakalanan molekiillerin lizozomal

proteazlar ile proteolitik par¢alanmasi [21], [80], [81].
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Sekil 2-3. Otofajik kesecik olusumunda rol oynayan mekanizmalar. Devrim Oz
Arslan vd [108]’nden Tiirkge'ye uyarlanmistir. A. mTOR kompleksi; B. Lipid kinaz
Vpc 34, diizenleyici enzin Vpc 15 ve Atg6’ dan (beklin-1) olusan PI3K kompleksi C.

Iki ubikiitin benzeri mekanizmanin rol oynadigi zar uzamasi.

ALP, proteinlerin kalite kontroliinden sorumlu bir yolaktir ve hasari, toksik proteinlerin,
fonksiyon gormeyen mitokondri gibi hasarli organellerin birikimine neden olarak
norodejeneratif hastaliklarin gelisimi ve ilerlemesine neden olmaktadir. Mitokondri
hasar1 norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde basi ¢ekmektedir [109]. Mitokondri
hasar1 hiicrede enerji yoksunluguna, serbest radikal iiretiminde artisa, proapoptotik
faktorlerin mitokondri disina sizmasina, oksidatif strese ve AH, Parkinson Hastaligi
(PH), Huntington Hastaligi (HH), Amiloid Lateral Sklerozis ve Down sendromu gibi

norodejeneratif hastaliklarda gozlenen hiicre 6liimiine neden olmaktadir[110].
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Ribozomal stres durumunda ise ribozom kalite kontrol (ribosome quality control; RQC)
sistemi hasarlanmaktadir. Mitokondri ile benzer olarak RQC mekanizmasi asiri
sentezlenen proteinlerin birikimini dnleyen bir sistemdir. RQC'deki islev bozuklugu da
diizensiz proteinlerin birikimine ve sinir hasarmma neden olur [111]. Cok sayida
aragtirma sinir hiicrelerinde yaslanma, spontan apopitoz ve hasarli otofajinin
norodejerasyona neden oldugunu kanitlamaktadir[112]. SSS’de hiicre i¢inde birikmis
AP, tau, a-sinliklein gibi yanlhs katlanan ve agrege proteinler cesitli yasa baglh
norodejeneratif  hastaliklarla iliskilidir ve AH'nin erken doneminde AP'min
oligomerizasyonu AP birikiminde kritik 6neme sahiptir. Otofaji, AH nin patolojisini
olusturan AP gibi protein agregatlarinin lizozomal yikimla par¢alanmasinda ve

hiicreden uzaklastirilmasinda yasamsal 6neme sahiptir [80].

2.4. Otofaji-Lizozom Yolagi (ALP) ve Alzheimer Hastahg ile iliskisi

AH bilissel ve davranigsal yetersizliklerle karakterize olan en Onemli ilerleyici
norodejeneratif bozukluktur [28].Hastalikli beyin dokularinda APP gibi proteinlerinden
koken alan A plaklari ve hiicre i¢i norofibriler yumaklarin birikimi gézlenmektedir. A
plaklar, APP’nin anormal islemesi ve asir1 iiretiminden dolay1 birikir [113]. Son yillarda
yapilan ¢alismalar, hiicre i¢i anormal protein temizleme temel yolaklarindaki (iibikiitin
proteazom sistemi ve otofaji) aksakliklarin, hastalik olusum ve ilerlemesine katkida

bulunduguna isaret etmektedir[114].

AH muhtemelen APP/AB, ApoE4, tau, a-siniiklein, TDP-43, yaslanma ve c¢esitli
komorbiditeler dahil olmak {izere bircok faktor arasindaki ortak patojenik
etkilesimlerden kaynaklanir. Bu faktorlerin néron fonksiyonlarini ve sagkalimlarim

tam olarak nasil etkiledikleri ile ilgili yeni aragtirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir [114].
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Biligsel Bozukluklar

Sekil 2-4. Alzheimer Hastalig1 patogenezinde rol alan bashca faktorler. Huang Y
vd [114]’nden Tiirk¢eye uyarlanmistir.

Norodejeneratif hastaliklarin temelini olusturan protein iiretimi ile yikimi arasindaki
dengesizlik protein cisimciklerinin birikimi ile sonu¢lanmaktadir ve bunlar arasinda AP
ve tau birikimini igeren AH One ¢ikmaktadir. Lizozomal otofaji bu protein
cisimciklerinin baslica yikim sistemlerindendir. Otofajinin sinir koruyucu rollerinin
basinda hasarli organellerin ve makromolekiillerin kontrollii uzaklastirilmasi
gelmektedir. Hiicre i¢inde hasarlanmis organeller ile yanlis katlanmis ve asir1 birikmis
proteinler gibi hiicre i¢i yogun stoplazmik materyalleri parcalayarak hiicre homeostazini
saglayan onemli bir yolaklarin basinda ALP gelmektedir. AH gibi norodejeneratif
hastaliklarin bir sebebi de bu yikim mekanizmalarindaki hasar olabilmektedir [14], [79],
[115][114]. Giincel birgok ¢alisma AH patolojisi ile otofaji yolaklari arasinda yakin bir
iliski oldugunu gostermektedir [119]-[123].

APP’nin B- ve y- sekretazlar tarafindan ardisik boliinmesiyle basta néronal endositik
kompartmanlarda olmak iizere AP dretilir [124], [125]. Oligomerik, protofibriler ve
fibriler yapilara sahip ¢esitli A tiirleri, monomerik AB’nin hizla birikimine bagli olusan
bir dizi olaylar neticesinde olusurlar [124], [126], [127]. AP birikimin son asamasinda,

senil plaklar B-katmanlarini iceren diger proteinlerle birleserek olusur. Peptid baglari,
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proteazlarin erigimini sinirlayan bir hidrojen agina baglanir, bu da A plaklarimnin in vivo
stabilitesini desteklediginden B-katmanli yapilar proteolize karsi direnclidir. In vitro
[128], [129] ve in vivo [130], [131] olarak AP plaklar1 bazi kosullar altinda
parcalanabilmektedir. Makrofajlar ve mikroglia hiicreleri iizerindeki hiicre yiizeyi
reseptorlerine baglanan fibriler AP endositozla lizozoma gonderilirler [131], [132].
Mikroglia hiicreleri gibi fagositik hiicreler beyinde belli kosullar altinda fibriler AB'y1
pargalayabilmektedirler [130].Hiicre kiiltiirlerinde aktive edilmis mikroglialarin fibriler
AB'y1 ¢ok zayif bir sekilde pargalamalarinin sebebi zayif lizozomal asidifikasyona (pH>
6) sahip olmalaridir [128], [129].Cogu hiicre, lizozomal enzimlerin maksimum
aktivitesi igin gerekli olan 4.5-5 lizozomal pH diizeylerine sahiptir [133]. Ayrica
makrofaj-koloni uyarict faktor gibi mikroglial fonksiyonun aktivatorleri ile tedaviyi
takiben, mikroglia, lizozomlarin1 tamamen asidifiye edebilmekte ve fibriler AP'yi
verimli bir sekilde sindirebilmektedir [129].

AH’de lizozomal yikim mekanizmasi etkinligini kaybederek hiicresel proteinlerin ve
AP’nin yiiksek miktarlarda birikimine neden olmaktadir [134]. AP degredasyonunda
ana hiicresel yolaklardan biride ALP’dir. Hiicre i¢i otofagozomlarin par¢alanmak iizere
lizozomlara tasinmasini makro-otofaji olarak isimlendirilmektedir ve birgok c¢alisma
AH’nin beyinlerinde makro-otofajinin hasarlandigi ve bodylece AP igeren otofajik
vakuollerin birikerek nérodejeneratif patolojiyi arttirdigi bildirilmistir[80]. Bu veriler
1s18inda AB'nin ALP aracili degredasyonunun artigina odaklanan tedavi yaklagimlar
kabul gormektedir [80], [115]. Otofaji AP agregatlarini uzaklastirarak saglikli ndronlart

AP sitotoksisitesinden koruyan bir mekanizmadir.

Otofagozom  olusumu  rapamisin  protein  kompleksinin ~ memeli  hedefi
(mammalian target of rapamycin- mTOR) ve ¢esitli Atg'ler ile diizenlenir ve bu olayda
gorev alan LC3B-I'nin posttranslasyonel olarak LC3B-II"ye doniisen sitozolik bir Atg
oldugu gosterilmistir [135]. Viicut metabolizmasinin 6nemli bir diizenleyicisi olan
AMP-Aktive Edici Protein Kinaz(AMP-activated protein kinase-AMPK)’ nin
aktivasyonunun, otofagozom olusumunun ana blokorii mTOR'u baskilayarak otofajiyi
indiikledigi bilinmektedir. Calismalarda AMPK aktivatorlerinin mTOR sinyalini inhibe
ederek otofajiyi arttirdig1 ve lizozomal sistem tarafindan AP yikimini tetikledigi, AB'nin
mTOR'u arttirdigi, AP seviyesindeki azalmanin mTOR'u azalttigi, mTOR-AR iliskisini
bildirmektedir [135]-[138].


https://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/rapamisin%20protein%20kompleksinin%20memeli%20hedefi
https://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/rapamisin%20protein%20kompleksinin%20memeli%20hedefi
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2.5. Sestrinler (SESN’ler)
Otofaji indiiksiyonu, stres sartlarinda indiiklenen sestrinler (SESN2) [139], AMPK
aktivasyonu ile mTOR’u baskilamasi neticesinde ger¢eklesmektedir [140], [141].

SESN gen ailesi SESN1, SESN 2 ve SESN3 [139], [142], [143] olmak iizere 3 {iyeden
olusmaktadir ancak Drosophila melanogaster and C. elegans’ta sadece 1 SESN geni
mevcuttur [144].

Primer sican kortikal hiicre Kkiiltiirlerinde AB’nin SESN2 artisina sebep oldugu,
antioksidan ve otofaji yolaklarini harekete gegirdigi gézlenmistir.Bu bulgular SESN2
indiiksiyon ya da inhibisyonunun ndrodejeneratif bir hastalik olan AH ile yakin
iliskili seyrettigini gostermektedir [22].

Memeli hiicrelerinde eksprese olan ii¢ adet SESN izoformundan (SESN1, SESN2,
SESN3) [143] en ¢ok calisilan SESN2’nin hiicre koruyucu etkinliginde, serbest

radikalleri siipiiriicli, antioksidan ve otofajiyi indiikleyici aktivitelerinin sorumlu oldugu

gosterilmistir[17], [18], [22].
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Sekil 2-5. (A) SESN'lerin hedefindeki hastahklar. (B) ROT’un SESN
aktivasyonundaki rolleri. Pasha vd [145]'nden Tiirkce'ye uyarlanmistir.

SESN’lerin tiim izoformlar1 yiiksek antioksidan kapasiteye sahiptirler [146] ve
genotoksisite ve oksidatif stres gibi c¢esitli stres kosullarinda artan ve oksidatif stresi
baskilayarak etki gosteren proteinlerdir [142]. Stres sartlarinda p53 ile indiiklenen
SESN2 [139], AMPK aktivasyonu ile mTOR’u baskilayarak otofaji indiiksiyonuna
neden olur [140], [141], ve bu etkisini redoks diizenleyici aktivitelerinden bagimsiz

olarak AMPK aktivasyonu yolu ile mTOR aktivitesini baskilayarak gerceklestirir.
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Sekil 2-6. SESN/AMPK/mTOR iliskisi. Lee vd [147]'nden Tiirkge'ye uyarlanmistir.

DNA hasarina neden olan genotoksik bilesikler olan ROT, reaktif nitrojen tiirleri
(RNT), reaktif karbonil tiirleri, lipid peroksidasyon tiriinleri, DNA alkilleyici bilesiklere
maruziyet metabolik strese neden olabilmektedir [17], [148], [149]. Metabolik stresin
meydana getirdigi asir1 genotoksik hasar hiicre dongiisiinii inhibe ederken proapoptotik,
timor baskilayic1 pS3 gibi DNA hasarini algilayan sinyal yolaklarinin up-regiilasyonuna
da neden olur. Gama radyasyonu, UV ve genotoksik metabolitler, hipoksi p53 araciligi
ile SESN1 ve SESN2 transkripsiyonunu uyarir. SESN2 ilk defa insan ndroblastoma
hiicrelerinde hipoksinin aktive ettigi gen olarak izole edilmistir. Oksidatif stres, ROT ve
RNT metabolizmasindaki dengesizlik ve hiicrenin ROT, RNS ve diger reaktif metabolik
ara lrilinleri detoksifiye etme yetenegindeki hasar1 ifade eder. ROT, néronlarda NMDA
reseptor aktivasyonu sonucunda CCAAT/enhancer-baglayan protein-p (C/EBPp)
adindaki transkripsiyon faktorii araciligiyla SESN2’yi indiikler [150]. Oksidatif stres
SESN ailesinin tiim iiyelerini indiikler. Calismalarda bu cevabin AMPK/mTOR sinyal
yolagi tarafindan diizenlendigi bildirilmistir [147]. SESN’ler ROT f{iretimini arttiran
mTOR hiperaktivitesini de engellerler. SESN’e bagimli AMPK aktivasyonu ve
mTORCI1 aktivitesinin baskilanmasi, bazal otofajinin siirdiiriilmesinde kritik 6neme
sahiptir [151]. SESN’lerin AMPK/mTOR diizenleyici aktiviteleri asir1 tiretilen ROT'un
onlenmesi agisindan dnemlidir. SESN’ler, elektron sizdirarak patojenik miktarda ROT

tireten fonksiyonu bozulmus mitokondrinin otofajik eliminasyonunda Onemlidirler
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[152]. SESN-yetersiz Drosophila'da anormal ROT iireten mitokondri birikimi gézlenmis
ve bu birikim farmakolojik mTOR inhibitorleri ile durdurulabilmistir [147]. SESN’e
bagli mTOR inhibisyonu, antioksidan genleri inhibe eden proteinlerin otofaji aracili
yikimi i¢in de 6nemlidir. AMPK aktivasyonu yoluyla SESN2, patojenik miktarda ROT
tireten enzimleri inhibe edebilmektedir [146]. SESN’lerin antioksidan aktiviteleri, p53
ve FoxO (Forkhead box protein) transkripsiyon faktorleri yoluyla da diizenlenmektedir.
Yiiksek seviyede oksidatif stres, pS3 ve FoxO bagimli apoptotik gen transkripsiyonu
yoluyla hiicre Oliimiine neden olurken, diisiik seviyede oksidatif stres SESN’leri
uyararak oksidatif stresi azaltmakta ve hiicre 6limiinii dnlemektedir [148], [149], [153].
Boylelikle SESN’ler hiicre yasamsalligi ve fonksiyonunda rol alan genetik bilesenler
gibi hareket ederek, oksidatif stresin kac¢inilmaz sonuglarini elimine etmektedirler.
Yapilan ¢aligmalar SESN’lerin antioksidan, AMPK aktivatorii, mTORCI1 baskilayicisi
ve otofaji uyarici etkilerine ek olarak yaslanmay1 geciktirici ve yasa bagl hastaliklari
baskilayici 6zellikleri {izerinde de bildirmektedirler [134], [154]-[156]. SESN-yetersiz
Drosophila ve fare modellerinde endojen SESN aktivitesinin yas ve obesite bagimli
hastaliklar1 onledigi gosterilmistir. Bu modellerde SESN inaktivasyonu AMPK'nin
kronik inaktivasyonuna, mTOR'un aktivasyonuna, dokularda yag birikimine, kan
sekerinde yiikselmeye, iskelet ve kalp kasi hasarina neden olmustur[147]. Bu hayvan
modellerinde ayrica otofajinin kritik diizenleyicisi Atgl inaktivasyonunun da
gozlenmesi SESN geninin fonksiyonel onemi hakkinda bilgi vermektedir [147]. AH
[157] ve PH [158] gibi yasa bagli norodejeneratif hastaliklarda oksidatif stres
artmaktadir. Iskemik hasarli fare beyninde SESN2 ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir
[142], [159]. SESN’lerin antioksidan ve Ozellikle otofajiyi uyarict etkileri
norodejeneratif hastaliklardaki onemlerini arttirmaktadir. Ancak buna ragmen AH'daki
fonksiyonlart ile ilgili pek az sayida aragtirma mevcuttur. CHP 134 néroblastoma
hiicrelerine AH'den sorumlu APi42 uygulamasi SESN2 ekspresyonunu arttirmistir
[119], [121]. Primer sican kortikal sinir hiicre kiiltiirlerinde AB’nin SESN2 artigina
sebep oldugu, antioksidan ve otofaji yolaklarin1 harekete gecirdigi gozlenmistir.
Transgenik AH hayvan modeli olan 12 aylik APPswe/PSENIdE9 fare korteksinde
SESN2 ekspresyonunda artis gozlenmistir. Ayn1 hayvan modelinde ve fare kortikal
hiicre kiiltiirtinde ve otofagozom belirteci LC3B-II"de de es zamanlh artis gézlenmistir.
AB’nin yaptigit SESN2 artisinin SESN2 siRNA ile geri dondiigli ve LC3B-II

azalmasinin da bu geri doniise eslik ettigi bildirilmistir. Tiim bunlara ek olarak SESN2
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knock-down’i ve otofajinin bafilomisin A ile farmakolojik inhibisyonu AP’ ile
olusturulan sinir hasarin1 kuvvetlendirmistir. Bu bulgular SESN2 indiiksiyon ya da
inhibisyonunun noérodejeneratif bir hastalik olan AH ile yakin iliskisini ve bu iligskide

otofaji yolaklarinin rol oynadigin1 géstermektedir[27].

2.6. Fosfodiesteraz Enzimi, Inhibitorleri (PDEI’ ler)

2.6.1. Fosfodiesteraz Enzimi, Inhibitorleri ve Beyindeki Onemleri

Fosfodiesterazlar (PDE'ler), ikincil ulaklar olan siklik adenozin monofosfat (CAMP) ve
siklik guanozin monofosfatlart (¢cGMP) kendi inaktif 5'-monofosfatlarina metabolize
eden metallofosfohidrolaz enzimleridir. Diger bir deyisle PDE'ler, ikincil ulak siklik
niikleotidlerden cAMP ve cGMP'nin kendi asiklik tiirevlerine (AMP, GMP) hidrolizini

katalize eden enzimlerdir.

Tek tek PDE izoformlarin1 kodlayan ve 21 memeli genini kapsayan 11 gen ailesi
tanimlanmistir.  PDE’ler,  farkli  posttranslasyonel = modifikasyonlara  gore
siiflandirilmiglardir: 11 yapisal olarak benzer, islevsel olarak farkli aileye (PDE1-
PDEL11) ayrilirlar ve hidrolizine neden olduklart siklik niikleotid substratina (cAMP ve /
veya cGMP) gore tanimlanirlar. Baz1 PDE'ler spesifik olarak cAMP'yi (PDE4, PDE7 ve
PDES) hidrolize ederken, digerleri cGMP'yi (PDES, PDE6 ve PDEY) hidrolize eder.
Digerleri ise her iki siklik niikleotidi de hidrolize eder (PDE1, PDE2, PDE3, PDE10 ve
PDE11. Bu enzimlerin tiimii beyinde de eksprese edilmektedir [160].
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Tablo 2-2. PDE Ailesinin Substrat Cesitleri ve Dagihimlari. M.D. Houslay vd
[160]’nden Tiirk¢eye uyarlanmustir.

PDE Substrat Cesitleri ~ Ana Doku Lokalizasyonu

1 cGMPy>cAMP Beyin,kalp, damar diiz kas1

Tablo 1 PDE Ailesinin Substrat Cesitleri ve Dagihimlari

2 cGMP=cAMP Adrenal  kortex,  beyin,kalp,  korpus
kavernozum

3 cAMP/cGMP Kalp, korpus kavernozum,
karaciger,pankreas, damar diiz  kasi,
plateletler

4 CAMP Akciger, mast hiicreleri, damar diiz kas1

5 cGMP Korpus kavernozum, Akciger, damar diiz
kasi, plateletler, beyin, 6zofagus

6 cGMP>cAMP Retina

7 cAMP»>cGMP Iskelet kasi, T hiicreleri

8 CAMP Testis, Tiroid

9 cGMP Genel olarak exprese edilir, 6zel olarak
tanimlanmamus.

10 cGMP>cAMP Beyin, testis

11 CAMP=cGMP Iskelet kasi, prostat, karaciger,

bobrek,hipofiz, testis

Beyinde spesifik PDE inhibitorleri kullanilarak yapilan ilk fonksiyonel in vivo
bolgesel taramalarda kortekste PDEI1, 2 ve 5/9’un ¢cGMP’yi par¢aladigi, PDE9’un
hippokampiiste major rol oynadigi, PDE5/9 ve PDE1’in en ¢ok aktif olan PDE’ler
oldugu ancak PDE2 ve 3’iin de degredasyona katildigi, beyincikte PDES5/9’un
cGMP’yi hidroliz eden ana enzim oldugu ancak PDE1 ve 4’iin de énemli oranda

parcalanmaya katkida bulundugu bildirilmistir [161].

PDE izoformlar tiire 6zgii (si¢an, fare, insan) ekspresyon paterni gostermektedir.
PDE1B, PDE1C, PDE2A, PDE4A, PDE4D, PDESA, PDE7A, PDESA, PDESB,
PDEIOA ve PDE11A’nin mRNA ekspresyonlari, en az bir ila dort beyin bolgesinde
(hipokampiis, korteks, striatum ve serebellumda) yasa bagl artis ya da azalma

gostermektedir. PDE1A, PDE3A, PDE3B, PDE4B, PDE7A, PDE7B ve PDE9A’ nin



mRNA ekspresyonlari ise yasla degismemektedir. PDE11A4, PDE8A3, PDE8A4/5
ve PDEICI’in protein ekspresyonlar1 yasa bagli olarak artmaktadir. Yasa bagli PDE
degisiklikleri sadece ekspresyon diizeyinde degil PDE’nin bdlgesel yerlesiminde de
gbze ¢arpmaktadir [162].

PDE inhibitorleri, pulmoner hipertansiyon (PDES inhibitorii sildenafil), erektil
disfonksiyon (PDES inhibitorleri sildenafil, vardenafil, tadalafil), kronik obstriiktif
akciger hastaligi (KOAH) (PDE4 inhibitorii roflumilast), sedef hastalig1 ve psoriatik
artrit (PDE4 inhibitorii apremilast) ve kalp yetmezligi (PDE3 inhibitérii milrinon)
gibi bir dizi hastalik icin tedavi potansiyeli gostermislerdir. Ancak son zamanlarda
PDE inhibitorlerinin ndrolojik ve psikiyatrik hastaliklardaki etkilerine de vurgu
yapan ¢aligmalar giindemdedir. Siklik niikleotid hidrolizinin selektif PDE
inhibitorleri ile bloke edilmesinin faydasi depresyon, sizofreni, AH ve iskemi gibi
cesitli beyin patolojilerinde goriilebilmektedir. Ustelik PDE inhibitorleri, beyinde
siklikla gozlenen bilissel azalma ve duygulanim bozukluklarinin tedavisinde
terapotik araglar olarak diisliniilmiistiir. Giinlimiizde PDE inhibitorlerinin hem yasa
bagl bilissel azalma hem de AH'min tedavisinde potansiyel tedavi stratejisi olarak
kullanilmas: kayda deger bulunmaktadir. cAMP ve cGMP'nin ndronal plastisite
tizerindeki varsayilan etkileri nedeniyle, PDE inhibitorleri, SSS bozukluklari i¢in
potansiyel yararlar saglayabilirler. Insan beyninde bol miktarda PDE ekspresyonunun
gosterilmesi, sinir iletiminde ve sinaptik plastisitede etkin siklik niikleotidlerin
metabolizasyonu i¢in gerekli olduklarina isaret etmektedir. Bu da ndrolojik ve
psikiyatrik bozukluklarin tedavisi i¢in uygun beyin penetrasyonuna sahip selektif
PDE inhibitorlerini kesfetme ¢abalarini hakli kilmaktadir. Beyin penetrasyonu olan
PDE 10A inhibitorleri sizofreni ve HH tedavisinde ila¢ adaylart olarak
aciklanmiglardir. Bunun yani sira PDE 9A inhibitorleri bilissel bozukluklarin
tedavisinde aday gosterilmistir. Bu bulgular, cGMP ve cAMP'in bellek lizerinde
farkli bolge ve zamanlardaki etkilerini isaret etmektedir. Siklik niikleotidleri secici
olarak hidroliz eden PDE'lerin inhibisyonunun, bellek performansini arttirmak igin
giivenilir bir yontem olabilecegi one siiriilmiistiir. Duygulanim bozukluklar1 ve/veya
biligsel islevleri etkileyen hastaliklarin terapdtik hedefleri agisindan PDE'lerin
potansiyellerine olan ilgi artmaktadir[26]. Genel olarak PDE’ler, hiicre ¢ogalmasi ve
farklilagsmasi, gen ekspresyonu, inflamasyon, apoptoz ve metabolizma gibi sayisiz

fizyolojik stireclere katilirlar. Beyinde, cAMP/protein kinaz A (PKA)/cAMP’ye
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duyarli element baglayan protein (CREB) ve cGMP/protein kinaz G (PKG)/CREB
sinyal yolaklarinin aktivasyonu, uzun siireli potansiyasyon (long term potentiation;
LTP) bilissel hafiza ve bellek olusumu ile iliskilendirilmistir. Ikincil ulak cAMP,
PKA araciligiyla CREB’i aktive eder ve bdoylelikle beyin kaynakli norotrotrofik
faktor (BDNF) gibi sinaptik plastisiteyle iliskili genlerin transkripsiyonunu
diizenleyebilir. cAMP/PKA/CREB yolagi, hafizanin noérofizyolojik kontroliinii
saglayan LTP’nin arttirllmasinda rol oynar[163].

2.6.2. Fosfodiesteraz 4 ve inhibitorleri

cAMP sinyal aktivasyonunun hafiza fonksiyonlarini ve sinaptik plastisiteyi arttirdigi
gosterilmistir. Secici PDE4 inhibitorlerinin  ¢cAMP  hidrolizinin  inhisyonunun
ardindan cAMP/PKA/CREB yolagmin aktivasyonu ile biligsel faaliyet artigini
gerceklestirdikleri one siirmektedir [163]. PDE4 inhibisyonunun da hipokampiiste
cAMP seviyesini arttirarak PKA/CREB fosforilasyonunu arttirdigi gosterilmistir. Bu
sinyal kaskadi hipokampiiste LTPnin siirdiiriilmesi ve hafizanin diizenlenmesinde
elzemdir. PDE4 inhibitorleri norolojik hastaliklarda ve spinal kord hasari, travmatik
beyin hasari, AH, major depresif hastalik, multiple skleroz ve iskemik inme gibi
inflamasyonun da eslik ettigi hastaliklarin calisildigi hayvan modellerinde etkinlik

gostermiglerdir.

Sicanlarda subaraknoid kanama modelinde gelisen serebral inflamasyon {izerine
roflumilastin etkileri aragtirilmis ve norolojik hasar1 ve inflamatuvar sitokinlerden IL-
1B, IL-6 ve TNFa seviyelerini ve apoptotik noron sayilarini anlamli derecede

azalttig1 gosterilmistir.[164].

Non-emetik dozda kemirgenlerde roflumilastin hafiza sonksiyonlarim1 gelistirdigi
gdzlenmistir [165]. Insanlarda orta bilissel hasar ve AH’da roflumilastin faz I ve II
klinik denemeleri siirmektedir [166]. Roflumilast yiiksek selektiviteye sahip ikinci
jenerasyon PDE4 enzim inhibitoriidiir. Hipertansiyon, biligsel hasar ve demansin
yaygin risk faktorlerinden biridir. Altta yatan molekiiler mekanizma tam olarak
aydinlatilamamakla birlikte derin serebral bolgelerde iskemik hasara neden oldugu
bilinmektedir. Hipertansif sicanlarda rolipram ve roflumilastin PDE4 inhibisyonu
yaparak 6genme ve hafiza fonksiyonlarindaki bozulmalar1 diizeltti§i gozlenmistir
[167]. Travmatik beyin hasarinda (TBH) hafiza hasar1 olusmaktadir ve rodentlerde
TBH'ya 0zellikle hipokampiis duyarlidir. LTP, hipokampal sinaptik plastisitenin
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hiicresel diizeyde ¢alisiimasinda énemlidir. TBH'da LTP'nin olugmasi ve devaminda
anahtar rol oynayan transmembranal reseptor AMPA-GIuR1 alt {initesinin
ekspresyonu ve fosforilasyonunda diisme gozlenmistir. Ayrica TBH'da ikincil ulak
cAMP 'min néron plastisitesini korudugu ve LTP'min siirekliligini sagladigi
gozlenmistir. Bu veriler 1s18inda TBH'da cAMP yolaginin modiilasyonunun TBH
sonrast  hafiza fonksiyonlarmi diizenlemede terapotik yarar1  olabilecegi
distiniilmiistiir. cAMP'nin PDE4 inhibisyonu ile arttirilmasi sonucu AH, sizofreni ve
yaglanmaya bagli biligsel hasarda azalma meydana geldigi ile ilgili ¢alismalar
mevcuttur. PDE4 inhibitorii roflimulast KOAH tedavisinde kullanilan FDA onayl bir
ilagtir. Organotipik hipokampal kiiltiirlerde 1 nM roflimulastin TBH'dan 24 saat dnce
ve 6 saat sonra noronal plastisiteyi, AMPA-GluR1fosforilasyonunu ve
ekspresyonunu ve LTP'yi korudugu gozlenmistir. Ayrica KOAH nedeniyle
roflumilast kullanan hastalarin beyinlerindeki serbest ila¢ konsantrasyonu 10,37
nM'dir ve 1 nM etkin konsantrasyonun iizerindedir. Bu da bu PDE4 inhibitorii ile
yapilacak biligsel tedavi calismalarinda dozun daha da arttirilabilmesine olanak
vermektedir. Yapilan ¢alismada PDE10A inhibitérii papaverinin ise hasar sonrasi
plastisite iizerine koruyuculugu olmadigi bulunmustur. Bu farklilik bu inhibitérlerin
etkiledigi alt yolaklarin farkli olabilecegi olarak yorumlanmistir ve alt yolaklarla
ilgili ayrintili ¢aligmalara ihtiya¢g oldugu konusuna vurgu yapilmaktadir. Bu
caligmadan elde dilen sonuglar, roflimulastin sinaptik plastisitede koruyucu rol

oynayan diger proteinlerin ekspresyonlarinda da artis yapabilecegi yoniindedir [24].

Selektif PDE4 inhibitorii rolipram ise, bilissel calismalarda genis capta test edilmistir
[168]. Nesne tanima testinde rolipram tedavisi, rodentlerde (sigan/fare) hafiza
fonksiyonlarmi arttirmistir [169]. Rolipramin skopolamin ile olusturulan hafiza
hasarmi diizelttigi goézlenmistir. Rolipram tedavisinin si¢anlarda AP ile indiiklenen
biligsel hasar1 ve noroinflamasyonu da geri ¢evirdigi gozlenmistir. Hipokampiis
kesitlerinde rolipramin 6zellikle cAMP diizeyinde yiiksek, cGMP diizeyinde daha
smirl artis yaptigi ve bu artisin 6zellikle hipokampal astrositlerde gergeklestigi
gosterilmistir [169].

Rolipram kemirgen omurilik hasar1 modellerinde aksonal biiylime ve ndron canli

kalimin1 arttirmis [170] ve HH fare modelinde atrofi gelisimini geciktirmistir [171].
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Beyne penetre olabilen selektif PDE4 inhibitérii GSK356278'in ise klinik Oncesi
testlerde anksiyolitik ve biligsel fonksiyonlar1 gelistirdigi gézlenmistir [167].

2.6.3. Fosfodiesteraz 5 ve inhibitorleri

AH'da A birikimi sonucu sinir hiicrelerinin fonksiyon bozukluguna, dliimiine ve
sinir hasarina neden olan noéroinflamatuvar olaylarda ¢cGMP, PKG ve PDES
enziminin rol oynadigi bildirilmektedir. Sicanlarda yasla birlikte PDES mRNA
seviyesinde diisiis tespit edilmistir. Bu kaskadin manipiilasyonunun patolojik olaylar1
geciktirecegi ve AH’yi uzun vadede geciktirecegine dair varsayimlar 6ne siiriilmiigse
de molekiiler mekanizmaya yonelik detayli stratejilere gereksinim duyulmaktadir. A
birikimi ve sonrasinda gelisen sinaptik hasar cGMP ve PKG aracili sinyallerin down-
reglilasyonu ile iligskilendirilmektedir. cGMP 6grenme, hafiza, ndronal plastisite ve
LTP gibi beyin fonksiyonlarint kontrol eden énemli bir bilesen oldugu i¢in, cGMP
AH'da AP aracili hafiza hasarinda yararli etki gosterebilir. cGMP, AH'ye kars
immiin cevap ve biligsel hastaliklarla iligkili anahtar sitokin olan NF«B ve alt yolag
CREB ekspresyonunu ve kismi fosforilasyonunu etkileyerek antiinflamatuvar
cevaplar1 kontrol edebilir. PDES hiicre i¢i cGMP konsantrasyonunu kontrol eden
kritik enzimdir. PDES5'in ii¢ varyanti PDES5SAI1, A2 ve A3 beyinde ozellikle
hipokampiis, korteks ve bilissel ve duyusal fonksiyonlar1 yiiriiten diger beyin
bolgelerinde lokalizedirler. Klinik 6ncesi ¢aligmalar selektif PDES inhibitorlerinden
hem erkek erektil disfonksiyon hem de pulmoner hipertansiyon tedavisi igin
onaylanmis sildenafil (Viagra®; Pfizer) ve vardenafil (Levitra®; Bayer)’in yash
hayvanlarda hipokampal cGMP'yi arttirarak hafiza fonksiyonlarimi giiclendirdigini
gostermistir. Sildenafilin, AH transgenik (tg) APP/PS1 farelerde hafiza hasarimi ve
cGMP/PKG/pCREB kaskadindaki fonksiyon bozuklugunu geri g¢evirdigi ve
hipokampiiste hem ¢oziinilir AP;.40 hem de APy ssseviyelerini azalttigi gosterilmistir
[172]. Sildenafilden daha uzun yarilanma omriine sahipve kronik tedavilerde daha
giivenli kullanima sahip bir diger potent PDES inhibitérii tadalafilin de AH farelerde
kan-beyin engelini gegerek tau fosforilasyonunu azalttigi, Ap yiikiini arttirmadigi ve
biligsel faaliyetlerde diizelme yaptigi gosterilmistir. Tadalafilin hipokampal CAIl
noronlarinda iskeminin indiikledigi apoptotik siireci baskilayarak sinir koruyucu etki

gosterdigi bildirilmistir [173].
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Sildenafilin presinaptik veya postsinaptik bir mekanizma yoluyla nesne tanima ve
bellek pekistirmenin erken evrelerini gelistirdigi varsayilmaktadir. Presinaptik
mekanizma nitrik oksit (NO)/cGMP sinyal yolagi ile postsinaptik mekanizma da
cCMP/PKG/CREB sinyal yolagi ile ger¢eklesmektedir [174].

Bir HH modeli olan 12 haftalik tgR6/1 farelerde hipokampiis cGMP ve NO
diizeylerinin normalin ii¢ kat1 azaldigi ve obje tanima hafizasi ve pasif kaginma
davraniginda hasar olustugu gozlenmis ve tek enjeksiyonluk 3 mg/kg i.p. sildenafil

tedavisi ile bu parametrelerde diizelme gézlenmistir [175].

Erektil disfonksiyon tedavisindeki etkinlikleri kanitlanan PDES inhibitorlerinin
biligsel fonksiyonlar1 arttirmaya yonelik calismalar i¢in aday ilaglar olabilecekleri

diistintiilmektedir.
2.6.4. Fosfodiesteraz 11 ve inhibitorleri

PDE11 en son kesfedilen PDE ailesidir. insanlarda PDE11A geni hem cAMP hem de
cGMP'yi hidroliz eden c¢ift 6zgilliik enzimlerinden olusan dort izoformu kodlar.
PDEI1A, iskelet kasi, prostat, testis, beyin, bobrek, karaciger, pankreas, lenfoid
hiicreler ve hipofiz ve adrenal bezlerde eksprese edilir ancak PDEI11l'in bu
dokulardaki biyolojik rolleri, segici inhibitorlerin bulunmamasi nedeniyle

anlasilamamustir [176].

Oldukca selektif bir PDES inhibitorii olan tadalafilin PDE11’1 de yliksek oranda
inhibe ettigi gbzlenmistir [177]. Genom ¢apinda iligkilendirme c¢aligmalarinda,
PDE11A genetik defekti major depresyon, bipolar bozukluk, astim, adrenal, testis ve
prostat kanserleriyle baglantili bulunmustur. PDE11A4 izoformu kemirgen ve
insanda hipokampal formasyonda bulunur ve dorsal hipokampiise gore ventral
hipokampiiste 3-10 kat fazla eksprese edilir [162], [178] ve periferik organlarda
ekspresyonlari yok ya da yok denecek kadar azdir [178]. PDE11A’nin sosyal
davraniy ve major depresyonla [179], intihar egilimi [180] ve lityuma cevap
verilebilirlikle iliskisi bulunmaktadir [181]. PDE11A4, oksitosin sinyal yolagi ve

beyinde sosyal davranisin sekillenmesinde anahtar rol oynamaktadir [182].

Bununla birlikte, yasl rodent hipokampiisiinde genclere gore PDE11A4 protein
ekspresyonunda yasa bagli olarak gelisen artis, bu beyin bélgelerinde PDE11A4

enziminin sadece ekspresyonunda degil dagiliminda da degisiklikler oldugunu
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gostermektedir [162]. Bu bulgular PDE11A’nin ndropsikiyatrik, sinir gelisimini
etkileyen ve yasla ilgili hastaliklarda yeni bir terapotik hedef olabilecegini
diistindiirmektedir [183]

Tim bu bilgilerin 15181nda amacimiz; nérodejeneratif hasara ve AP toksisitesine karsi
koruyucu olarak arttig1 gosterilen SESN2’nin, sinir koruyucu etki i¢in yeni bir hedef
olarak ortaya konulmasi ve PDEIl’lerin SESN2 iizerinden olas1 etkilerinin

incelenmesidir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiirii

Harisson tarafindan 1907 yilinda hayvan hiicrelerinin, canli viicudunun disinda
incelenebilmesi amaciyla hiicre kiiltiiriinii kesfetmistir. Hiicrenin viicut disinda kiiltiire
edilmesi, viicudun normal homeostazi nedeniyle ortaya ¢ikacak sistemik degisikliklere
yol agmasindan ve bunlarin deney iizerinde olumsuz etkilerinden bagimsiz olarak,
hiicreyi inceleme imkan1 saglamistir. Earle ve arkadaslar1 1943 yilinda farelerde tiimor
hiicresini izole edebilmeyi bagsarmis ve 1961 yilinda Leonard Hayflick hiicrelerin, kiiltiir
ortaminda smirli yasam siiresine sahip olduklarini rapor etmistir. Bu konu {izerine
yapilan calismalarin giderek ilerlemesiyle, hiicre igerisinde gergeklesen aktiviteleri,
hiicrenin bulundugu ortam, hiicrelerin birbirleriyle olan etkilesimleri ve bunlara karsi
verilen  tepkileri  hiicresel boyutta inceleme vedegerlendirebilme  imkani

saglamistir[184].

Calismamizda kullanlan fare hipokampal néron (HT-22) hiicreleri Atlas Biyoteknoloji
AS’den temin edilmis, deneyler Atlas Biyoteknoloji AS’de bulunan Hiicre Kiiltiirii

Laboratuvari'nda gergeklestirilmistir.

3.1.1. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler, 25 cm? flask steril hiicre kiiltiirii petrilerinde, %10 fotal sigir serumu (fetal
bovine serum; FBS), %1 L-glutamin ve %1 Penisilin/Streptomisin igeren Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM) Kkiiltiir ortaminda %35 karbondioksit (CO2)
inkiibatoriinde  yetistirildiler. Hiicreler, petriyi %80 oraninda kapladiklarinda
Tripsin/Etilen Diamin Tetraasetik Asit (EDTA) ile kaldirilarak ihtiyag duyulan grup

sayisina gore pasajlandilar. Kontrol grubu dimetil siilfoksit (DMSO) ile muamele edildi.

3.1.2. Deneysel AH Hiicre Kiiltiirii Modeli icin APos_35 proteinin hazirlanmasi:
Ticari olarak satin alinan liyofilize haldeki AB2s.35 (>97% HPLC, A4559-1MG, Sigma-
Aldrich-131602-53-4), norotoksisite calismalarinda gerekli liyofilize peptid agregatlari

steril saf su ile ¢oziilerek 1 mg/ml konsantrasyonda stok hazirlandi.
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3.1.3. Kimyasallar ve Malzemeler

Capricorn-DMEM-HA (Capricorn Scientific) Capricorn-L-Glutamin-GLN B (Capricorn
Scientific), Capricorn-Tripsin EDTA-TRY-1B (Capricorn Scientific), Capricorn-FBS
Heat 1nactivated-FBS-HI-11B  (Capricorn  Scientific), Capricorn-PBS-PBS-1A
(Capricorn Scientific)

Qubit assay tiipleri (500°1iik set, Cat. No. Q32856- Thermo Fisher Scientific) ya da
Axygen PCR-05-C tiipleri (VWR, part no. 10011-830- PCR-05-C Corning),
Gili¢lendirilmis  kemiliiminesans substratt (ECL “Invitrogen, Novex™ ECL

Chemiluminescent Substrate Reagent Kit WP20005")

mRNA izolasyonu i¢in Kullanilan Materyaller RiboEx (Cat No:301-001,Gene All),
Hybrid-R (Cat No: 305-101, Gene All), cDNA Sentezi I¢in Kullanilan Materyaller
HyperScriptTM First strand synthesis kit (Cat No0:601-005,Gene All), cDNA sentezi
icin kullanilan mastermix bilgileri RNA o6rnegi, Primer, dNTP mix, RNase-Free
Distilled Water, RTase Reaksiyon Buffer, DTT, Reverse Transcriptase, RNase
Inhibitor, Real-Time qPCR I¢in Kullanilan Materyaller RealAmpTM SYBR qPCR
Master mix (Cat N0:801-051,Gene All), Primerler (ATG5-F, ATG5-R, ACTB-F,
ACTB-R, BECN1-F, BECN1-R, SESN2-F, SESN2-R Sentebiolab), Real-Time qPCR
Icin Kullanilan MasterMix Bilesenleri (MasterMix (with SYBR-Green), ROX Dye,

Forward Primer, Reverse Primer, cDNA Template, RNase-Free Distilled Water)

Western blot i¢in kullanilan materyaller ProtinEx Total Protein Extraction Solution
(GeneAll, Cat No: 701-001), Protein miktar dl¢iimii kiti Qubit® Protein Assay Kits
(Thermo Fisher Scientific, Cat No: Q33211), NUPAGE LDS Sample Buffer (Thermo
Fisher Scientific, Cat No: NP0004), NUPAGE Sample Reducing Agent (Thermo Fisher
Scientific, Cat No: B0004), Bis-Tris gradient jeli (Invitrogen, NUPAGE 4-12% Bis-Tris
Gel), MES Running Buffer’dan (ThermoFisher, B0002), marker (NZY Colour Protein
Marker I1), Iblot transfer stack Nitrocellulose (NC) kitinde (Invitrogen, 1B23001), Beta
Actin (Cat No: E-AB-30422, Elabscience), AMPK «al/2 (Cat No: BT-AP09795, Bt-
Laboratory), AMPK al1/2 (Thr183/172) (Cat No: BT-PHS00575 Bt-Laboratory), LC3A
(Cat No: BT-MCAQ0986 Bt-Laboratory), mTOR (Cat No: BT- AP05645 Bt-Laboratory),
MTOR (phospho ser2448) (Cat No: BT- PHS00176 Bt-Laboratory), SESTRIN-2 (Cat
No: BT- AP09794 Bt-Laboratory), Western Breeze Kit (Chromogenic Immunodetection
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System, Rabbit Primary Antibody Cat: WB7105, Invitrogen), “Invitrogen, Novex™
ECL Chemiluminescent Substrate Reagent Kit WP20005”

3.1.4. Kullanilan Cihazlar

Laminar akim kabini (Niive, Tiirkiye), CO2 inkiibatorii (Sanyo, Japonya), faz kontrast
mikroskobu (Leica, Almanya), otoklav (Niive, Tiirkiye), su banyosu (Niive, Tiirkiye),
ultrasonik homojenizatér (Omni, ABD), sogutmal1 santrifiij (Kubota, Japonya), vorteks
(FinePCR, Kore), orbital calkalayici (FinePCR, Kore), membran goriintiileme cihazi
(Kodak, ABD), spektrofotometrik mikroplak okuyucu (Heales, MB-530, China).

3.1.5. istatistiksel Analiz
Coklu gruplarin istatistiksel karsilastiriimas1 GraphPad Prism 7.0 programi kullanilarak
iki yonlii ANOVA ve Tukey testleri ile degerlendirildi. Sonuglar ortalama + standart

hata olarak verildi. *P < 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3.2. Sitotoksisite Deneyleri

3.2.1. Hiicre Canhihiginin MTT ile dl¢iilmesi

Hiicre canliliginin kolorimetrik 6l¢timiine dayanan MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide] deneyi, suda ¢oziindiigiinde sar1 renkli goriiniime
sahipken, mitokondriyal rediiktaz aktivitesiyle hiicrelerin canliligiyla orantili olarak
¢Oziinemeyen mor renkli Formazan'a doniisiir ve kantitatif bir 6l¢iim saglar. %70'in

altinda kalan degerler sitotoksik kabul edilmektedir.

HT-22 hiicreleri %80 kaplama oranina ulastiktan sonra besi yerleri aspire edilerek PBS
cozeltisi ile yikandi, 300 pl Tripsin-EDTA eklendi ve 37°C'deki CO; inkiibatoriinde 1-2
dakika (dk) inkiibe edildi. Kaldirma islemi faz-kontrast mikroskobunda kontrol edildi.
Uzerlerine taze hazirlanan hiicre besiyeri eklenerek enzim reaksiyonu durduruldu ve 15
ml'lik falkona aktarilarak 1000 rpm'de 5 dk santrifiij edildi. Stipernatant atilarak hiicre
pelleti 1 ml besiyerinde dagitildi. Hiicre sayim cihazinda (Cell counter, BioRad) hiicre
sayimi yapildi ve hiicre sayisi 10° hiicre/ml olacak sekilde besiyeri eklendi. Pipetleme
yapilarak esit bir sekilde 96 kuyucuklu kostarlara her kuyucukta 10* hiicre/ml (100 pl)
olacak sekilde ekim yapildi.
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24 saat sonra eski besiyeri ortamdan uzaklastirilarak taze hazirlanmis besiyeri eklendi.
Hiicreler tasiyici (%0.1 DMSO) ve PDEI’lerinin (ROL; 3uM, 10 p,30; TAD 0.75,
1.53nM, 3nM, RF 2.5 uM, 5 uM, 10 uM) farkli konsantrasyonlariyla 32 saat
inkiibasyona birakilarak deney gruplar1 olusturuldu. Bu konsantrasyon araliklari
PDE{’lerin literatiirdeki etkin konsantrasyonlarini iceren araliklardir. (32 saatlik siire
APB’nin 2.5, 5, 10uM konsantrasyonlarda 24, 32, 48 saat siirelerde SESN2 artisindaki
SuM’lik konsantrasyonda maksinin yaptigr artistan yola ¢ikilarak belirlendi.) Siire
sonunda hiicrelerden besiyerleri aspire edildi. MTT (mg/ml) MEM'de ¢o6ziildi, 0.22
p’luk filtreden gegirildi ve her bir kuyucuga 50ul eklendi. 37°C'lik CO2 inkiibatoriinde
hiicreler MTT ¢ozeltisi ile 3 saat inkiibe edildi. Siire sonunda her kuyucukta mor renkli
cokeltiler gozlemlendi ve sivi kisim aspire edildi. Kuyucuk diplerindeki c¢okeltilerin
tizerine 100 pl izopropanol eklenerek homojen bir karisim olusuncaya kadar pipetleme

yapildiktan sonra Microplate Reader'da 570 nm absorbans degerinde okutuldu.

3.2.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Tedavisi

Deney gruplan asagidaki tabloda gosterilmektedir.

Tablo 3-1. Deney gruplarimin olusturulmasi.

Deney gruplari; (n=3) Deney gruplari; (n=3)
1 Kontrol (%0.1 DMSO) 2 AP2s.35 (5 uM; 32 saat)
3 Tadalafil 1,53 nM 4 AP2s.3s (5 uM; 32 saat) + Tadalafil 1,53
nM)
5 Roflimulast 5 uM 6 AP2sa3s (5 uM; 32 saat) + Roflimulast (5
nM)
7 Rolipram 10 pM 8 AP2s-35 (5 utM; 32 saat) + Rolipram 10 pM

Coziicii olarak tiim PDEI’lerde DMSO kullanildi. Kontrol grubunda ve PDEI’lerin yer
aldig1 tedavi gruplarinin besiyerlerinde son DMSO konsantrasyonu %0.1 olarak

ayarlandi.
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3.3. MRNA- RT-gPCR

3.3.1. mRNA izolasyonu

mRNA izolasyonu i¢in asagida markasi, ad1 ve katalog numarasi verilen materyaller

kullanilmustir.

3.3.1.1. mRNA izolasyon protokolii asagidaki sekilde gerceklestirilmistir.

1. Hiicre homojenizasyonu: 1x10 kiiltiir hiicresi iizerine 1 ml RiboEx eklendi ve pipetaj
yapilarak karismasi saglandi.

2. Oda 1sisinda 5 dk inkiibe edildi.

3. Karigim 11.000rpm, 10 dk, 4°C kosullarinda santrifiij yapildi ve siipernatant bagka bir
tiipe aktarildi.

4. Karisim tizerine 200 pl kloroform eklendi karistirildi, 2 dk inkiibe edildi.

5. 4+4°C de 12.000xg’de 15 dk santrifiij yapildi. Siipernatant temiz bir tiipe alindi.

6. Siipernatantin hacmi kadar RB1 Buffer (RNA Binding Buffer; RNA Baglama
Tamponu) eklendi. Pipetleme yapilarak karistirildi.

7. 700 pl karisim kolona aktarildi.

8. 10.000%g’de 30 sn santrifiij yapildi. Collection tiip yenisi ile degistirildi.

9. Karisimdan kalan miktar olmasi durumunda 7-8 islemler tekrarland.

10. Kolon iizerine 500 pl SW1 Buffer(Yikama Tamponu) eklendi.

11. 10.000%g de 30 sn santrifiij yapildi. Collection tiip yenisi ile degistirildi.

12. Kolon tizerine 500 pL RNW Buffer(Yikama Tamponu) eklendi.

13. 10.000xg de 30 sn santrifiij yapildi. Collection tiip yenisi ile degistirildi.

14. Kolon icinde kalan yikama soliisyonlarini uzaklastirmak i¢in 10.000xg de 1 dk
santrifiij yapildi. Daha sonra kolon temiz bir tiipe alindi.

15. Kolon iizerine 50 pul RNase-free su eklendi ve 1dk oda sicakliginda bekletildi.

16. Sonra 10.000xg de 1 dk santrifiij yapilarak elde edilen mRNA 06rnekleri -80°C

sicaklikta donduruldu.

3.3.1.2. cDNA Sentezi
mRNA izolasyonu sonrasinda cDNA sentezi agsamasina ge¢ilmistir. cDNA sentezi i¢in

kullanilan kitin markasi, ad1 ve katalog numarasi asagidaki tabloda belirtilmistir.
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Tablo.3-2. cDNA sentezi i¢in kullanilan mastermix bilgileri.

Bilesen Hacim
RNA 06rnegi 2 ul
Primer 1 ul
dNTP mix 1 ul
RNase-Free Distilled Water 10 pl

2. cDNA mastermix hazirlandiktan sonra 65 °C sicaklikta 5 dk inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda karisim buz iizerine alindi.
3. Asagidaki tabloda adi ve miktarlari belirtilen bilesenler cDNA mastermix iizerine

eklendi ve homojen olarak karismasi saplandi.

Tablo.3-3. cDNA mastermix iizerine eklenen bilesenler.

Bilesen Hacim
10X RTase Reaksiyon Buffer 2
0.1MDTT 2
Reverse Transcriptase 1
RNase Inhibitor 1

4. cDNA sentezi igin mastermix hazirlandiktan sonra reverse transkripsiyon
reaksiyonuna gecilmistir. ¢cDNA sentezi i¢in kullanilan reverse transkripsiyon

reaksiyonunun kosullart asagidaki tabloda belirtilmistir.

Tablo 3-4. ¢cDNA sentezi icin kullanilan reverse transkripsiyon reaksiyonunun

kosullar.
cDNA Sentez Reaksiyonu Kosullar
Adim 1 Adim 2
Sicaklik (°C) 55 85
Siire 60 dk. 5 dk

3.3.1.3. Real-Time qPCR

cDNA elde edildikten sonra Real Time RT-qPCR asamasina gegilmistir. RT-qPCR igin
kullanilan kitin markasi, ad1 ve katalog numarasi asagidaki tabloda belirtilmistir.

Elde edilen cDNA o6rnekleri RT-qPCR asamasina kadar -80°C sicaklikta donduruldu

Ekpresyon analizi i¢in kullanilan primer bilgileri asagidaki tabloda belirtilmistir.



Tablo 3-5. Ekpresyon analizi i¢in kullanilan primer bilgileri

Primer Ad1 Primer Dizisi Sentezleyen Firma
ATG5-F GCAGATGGACAGTTG | Sentebiolab
CACACAC
ATG5-R GAGGTGTTTCCAACA | Sentebiolab
TTGGCTCA

ACTB-F CACCATTGGCAATGA | Sentebiolab
GCGGTTC

ACTB-R AGGTCTTTGCGGATG | Sentebiolab
TCCACGT

BECN1-F CTGGACACTCAGCTC | Sentebiolab
AACGTCA

BECN1-R CTCTAGTGCCAGCTCC | Sentebiolab
TTTAGC

SESN2-F AGATGGAGAGCCGCT | Sentebiolab
TTGAGCT

SESN2-R CCGAGTGAAGTCCTC | Sentebiolab
ATATCCG

Tablo 3-6. Real-Time gPCR i¢in kullanilan mastermix bilgileri

MasterMix Bilesenleri Hacim
2X MasterMix (with SYBR- | 10 ul
Green)

ROX Dye 1l
Forward Primer (10 pM) 1 ul
Reverse Primer (10 uM) 1l
cDNA Template 4 ul
RNase-Free Distilled Water 3ul
TOPLAM 20 pl

Mastermix hazirlandiktan sonra RT-qPCR reaksiyonuna gec¢ilmistir. RT-qPCR igin
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kullanilan reaksiyon kosullar1 asagidaki tabloda belirtilmistir. RT-qPCR reaksiyonu

Applied Biosystems™ 7500 Fast Real-Time PCR cihazinda gergeklestirilmistir.

3.3.1.4. Real-Time gPCR Reaksiyonu Kosullar:
Tablo 3-7. Real-Time qPCR Reaksiyonu Kosullar:

RT-gPCR Step | Sicaklik (°C) Siire Dongii
Initial 95 300 sn. 1
Denaturation

Denature 95 15 sn. 40
Anneal 55 - 68 60 sn. 40
Melting Curve 65 - 95 2 - 5sn./step 1
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3.3.1.5. Relatif Kantitasyon Hesaplanmasi

mRNA ekspresyonlar1 kantitasyonu ACTB transkripti referans olarak kullanilip kontrol
gurubuna gore normalize edilmistir. Relatif kantifikasyon hesaplamasinda “AACt
Yontemi”  kullanilmistir.  AACt  hesaplamasi  asagr  acgiklandigi  sekilde
gergeklestirilmistir.

1. Hem hedef grupta hem de referans grupta her bir 6rnegin hem hedef mRNA hem de
referans RNA i¢in RT-gPCR sonucunda Ct degerleri elde edilmistir.

2. Hedef grupta hedef mRNA Ct degerinden referans RNA Ct degeri ¢ikarilarak hedef
grup ACt degerleri elde edilmistir.

3. Referans grupta hedef mRNA Ct degerinden referans RNA Ct degeri ¢ikarilarak
referans grup ACt degerleri elde edilmistir.

4. Hedef grup ACt degerlerinden referans grup ACt degerleri ¢ikarilarak AACt degerleri
elde edilmistir.

5. AACt degerleri 2-AACt seklinde isleme alinarak kat degisimi (fold change)
hesaplanmasi1 yapilmaistir.

6. Fold change degeri 1’in iizerinde ¢ikmasi durumunda hedef grubu mRNA
ekspresyonunun referans grubun mRNA ekspresyonuna gore relatif olarak artig
gosterdigi seklinde yorumlanmistir. Fold change degeri 1’in altinda ¢ikmasi durumunda
ise hedef grubu mRNA ekspresyonunun referans grubun mRNA ekspresyonuna gore

relatif olarak azalis gosterdigi seklinde yorumlanmustir.

3.4. Western Blot

3.4.1. Hiicrelerden Total Protein Ekstrelerinin Elde Edilmesi

APysss uygulamalart ve/veya es zamanli PDEI tedavileri sonrasinda hiicrelerin
morfolojik 6zellikleri faz-kontrast mikroskobunda kontrol edildi. Ik olarak 25 cm,
flasktan besiyeri aspire edildi ve 800 pL steril soguk fosfat tamponlu salin ¢ozeltisi
(Phosphate Buffered Saline; PBS) eklenerek bir kez yikama yapildi. 1 ml ProtinEx
Total Protein Extraction Solution (GeneAll, Cat No: 701-001) eklenerek pipetaj yapildi.
16.000 rpm’de +4 °C’de 15 dk santrifiij yapildi. Siipernatant temiz bir tiipe alindi.

Calisma buz lizerinde yapildi.
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3.4.2. Protein Miktar Ol¢iimii

Protein miktar 6l¢limii Qubit® Protein Assay Kits (Thermo Fisher Scientific, Cat No:
Q33211) kiti kullanilarak Qubit® 3.0 Fluorometer cihazi (Thermo Fisher Scientific, Cat
No: Q33216) kullanilarak gerceklestirildi.

3.4.3. Protein Elektroforezi

3.4.3.1. Protein Orneklerinin Denatiire Edilmesi

Protein O6rnegi (50 pg) lizerine 4X NuPAGE LDS Sample Buffer (Thermo Fisher
Scientific, Cat No: NP0004) (5 ul), 10X NuPAGE Sample Reducing Agent (Thermo
Fisher Scientific, Cat No: B0004) (2 ul) ve toplam hacim 20 pl olacak sekilde distile su
eklendi. Hazirlanan karisim 70 °C’de 10 dk inkiibe edildi ve ardindan 2 dk buz lizerine

alindi.

3.4.3.2. Orneklerin Jele Yiiklenmesi ve SDS-PAGE Elektroforez

1. Buffer core dikey jel sistemi tanki (XCell SureLock, Invitrogen) igerisine
yerlestirildi. %4-12’lik Bis-Tris gradient jeli (Invitrogen, NUPAGE 4-12% Bis-Tris Gel)
plastik ambalajindan ¢ikartilip, jel kaseti iizerinde yer alan beyaz bant sokiildii ve jel
kuyucuklarini bozmadan jel tarag: dikkatlice ¢ikarildu.

2. Jel kasetinin algak kismi buffer Core’a bakacak sekilde dikey jel sistemi tanki
icerisine yerlestirildi. Diger tarafa diger jel kasetini algak kismi buffer core’a bakacak
sekilde yerlestirildi.

3. Jel sikistirma aparatina dikey jel tanki (Gel tension wedge) yerlestirilip herhangi bir
dengesizlik engellendi.

4. 20X MES Siiriikleme Tamponundan (MES Running Buffer; ThermoFisher, B0002) 25
ml alip bir meziir’e eklendi ve {lizerine 475 ml distile su ekleyerek 1X MES buffer’a
sulandirildi.

5. Hazirlanan siiriikleme tamponu ile ilk dnce buffer core icinde kalan iist tampon
¢ozelti odasmi jel kuyucuklarinin {izerini 0.5 cm iizerine kadar dolduruldu. Kalan
tampon ¢ozeltisi alt buffer odasina ilave edildi.

6. Ornekleri yiiklemeden 6nce 200 pl’lik pipete temiz bir pipet ucu takildi ve
kuyucuklar pipetaj yapilarak temizlendi.
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7. Jel kasetinde yer alan kuyucuklardan en bastaki ve en sondakine 5 pul marker (NZY
Colour Protein Marker I1,Katolog numarasi: MB090,Nyztech,Portekiz) yiiklendi.
8. Kalan kuyuculara hazirlanan protein érneginden 50 pug/20 ul protein 6rnegi yiiklendi.

3.4.4. Blotlama

1. Yiirtiitme iglemi sonunda jel gii¢c kaynag1 ve dikey jel sisteminin elektrot kablolarini
giic kaynagindan cikarilip kapagi acildi. Jel sikistirma aparati ¢ikarildiktan sonra jel
kaseti ¢ikarildi.

2. Jel kaseti, jel bigagi kullanilarak kenar baglantilar1 kopartilarak acildi. Jelin tarak
kisimlari ve alt tarafindaki kalin jel kesilerek uzaklastirildi. Icerisinde distile su bulunan
bir kap icerisine dikkatlice atildi.

3. Blotlama i¢in Iblot Gel Transfer Sistemi kullanildi. Iblot transfer stack Nitrocellulose
(NC) kitinde (Invitrogen, I1B23001) yer alan anot stack kutudan ¢ikartilip {izerinde yer
alan jelatin acild1. Anot stack plastigi ile birlikte cihaza yerlestirildi. Anot stack iizerinde
yer alan membran {iistiine dikkatli bir sekilde jel yerlestirildi. Kit igerisinde yer alan
filtre kagidi distile su ile islatildi. Jelin {distiine 1slak filtre kagidi koyuldu. Hava
kabarciklar1 uzaklastirildi. Kit i¢erisinde yer alan katot stack kutudan ¢ikartilip tizerinde
yer alan jelatin agildi. Katot stack plastiginden uzaklastirildi ve bakir yilizey yukari,
jelimsi ylizey 1slak filtre kagidina bakacak sekilde filtre kagidinin iizerine dikkatlice
yerlestirildi. Jel Merdanesi kullanarak hava kabarciklarimi tekrar uzaklastirildi. Kit
igerisinde yer alan siinger lizerindeki metal, Iblot cihaz kapaginin sag tarafinda yer alan
elektrota denk gelecek sekilde kapaga yerlestirildi ve kapagi dikkatlice kapatildi.
Program diigmesinden P3 programi se¢ildi ve 7 dk’lik siirede islem tamamlandi.

4. Membran dikkatli bir sekilde distile su igerisine alindi.



3.4.5. Antikorla inkiibasyon

Kullanilan primer antikor bilgileri asagidaki tablodaki gibidir.

Tablo 3-8. Kullamlan primer antikor tablosu

Marka Cat No Kitin Ad1 Diliisyon Orani
Elabscience E-AB-30422 Beta Actin 1:1000
Bt-Laboratory BT-AP09795 AMPK al/2 1:1000
Bt-Laboratory BT-PHS00575 AMPK al/2 | 1:1000
(Thrl83/172)
Bt-Laboratory BT-MCAQ986 LC3A 1:1000
Bt-Laboratory BT-AP05645 mTOR 1:1000
Bt-Laboratory BT-PHS00176 mTOR  (phospho | 1:1000
ser2448)
Bt-Laboratory BT-AP09794 SESTRIN-2 1:1000

1. Primer antikor inkiibasyonu i¢in Western Breeze Kit kullanildi (Invitrogen,
Chromogenic Immunodetection System, Rabbit Primary Antibody Cat: WB7105).

2. Bloklama igin; diliient A: 2 ml, diliient B: 3 ml, distile su: 5 ml eklendi ve 90 dk
yavas shakerda bekletildi. Fosforile antikorlarin bloklamasinda PBS i¢inde hazirlanan
%2 lik PBS-s1g1r serumu albiimini (Bovine Serum Albumin; BSA) karisimi kullandi.

3. Bu asamadan sonra membran 20 ml distile su ile 2x5 dk yikandu.

4. Primer antikorlar tarif iizerine, belirtilen oranda sulandirildi ve gece boyu +4°C’de
bekletildi.

5. Membran 3x5 dk distile su ile hizli devirde calkalayicida yikandiktan sonra {izerine
10 ml sekonder antikor eklendi ve 45 dk yavas devirde calkalayicida bekletildi.

6. Daha sonra membran 3x5 dk 20 ml Antibody Wash ile ¢alkalayicida yikanda.

7.2X2 dk 20ml distile su ile hizli shakerda yikandi.

8. Kemiluminesan kullanilmasiyla birlikte 2.375 pl subtrate ve 0.125 pl enhancer mix
yapilarak membrana eklendi.

9. Goriintiileme cihazi olarak GEN-BOX Imager CFX kullanildi.

10. Goriintiileme sonrast membranlar 2x2 dk 20ml distile su ile hizli devirde
calkalayicida yikandi.

11. Elde edilen sonuglar Image J programiyla analiz edildi.



40

4. BULGULAR

4.1. Sitotoksisite Sonu¢larinin Degerlendirilmesi

Fare hipokampal hiicre hatlar1 (HT-22), PDEI’lerin (ROL; 3uM, 10 uM,30 uM; TAD
0.75, 1.53nM, 3nM, RF 2.5 uM, 5 uM, 10 uM) farkli konsantrasyonlariyla ve APzs.35’in
5 uM konsantrasyonu ile 32 saat inkiibasyona birakilarak hiicre sag kalimlar1 negatif ve

pozitif kontrolle karsilastirmali olarak MTT yontemi ile 6l¢iildii.

PDEI’lerin farkli konsantrasyonlart ROL uygulanan tiim konsantrasyonlarda (3uM, 10
uM, 30 uM) negatif kontrolle karsilastirildiginda hiicre canliliginda artis yapmuistir
(p<0.05; n=4). Bu sonu¢ ROL’un hiicre proliferasyonunu arttirict etkilerinden
kaynaklanabilir (Sekil 4.1A). TAD (0.75, 1.53nM, 3nM) ve (RF 2.5 uM, 5 uM, 10 uM)
negatif kontrolle karsilastirildiginda hiicre canliliginda anlamli  bir azalma
yapmamislardir (Sekil 4.1A; p>0.05; n=4).

Hiicrelere tek basina APgs.ss uygulamast ve PDEI’ler ile beraber uygulamasi hiicre

canliliginda anlamli azalmaya neden olmamustir (Sekil 4.1B; p>0.05; n=4).

Hiicrelere tek basma Afpsss’in 5 pM konsantrasyonda, 32 saatlik uygulamasi ve
PDET’ler ile beraber uygulamasi hiicre canliliginda anlamli azalmaya neden olmamustir

(Sekil 4.1B; p>0.05; n=4).
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1.53nM, 3nM), RF (2.5 uM, 5 uM, 10 uM) ve ABzs.3s’in (5 uM) ile tedavi edildiler.
Kontrol gruplari ise %0.1 DMSO ile inkiibe edilmistir. Veriler li¢ bagimsiz deneyin
ortalama + SH’1 olarak ifade edildi (* Kontrol grubu ile karsilastirildiginda P <0.01).

AP2s-35’1n artan konsantrasyonlari (2.5; 5; 10 uM) HT-22 hiicrelerine uygulanarak hiicre
canliligit MTT yontemi ile belirlenmistir (Sekil 4.2; n=3; P>0.05).

PDET’lerin literatiirdeki etkin konsantrasyonlar: (ROL; 10 uM); TAD (1.53nM), RF (5
uM) ve AB2s-35 5 uM konsantrasyonda sitotoksik etki gostermedikleri i¢in deneylere bu
konsantrasyonlarla devam edilmistir (Sekil 4.1A).

4.2. In vitro ABys.35 ve PDEI Uygulamalarimin RT-qPCR sonuglari:
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Sekil 4-2. PDEI ve AB,s.35 uygulamasimin SESN2 gen ekspresyonuna etkisi.

Fare hipokampal noron hiicrelerinde (HT-22), AP2s.35 (5 uM) uygulamasinin ve/veya es
zamanli PDEI (ROL; 10 uM); TAD (1.53nM), RF (5 pM) tedavisinin SESN2 gen
ekspresyonu lizerindeki etkilerini gosteren RT-qPCR grafigi. mRNA ekspresyonlarinin
kantitasyonu ACTB transkripti referans olarak kullanilarak normalize edilmistir.
Hiicreler, 32 saat boyunca 5 uM AP2s.35’¢ maruz birakilmis ve/veya 5 uM APas.35 Ve
PDEI (ROL; 10 uM); TAD (1.53nM), RF (5 uM) uygulamasima tabi tutulmuslardir.
Kontrol gruplari ise %0.1 DMSO ile inkiibe edilmislerdir.
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Hiicrelerin 32 saat boyunca 5 pM Apgs.gs ‘ile inkiibasyonlari, SESN2 gen
ekspresyonunda artiga neden olmustur. RF (5 uM), ROL (10uM) ve TAD (50 uM) tek
basina SESN2 ekspresyonunu kontrol degerlerinde tutarken, bu PDEI’lerin ABys.as ile
birlikte uygulamasi Afys3s ile artan SESN2 ekspresyonunu kontrol degerlerine

cekmistir.

Ozetle RT-qPCR sonuglarma gore APzsss (5 uM; 32 saat) uygulamast SESN2 gen
ekspresyonunda artisa neden olmus (* P<0.05), APysas ile es zamanhi PDEI
uygulamasi, artan SESN-2 ekspresyonunda azalmaya neden olmustur (# P<0.05).
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Sekil 4-3. PDEI ve AB;s.35 uygulamasinin ATGS gen ekspresyonuna etKkisi.

Fare hipokampal néron hiicrelerinde (HT-22), AB2s.35 (5 uM) uygulamasinin ve/veya es
zamanli PDEI (ROL; 10 pM); TAD (1.53 nM), RF (5 uM) tedavisinin ATG5 gen
ekspresyonu iizerindeki etkilerini gosteren RT-qPCR grafigi mRNA ekspresyonlarinin
kantitasyonu ACTB transkripti referans olarak kullanilarak normalize edilmistir.
Hiicreler, 32 saat boyunca 5 uM APs.35°e¢ maruz birakilmis ve/veya 5 uM APgs.35 Ve
PDEI (ROL; 10 uM); TAD (1.53nM), RF (5 uM) uygulamasia tabi tutulmuslardir.
Kontrol gruplar ise %0.1 DMSO ile inkiibe edilmislerdir. Veriler tek bir deneyden

alinmastir.
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Hiicrelerin 32 saat boyunca 5 pM APys.3s- ile inkiibasyonlari, otofaji ile iligkili ATGS
gen ekspresyonunda azalmaya neden olmustur. RF (5 uM) ve ROL (10 uM), tek
baslarina ATGS5 ekspresyonunu kontrole gore arttirirken (* p<0.05), ABgs.35 ile birlikte
uygulamalar1 AByss ile azalan ATG5 ekspresyonunu kontrol degerlerine ¢ekmistir (#
P<0.05). TAD (50 uM) tek basina kontrole gére ATGS ekspresyonunu ve Afys.3s ile

birlikte uygulamasi ATG ekspresyonunu degistirmemistir.

Ozetle AP2s.3s (5 uM; 32 saat) uygulamast ATG-5 gen ekspresyonunu kontrole gore
azaltmis (* p<0.05), APzs.35 ile es zamanli RF(5 uM) ve ROL (10 uM) uygulamasi,
azalan ATG-5 gen ekspresyonunda artisa neden olmustur (# P<0.05). Tek basina RF (5
uM), ROL (10uM) uygulamasi TAD (50 uM)’a gére ATGS gen ekspresyonunda artisa
neden olmustur (& p<0.05).
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Sekil 4-4. PDEI ve AP2s 35 uygulamasimin BECN1 gen ekspresyonuna etkisi.

Fare hipokampal noron hiicrelerinde (HT-22), AB2s.35 (5 tM) uygulamasinin ve/veya es
zamanli PDEI (ROL; 10 uM); TAD (1.53nM), RF (5 uM) tedavisinin BECN1 gen
ekspresyonu iizerindeki etkilerini gosteren RT-qPCR grafigi mRNA ekspresyonlarinin
kantitasyonu ACTB transkripti referans olarak kullanilarak normalize edilmistir.

Hiicreler, 32 saat boyunca 5 pM APs.35’e maruz birakilmis ve/veya 5 uM APjs.35 Ve
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PDEIi (ROL; 10 pM); TAD (1.53nM), RF (5 uM) uygulamasma tabi tutulmuslardir.
Kontrol gruplar ise %0.1 DMSO ile inkiibe edilmislerdir. Veriler tek bir deneyden

alinmustir.

Hiicrelerin 32 saat boyunca 5 uM APs.35> ile inkiibasyonlari, otofaji ile iligkili BECN1
gen ekspresyonunda azalmaya neden olmustur. ROL (10 uM) ve RF (5 uM), tek
baslarma kontrole gére BECN1 ekspresyonunda artis yaparken, TAD (50 uM) tek
basina beklin-1 gen ekspresyonunu degistirmemistir. Her iic PDEI’'nin de APs.3s ile

beraber uygulamasi Afys.35’in yaptigit BECN1 azalmasini engellemistir

Ozetle APBzs3s (5 uM; 32 saat) uygulamast BECN1 gen ekspresyonunu azaltmis (*
P<0.05), APB2s.35 ile es zamanli PDEI uygulamasi, azalan BECN1 ekspresyonunda artisa
neden olmustur (# P<0.05). Tek basina RF (5 uM), ROL (10uM) uygulamas1 TAD (50
uM)’a gére BECN1 gen ekspresyonunda artisa neden olmustur (& p<0.05).

4.3. PDEI uygulamalarinin Western Blot sonuclari:
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Sekil 4-5. PDEI ve AB,s.35 uygulamasimin SESN2 protein ekspresyonuna etKisi.
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Fare hipokampal ndron hiicrelerinde (HT-22), AB2s-35 (5 M) uygulamasinin ve/veya es
zamanli PDEI (ROL; 10 uM); TAD (1.53nM), RF (5 uM) tedavisinin SESN2 protein
ekspresyonunu gosteren Western blot bantlart (A) ve karsilastirmali SESN2
yogunluklar1 (B). Bantlar i¢ standart B-aktine gore normalize edilmislerdir. Hiicreler, 32
saat boyunca 5 pM APzs.3s’e maruz birakilmis ve/veya 5 puM APgs.gs  ve PDEI
uygulamasina tabi tutulmuslardir. Kontrol gruplart ise %0.1 DMSO ile inkiibe
edilmislerdir. Veriler li¢ bagimsiz deneyin ortalama + SH’1 olarak ifade edildi (* p<0.05
Kontrol grubuna gore anlamlidir; # p<0.05 10 uM A2s.35 grubuna gore anlamlidir).

Western blot sonuclarina gore APs.ss (5 uM; 32 saat) uygulamast SESN2 protein

ekspresyonunda kontrole gore anlamli artisa neden olmustur (* p<0.05).

ROL (10 uM) ve TAD (53 uM) tek baslarina SESN2 seviyelerinde kontrole gore
anlamli degisiklik yapmazlarken APgs.3s ile beraber uygulamalart ABgs.ss‘in yaptig
SESN2 artisin1 azaltmuglardir (# p<0.05). RF (5 uM) ise tek bagina SESN2 artigina
neden olmus (*p<0.01), APzs3s ile beraber uygulamast Afys.gs’in yaptigi SESN2
artisin1  degistirmemistir. Bu bize RF (5 uM)’nin SESN2 {izerinde direkt etkili
olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu veri RT-qPCR c¢alismalari ile de uyumludur. ROL
(10 uM)’in APys.3s ile beraber uygulamasi, TAD (53 puM)’in APgs.3s ile beraber
uygulamasina gére SESN2 proteininde daha anlamli bir azalma gergeklestirmistir (&
p<0.01). RF (5 uM)’in tek basma SESN2 artisina neden oldugu (& p<0.01), diger
PDET’lerin tek basina bu etkiyi olusturmadiklar1 gdzlenmistir.
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Sekil 4-6. PDEI ve AP,s.35 uygulamasiin p-AMPK protein ekspresyonuna etKisi.
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Fare hipokampal ndron hiicrelerinde (HT-22), AB2s-35 (5 M) uygulamasinin ve/veya es
zamanl PDEI (ROL; 10 uM); TAD (1.53nM), RF (5 uM) tedavisinin p-AMPK protein
ekspresyonunu gdsteren Western blot bantlar1 (A) ve karsilastirmali p-AMPK
yogunluklar1 (B). Bantlar i¢ standart B-aktine gore normalize edilmislerdir. Hiicreler, 32
saat boyunca 5 pM APjs.ss’e maruz birakilmis ve/veya 5 puM APgs.gs  ve PDEI
uygulamasina tabi tutulmuslardir. Kontrol gruplart ise %0.1 DMSO ile inkiibe
edilmislerdir. Veriler li¢ bagimsiz deneyin ortalama + SH’1 olarak ifade edildi (* p<0.05

Kontrol grubuna gore anlamlidir;; # p<0.05 10 uM A2s.35 grubuna gore anlamlidir).

Hiicrelerin 32 saat boyunca 5 uM AP35 ile inkiibasyonlari, hiicre proliferasyonunu
indiikleyici ve hiicre koruyucu AMPK ve aktif AMPK (p-AMPK) ‘nin ekspresyonunda
azalmaya neden olmustur. ROL (10 uM), RF (5 uM) ve TAD (50 uM), tek baslarina
kontrole gore p-AMPK seviyelerinde artis yaparken (*p<0.05) AMPK seviyelerini
degistirmemistir. PDET’lerin AP2s.3s ile es zamanli uygulamalart APss.35’in neden
oldugu AMPK ve p-AMPK azalmasini engellemistir (# p<0.05). ROL (10 uM) ve TAD
(50 uM)’in APys.35 ile es zamanli uygulamalari, RF (5 uM)’in APys.35 ile es zamanli
uygulamasina gore p-AMPK iizerinde daha anlamli artisa neden olmustur (& p<0.05).
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Sekil 4-7. PDEI ve AB;s.35 uygulamasinin mTOR protein ekspresyonuna etkisi.
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Fare hipokampal ndron hiicrelerinde (HT-22), AB2s-35 (5 M) uygulamasinin ve/veya es
zamanli PDEI (ROL; 10 uM); TAD (1.53nM), RF (5 pM) tedavisinin mTOR protein
ekspresyonunu gosteren Western blot bantlart (A) ve karsilastirmali mTOR
yogunluklar1 (B). Bantlar i¢ standart B-aktine gore normalize edilmislerdir. Hiicreler, 32
saat boyunca 5 pM APjs.3s’e maruz birakilmis ve/veya 5 puM APgs.gs  ve PDEI
uygulamasina tabi tutulmuslardir. Kontrol gruplart ise %0.1 DMSO ile inkiibe
edilmislerdir. Veriler li¢ bagimsiz deneyin ortalama + SH’1 olarak ifade edildi (* p<0.05

Kontrol grubuna gore anlamlidir;; # p<0.05 10 uM A2s5.35 grubuna gore anlamlidir).

Hiicrelerin 32 saat boyunca 5 uM As.35 ile inkiibasyonlari, hiicre proliferasyonunu ve
canliligini azaltan mTOR ve aktif mMTOR (p-mTOR)‘un ekspresyonunda artisa neden
olmustur. RF (5 uM) ve TAD (50 uM), tek baslarina kontrole goére p-mTOR
seviyelerinde artis yaparken (*p<0.05) mTOR seviyelerini degistirmemistir. PDEI’lerin
AP2s.3s ile es zamanli uygulamalart APB2s.35°in neden oldugu p-mTOR artigin1 anlamli bir
sekilde azaltmislar (# p<0.05), mTOR seviyelerini degistirmemislerdir. RF (5 uM) ve
TAD (50 uM) tek baslarina ROL (10 uM)’a gore p-mTOR iizerinde anlamli artisa neden
olmustur (& p<0.05).
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Sekil 4-8. PDEI ve Ap,s.35 uygulamasimin LC3I1 protein ekspresyonuna etkisi.
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Fare hipokampal noron hiicrelerinde (HT-22), AB2s.35 (5 uM) uygulamasinin ve/veya es
zamanli PDEI (ROL; 10 uM); TAD (1.53nM), RF (5 uM) tedavisinin LC3II protein
ekspresyonunu gosteren Western blot bantlar1 (A) ve karsilastirmali LC3II yogunluklari
(B). Bantlar i¢ standart B-aktine gore normalize edilmislerdir. Hiicreler, 32 saat boyunca
5 uM APys.35’e maruz birakilmis ve/veya 5 uM Afgsss ve PDEI uygulamasina tabi
tutulmusglardir. Kontrol gruplari ise %0.1 DMSO ile inkiibe edilmislerdir. Veriler ii¢
bagimsiz deneyin ortalama = SH’1 olarak ifade edildi (* p<0.05 Kontrol grubuna gore

anlamhidir;; # p<0.05 10 uM AP2s.35 grubuna gore anlamlidir).

HT-22 hiicrelerinde LC3 tek bant (II) olarak gdzlenmistir. Tek basina PDEI (ROL (10
uM), RF (5 uM) ve TAD (50 puM)), uygulamalar1 LC3II protein ekspresyonunda
degisiklige neden olmazken, LC3II protein ekspresyonu, Af2s.35 uygulamasi ile anlamli
olarak azalmis (* p<0.05), AP35 ve es zamanli PDEI uygulamasit A2s.35’in neden
oldugu LC3II protein ekspresyonunu anlamli sekilde artmustir (# p<0.05). ROL (10 uM)
ve TAD (50 uM)’in ), APosss ile beraber uygulamalari, RF (5 uM)’in APgs.3s ile
beraber uygulamalarindan daha anlamli LC3Il protein ekspresyonuna neden olmustur

(& p<0.05).
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5. TARTISMA

Bu caligmanin amaci, AH’nin patogenezinden sorumlu norotoksik protein AP2s.3s
uygulanan hipokampal néron (HT-22) hiicre kiiltiirlerinde roflumilast (RF), rolipram
(ROL) ve tadalafilin (TAD) noron koruyucu sestrin-2 (SESN2) {izerine etkilerini
gostermektir. Elde ettigimiz bulgularda, 32 saat siiresince 5 uM AP,s.35 uygulanan
hipokampal néron (HT-22) hiicre kiiltiirlerinde SESN2 ekspresyonunda artis gozlenmis,
APBgs3s ile es zamanli PDEI uygulamasi, artan SESN2 gen ekspresyonunda azalmaya
neden olmustur. ABss.35 (5 uM; 32 saat) uygulamasi otofaji iliskili ATGS, beklin-1 ve
LC3II ekspresyonunu azaltmis, AP2s.3s ile es zamanli PDEI uygulamasi, azalan ATGS,

beklin-1 ve LC3II ekspresyonunda artisa neden olmustur.

AH biligsel ve davranigsal yetersizliklerle karakterize en Onemli ilerleyici tipte
norodejeneratif bozukluktur [28]. Pek ¢ok genin ve ¢evresel faktorlerin etkisi ile ortaya
cikan, binlerce genin ekspresyonunun degisebildigi, multiple patojenik yolaklarin eslik
ettigi, néronlarda AP depolanmasi, tau hiperfosforilasyonu, inflamasyon, oksidatif stres,
enerji metabolizmasi ve hiicrelerin hiicre dongiisii ve apoptoza girislerindeki hatalar ile
kendini gosteren, etiyolojisi ve patogenezi belirlenemeyen bir hastaliktir [29]. AH’de
ekspresyonu degisen genlerden birinin de SESN’ler oldugu vurgulanmaktadir. SESN’ler
yiiksek antioksidan kapasiteye sahip [146], genotoksisite ve oksidatif stres gibi ¢esitli
stres kosullarinda artan ve oksidatif stresi baskilayarak etki gosteren SESN proteinlerini
kodlar [142]. Memeli hiicrelerinde eksprese olan ii¢ adet SESN izoformundan (SESNI,
SESNZ2, SESN3) [143] en ¢ok ¢alisilan SESN2’nin hiicre koruyucu etkinliginde, serbest
radikalleri siipiiriicii, antioksidan ve otofajiyi indiikleyici aktivitelerinin sorumlu oldugu
gosterilmistir [17], [18], [22]. Primer si¢an kortikal hiicre kiiltiirlerinde AB’nin SESN2
artisina sebep oldugu, antioksidan ve otofaji yolaklarini harekete gegirdigi gézlenmistir.
Bu bulgular SESN2 indiiksiyon ya da inhibisyonunun norodejeneratif bir hastalik olan
AH ile yakin iligkili seyrettigini gostermektedir [22]. Bizim c¢alismamizin hem RT-
gPCR sonuglarina gére hem de Western blot sonuglarina gore APzs35 (5 uM; 32 saat)
uygulamasi SESN2 protein ekspresyonunda artisa neden olmustur. Bu bulgular

literatiirle uyumludur.

Stres sartlarinda p53 ile indiikklenen SESN2 [139], AMPK aktivasyonu ile mTOR’u
baskilayarak otofaji indiiksiyonuna neden olur [140], [141], ve bu etkisini redoks
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diizenleyici aktivitelerinden bagimsiz olarak AMPK aktivasyonu yolu ile mTOR
aktivitesini baskilayarak gerceklestirir. SESN’e bagli mTOR inhibisyonu,
antioksidan genleri inhibe eden proteinlerin otofaji aracili yikimi i¢in de onemlidir.
AMPK aktivasyonu yoluyla SESN2, patojenik miktarda ROT iireten enzimleri inhibe
edebilmektedir [146]. SESN’lerin antioksidan aktiviteleri, p53 ve FoxO (Forkhead
box protein) transkripsiyon faktorleri yoluyla da diizenlenmektedir. Yiiksek seviyede
oksidatif stres, p53 ve FoxO bagimli apoptotik gen transkripsiyonu yoluyla hiicre
Oliimiine neden olurken, diisiik seviyede oksidatif stres SESN’leri uyararak oksidatif
stresi azaltmakta ve hiicre Oliimiinii Onlemektedir [148], [149], [153]. Biz
calismamizda ABys35 (5 uM; 32 saat) uygulamasi ile SESN2 ekspresyonunda artig
goriirken aktif form AMPK (p-AMPK) ekspresyonunda azalma ve aktif form mTOR
(p-mTOR) ekspresyonunda ise artis gozlemledik. APys.35 uygulamasi ile olusan diisiik
seviyede oksidatif stresin hiicre tarafindan algilandigin1 ve kompansatuvar olarak
SESN2 artisim  tetikledigi  diistiniilebilir.  ABgs3s’nin - p-AMPK  protein
ekspresyonunda azalma ve p-mTOR ekspresyonunda ise artis yapmasini, Af2s.35 nin
bu proteinlere direkt etkisi olarak yorumladik. AB2s.35 uygulamasi ile artan SESN2
ekspresyonu p-AMPK ekspresyonunu tetiklemekte ve p-mTOR ekspresyonunu
baskilamakta yetersiz kalmis ve ortaya APzs.35°in direkt etkisi ¢ikmis olabilir (Sekil
4-6 ve 4-7).

Norodejeneratif hastaliklarin temelini olusturan protein iiretimi ile yikimi arasindaki
dengesizlik protein cisimciklerinin birikimi ile sonug¢lanmaktadir ve bunlar arasinda Af
ve tau birikimini iceren AH One ¢ikmaktadir. Lizozomal otofaji bu protein
cisimciklerinin baslica yikim sistemlerindendir. Otofajinin sinir koruyucu rollerinin
basinda hasarli organellerin ve makromolekiillerin kontrollii uzaklastirilmasi
gelmektedir. Hiicre i¢inde hasarlanmis organeller ile yanlis katlanmis ve asir1 birikmis
proteinler gibi hiicre i¢i yogun stoplazmik materyalleri pargalayarak hiicre homeostazini
saglayan onemli bir yolaklarin basinda ALP gelmektedir. AH gibi noérodejeneratif
hastaliklarin bir sebebi de bu yikim mekanizmalarindaki hasar olabilmektedir [83],
[115][118], [185].Giincel bir¢cok ¢alisma AH patolojisi ile otofaji yolaklari arasinda
yakin bir iliski oldugunu gostermektedir [119]-[123]. Hiicrede enerjiye duyarli ana
molekiil olan AMPK’nin aktivasyonu mTOR kompleksini baskilayarak otofaji iliskili
mekanizmalarla noral enerji statiisiinii yiikseltmektedir. AMPK aktivasyonu mTOR’u

inhibe ederek otofajiyi uyarmakta ve ndronal fonksiyonlar1 korumaktadir [186]. mTOR
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otofajide ana negatif regilatordiir. Caligmalarda mTOR sinyalinin, Alzheimer
hastalarinin beyinlerinin secilmis bolgelerinde hiperaktif oldugunu ve otofajinin
baskilandigin1 gostermistir [187], [188]. Bir ¢alismada Tg2576 farelerinin beyinlerinde,
mTOR sinyali ve hipokampustaki gen ekspresyonu genetik olarak azaltilarak otofaji
indiiksiyonu arttirilmis ve [189] AP birikimi diisiiriilerek bellek bozukluklarindan
korunmustur [190]. Calismamizda hiicrelerin 32 saat boyunca 5 uM APgs.35 ile
inkiibasyonlari, hiicre proliferasyonunu indiikleyici ve hiicre koruyucu aktif AMPK (p-
AMPK)‘nin ekspresyonunda azalmaya neden olarak AMPK’nin mTOR iizerindeki
baskisini kaldirmis ve otofaji inhibitdrii mTOR (p-mTOR)’un aktivitesinde artisa neden
olmus olabilir (Sekil 4-6 ve 4-7). HT-22 hiicrelerinin Ays.35 ile inkiibasyonu SESN2
ekspresyonunda artis yapsa da p-AMPK artisim1 tetiklemeye yetmemis, p-AMPK
azalarak p-mTOR iizerindeki baskisini yitirmis ve p-mTOR artisi meydana gelmis
olabilir.

AH’de lizozomal yikim mekanizmasinin etkinligini kaybetmesine bagli olarak hiicresel
proteinler ve AP yiiksek miktarlarda beyinde birikir [134]. AP degredasyonunda ana
hiicresel yolaklardan biri de ALP’dir. Hiicre i¢i otofagozomlarin parcalanmak iizere
lizozomlara tasinmasi makrootofaji olarak isimlendirilmektedir ve bircok calisma
AH’nin beyinlerinde makro-otofajinin hasarlandigi ve bodylece AP igeren otofajik
vakuollerin birikerek nérodejeneratif patolojiyi arttirdigi bildirilmistir [80]. Bu veriler
1s18inda AB'nin ALP aracili degredasyonunun artigina odaklanan tedavi yaklagimlar
kabul gormektedir [80], [115]. Otofaji AP agregatlarini uzaklastirarak saglikli ndronlari

AP sitotoksisitesinden koruyan bir mekanizmadir.

Otofagozom olusumu mTOR ve ¢esitli Atg'ler tarafindan diizenlenir. Otofagozom
olusumu sirasinda gorev alan LC3B-I posttranslasyonel olarak LC3B-II’ye doniisen
sitozolik bir Atg’dir [135]. Viicut metabolizmasinin 6nemli bir diizenleyicisi olan
AMPK’nin aktivasyonunun, otofagozom olusumunun ana blokéri mTOR'u
baskilayarak otofajiyi indiikledigi bilinmektedir. Calismalarda AMPK aktivatorlerinin
mTOR sinyalini inhibe ederek otofajiyi arttirdigi ve lizozomal sistem tarafindan AP
yikimint tetikledigi, AB'nin mTOR'u arttirdigi, AP seviyesindeki azalmanin mTOR'u
azalttigl, mTOR-AP iliskisini bildirilmektedir[135], [137], [138], [191]. CHP 134
noroblastoma hiicrelerine AH'den sorumlu Af;.42 uygulamasi SESN2 ekspresyonunu

arttirmistir [119], [121]. Primer sigan kortikal sinir hiicre kiiltiirlerinde Ap’nin SESN2
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artisina sebep oldugu, antioksidan ve otofaji yolaklarini harekete gegirdigi gézlenmistir.
Transgenik AH hayvan modeli olan 12 aylik APPswe/PSENIdE9 fare korteksinde
SESN2 ekspresyonunda artis gozlenmistir. Ayn1 hayvan modelinde ve fare kortikal
hiicre kiiltiirtinde ve otofagozom belirteci LC3B-II’de de es zamanh artis gdzlenmistir.
AB’nin yaptigit SESN2 artisinin SESN2 siRNA ile geri dondigi ve LC3B-II
azalmasinin da bu geri dontise eslik ettigi bildirilmistir. Bu ¢alismalar 6zellikle AH gibi
hastaliklarda ndéron koruyucu yolaklarla otofaji yolaklar1 arasinda yakin bir iligki

oldugunu gostermektedir.

Biz de ¢alismamizda, nérodejeneratif hasara ve AP toksisitesine karsi koruyucu olarak
arttigi gosterilen, bu etkisinde antioksidan ve otofajiyi indiikleyici mekanizmalarin
sorumlu oldugu diisiiniilen SESN2’yi noroprotektif etki i¢in yeni bir hedef olarak ortaya
koyarak PDE’ler ile iliskisini inceledik. Literatiirde, bazt PDEI’lerin nérodejeneratif
hastaliklardaki koruyucu etkileri ile ilgili ¢alismalar ve bu etkileri gergeklestirmelerini
saglayan molekiiler mekanizmalarin agiga kavusturulmasi gerekliligine olan ihtiyag bizi
bu arastirmaya itmistir. Oncelikle sitotoksisite ¢alismalar1 gerceklestirilerek PDEI’lerin
hiicre canliligma olan etkileri ve uygun konsantrasyonlar1 bulunmustur. PDEI’ler
literatlirdeki terapdtik konsantrasyonlarini igeren logaritmik ve numerik araliklardaki
tiim konsantrasyonlarinda hiicre canlihigini arttirmistir. Bu sonu¢ PDEI’lerin hiicre

proliferasyonunu arttirici etkilerinden kaynaklanabilir (Sekil 4.1A).

Nonspesifik PDE inhibitérii (PDEI) olan bitkisel polifenol resveratrol'in AMPK
aktivasyonu yaparak norit uzamasi ve noral plastisiteye neden oldugu gosterilmistir
[192], [193]. PC12 hiicrelerinde ABgs.35 ile olusturulan ndrotoksisitenin resveratrol ile
indiiklenen otofaji yoluyla azaldigi gosterilmistir [194]. Spesifik PDE3 inhibitorii
silostazolun noronal hiicrelerde endojen AP iiretimini baskiladigi [195] gosterilmistir.
Ayn1 néron hiicrelerine disaridan Afi.4 uygulamas: ile ya da transgenik olarak
endojen AP sentezleyen hatlarinda beklin-1, ATG5, LC3-11 gibi otofaji proteinlerinin
ekspresyonlarinin silostazol tedavisi ile arttigi gosterilmistir[196]. Bu verilerden
hareketle biz ¢alismamizda iki PDE4 inhibitorii ve bir PDES inhibitoriiniin in vitro
AH modelinde SESN2, beklin-1, ATG5 ve LC3-II ekspresyonlarina olan etkilerini

inceledik.

cAMP'nin PDE4 inhibisyonu ile arttirilmasi sonucu AH, sizofreni ve yaslanmaya

bagl biligsel hasarda azalma meydana geldigi ile ilgili ¢calismalar mevcuttur. PDE4



inhibitorleri norolojik hastaliklarda ve spinal kord hasari, TBH, AH, major depresif
hastalik, MS ve iskemik inme gibi inflamasyonunda eslik ettigi hastaliklarin
calisildigi hayvan modellerinde etkinlik gostermislerdir. Roflumilast (RF) yiiksek
selektiviteye sahip ikinci jenerasyon PDE4 enzim inhibitoriidiir. Siganlarda
subaraknoid kanama modelinde gelisen serebral inflamasyon iizerine RF’nin etkileri
arastirilmis ve norolojik hasar1 ve inflamatuvar sitokinlerden IL-1p, IL-6 ve TNFa
seviyelerini ve apoptotik noron sayilarini anlamli derecede azalttigi gosterilmistir
[164]. Non-emetik dozda kemirgenlerde RF’nin hafiza sonksiyonlarini gelistirdigi
gozlenmistir [165]. Insanlarda orta bilissel hasar ve AH’da RF’nin faz I ve II klinik
denemeleri siirmektedir [166]. Hipertansif si¢anlarda RF’nin PDE4 inhibisyonu
yaparak 6genme ve hafiza fonksiyonlarindaki bozulmalar diizelttigi gozlenmistir
[167]. PDE inhibisyonu TBH’da da denenmistir. TBH'da ikincil ulak cAMP 'nin
hipokampiiste noronal plastisiteyi korudugu ve LTP'nin siirekliligini sagladig
gozlenmistir. Biz calismamizda RF (5 pM)’nin tek basina SESN2 protein
ekspresyonunu arttirdigini gézlemledik. RF (5 uM) HT22 hiicrelerinde, 5 uM APs.
35’in yaptigi SESN2 gen ckspresyonundaki artisi azaltmis (Sekil 4-2), protein
ekspresyonundaki artist i1se degistirmemistir. RF’1n bu SESN2’yi tek basina arttirict
etkisini hiicre i¢i endojen koruyucu yolaklara direkt etkisi olarak yorumlamak
miimkiindiir. RF tek basma p-AMPK ve p-mTOR ekspresyonunu degistirmemis,
APsas’in yaptigt  p-AMPK  ekspresyonundaki  azalmayr ve p-mTOR
ekspresyonundaki artisi istatistiksel olarak anlamli sekilde geri dondiirmiistiir (Sekil
4-6 ve 4-7). RF tek basma otofaji proteinlerinden ATG5 ve BECN1 gen
ekspresyonunda artisa neden olmus, bu genlerde APzs35’in yaptigr azalmayi geri
cevirmistir. RF, otofaji belirteci LC31I’yi tek bagina degistirmemis, APs.35°in yaptigi

LC3II azalmasini anlamli olarak geri ¢cevirmistir (Sekil 4-8).

PDE4 inhibitérii rolipram (ROL) da, bilissel ¢alismalarda genis gapta test edilmistir
[197]. Nesne tanima testinde ROL tedavisi ile rodentlerde (sigan/fare) hafiza
fonksiyonlarinda artis gozlenmistir [169]. ROL’un skopolamin ile olusturulan hafiza
hasarmi diizelttigi gozlenmistir. ROL tedavisinin siganlarda AP ile indiiklenen
biligsel hasari ve noroinflamasyonu da geri cevirdigi gozlenmistir. Hipokampiis
kesitlerinde ROL’un 6zellikle cAMP diizeyinde yliksek, cGMP diizeyinde daha
smirl artis yaptigi ve bu artisin 6zellikle hipokampal astrositlerde gergeklestigi

gosterilmistir [25]. ROL kemirgen omurilik hasart modellerinde aksonal biiyiimeyi
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ve noronal sag kalimi arttirmig [170]. ROL, HH fare modelinde atrofi gelisimini
geciktirmistir [171]. Hipertansif sicanlarda RF’nin yani sira ROL’un da PDE4
inhibisyonu yaparak 6genme ve hafiza fonksiyonlarindaki bozulmalar1 diizelttigi
gozlenmistir [167]. Calismamizda ROL (10 uM)’un tek basina SESN2 gen
ekspresyonunu ve protein ekspresyonunu degistirmemis, beraber uygulandigi 5 pM
AP2s.35’in yaptigt SESN2 protein ekspresyonundaki artist ise geri ¢evirmistir (Sekil
4-5). ROL tek bagina p-AMPK ve p-mTOR ekspresyonunu degistirmemis, AP2s.35’in
yaptigi p-AMPK ekspresyonundaki azalmay1r ve p-mTOR ekspresyonundaki artisi
istatistiksel olarak anlamli sekilde geri dondiirmistiir (Sekil 4-6 ve 4-7). ROL tek
basina otofaji proteinlerinden ATGS ve BECNI1 gen ekspresyonunda artisa neden
olmus, bu genlerde Af2s.35°in yaptig1 azalmay1 geri ¢cevirmistir. ROL, otofaji belirteci
LC3Il’yi tek basma degistirmemis, APgs.3s5’in yaptigt LC3II azalmasini anlamh
olarak geri ¢evirmistir (Sekil 4-8).

PDES, hiicre i¢ci cGMP konsantrasyonunu kontrol eden kritik enzimdir. PDES'in ii¢
varyantt PDE5SA1, A2 ve A3 beyinde 6zellikle hipokampiis, korteks ve biligsel ve
duyusal fonksiyonlar: yiiriiten diger beyin bodlgelerinde lokalizedirler. Sildenafilin,
AH tgAPP/PS1 farelerde hafiza hasarmi ve cGMP/PKG/pCREB kaskadindaki
fonksiyon bozuklugunu geri ¢evirdigi ve hipokampiiste hem ¢6ziiniir AB;.49 hem de
APys3s seviyelerini azalttigi gosterilmistir [172]. Sildenafilin presinaptik veya
postsinaptik bir mekanizma yoluyla nesne tanima ve bellek pekistirmenin erken
evrelerini  gelistirdigi  varsayilmaktadir. Presinaptik mekanizma nitrik  oksit
(NO)/cGMP sinyal yolagi ile postsinaptik mekanizma da cGMP/PKG/CREB sinyal
yolagi ile ger¢eklesmektedir [174]. Sildenafilden daha uzun yarilanma dmriine sahip
ve kronik tedavilerde daha giivenli kullanima sahip bir diger potent PDES inhibitori
tadalafil (TAD)’in de AH farelerde KBE’yi gecerek tau fosforilasyonunu azalttigi,
AP yiikiinii arttirmadigi ve biligsel faaliyetlerde diizelme yaptigi gosterilmistir.
TAD’mn hipokampal CAl noronlarinda iskeminin indiikledigi apoptotik siireci
baskilayarak sinir koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir [173]. Biz ¢alismamizda
TAD (50 uM)’nin tek basina SESN2 gen ve protein ekspresyonunu degistirmedigini
(Sekil 4-2 ve 4-5) gozlemledik. TAD (50 uM) HT22 hiicrelerinde, 5 pM AB2s.35’in
yaptig1 SESN2 gen ekspresyonundaki (Sekil 4-2) ve protein ekspresyonundaki artigi
geri ¢evirmistir. TAD tek basimna p-AMPK ve p-mTOR ekspresyonunu arttirmis,
ABosss’in yaptigi  p-AMPK  ekspresyonundaki  azalmayr ve p-mTOR
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ekspresyonundaki artisi istatistiksel olarak anlamli sekilde geri dondiirmiistiir (Sekil
4-6 ve 4-7). TAD (50 uM) tek basma otofaji proteinlerinden ATG5 ekspresyonu
degistirmemis ve Afis.gs’in yaptigt ATGS5 azalmasmi anlamli  olarak geri
gevirememistir. TAD (50 uM) tek basma otofaji proteinlerinden BECN1 gen
ekspresyonunu degistirmemis, bu gende AP2s.35’in yaptig1 azalmay geri ¢evirmistir.
TAD (50 uM) otofaji belirteci LC31I’yi tek basina degistirmemis, AP2s.35’in yaptigi

LC3II azalmasin1 anlamli olarak geri ¢evirmistir (Sekil 4-8).

Bu bulgular dogrultusunda, bahsi gecen PDEI’lerin APs.3s uygulanan hiicrelerde
farmakolojik etkisini, artan SESN2 ekspresyonunda azalma yaparak ve hiicre koruyucu
AMPK aktivasyonu ve otofajinin diizenlenmesinde etkin mTOR inhibisyonu iizerinden
gerceklestirdigini  soyleyebiliriz. Noérodejeneratif hasara ve AP toksisitesine karsi
koruyucu olarak arttig1 gosterilen, bu etkisinde antioksidan ve otofajiyi indiikleyici
mekanizmalarin sorumlu oldugu diisiiniilen SESN2’nin PDEI uygulamas: ile azalmasi
PDET’lerin hiicrede kompansatuvar olarak rol oynadiklari ve SESN2 savunmasina gerek
kalmadan koruyucu etki gosterdikleri seklinde yorumlanabilir. AP;s.35s uygulamasi ile
azalan otofaji proteinleri ATGS5 ve beklin 1 ve otofaji belirteci LC3II’nin PDEI
uygulamas: ile artist PDEI’lerin hiicreye, koruyucu ve otofajiyi arttiric1 yonde destek
verdiklerinin bir kamti sayilabilir. Ancak her bir PDEI’nin otofajinin farkh

komponentleri tizerinden etki gosterdigi sdylenebilir.

leriki calismalarimizda, AB,s.35 uygulamast ile es zamanl olarak PDEI ile tedavi edilen
hiicrelerde SESN2 susturmasi yapilan hiicrelerde beklin-1, ATG5 ve LC3II ekspresyon
diizeylerine bakmay1 amaglamaktayiz. Béylelikle PDEI’lerin  koruyucu ve
konpansatuvar etkilerinde SESN2’nin roliini daha detayli aciklama olanag:

bulabilecegiz.
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Internet Kaynag:
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Intarnet Kaynad:
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"HUCRE KORUYUCU BIR MEKANIZMA: ”
OTOFAJI", Firat Universitesi, 2017.

Yayin
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Submitted to Eastern Mediterranean University < 1
Ogrenci Odevi %
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Intarnet Kaynad:
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OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Ad1 Gokhan Soyadi Faikoglu
Dog.Yeri |Istanbul Dog.Tar. |08.01.1979
Uyrugu |T.C Lg KIM! 54793069058
Email gokhan.faikoglu@gmail.com |Tel 05330908109
Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yih
Doktora |I.U.Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji AbD  |2020
Yiik.Lis.
Lisans Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi 2009
Lise Kiiltiir Lisesti 1997

Is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayin)

Gorevi Kurum Siire (Y1l - Y1)
1. Medikal Miidiir Recordati ilag 2019-...
2. Uriin Miidiirii Abbott Ilag 2018-2019
3. Medikal Miidiir Abbott Ilag 2017-2019
4. Medikal Miidiir Bilim Ilag 2016-2017
5. Aile Hekimi T.C Saglik Bakanligi 2009-2016
Y?lbﬂl_lCl Okudugunu Konusma* | Yazma* KPDSS /UD (Diger)
Dilleri Anlama* Puam
Puam

ingilizce |COK IYI COK 1Yl |COK iyl YDS 71.25
*Cok 1y1, 1yi, orta, zayif olarak degerlendirin

Sayisal Esit Agirhk Sozel
LES Puam
(Diger) Puam

Bilgisayar Bilgisi

Program

Kullanma becerisi

Microsoft Office

Cok iyi
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Yaynlary/Tebligleri Sertifikalary/Odiilleri
-25. Ulusal Farmakoloji Kongresi 3-7 Kasim 2019, Kusadasi/Sozl1i Bildiri

SS-54-Roflumilast, Rolipram ve Tadalafil'in Fare Hipokampal No&ron Hiicre
Kiiltiirlerinde Amiloid Beta Peptid ile Indiiklenen Sestrin-2 Uzerine Etkileri.

Gokhan Faikoglu, Kiibra Saygisever Faikoglu, Hande Celik, Hande Karahan, Pelin
Kelicen Ugur, Ahmet Gokhan Akkan,Sibel Ozyazgan

Ozel Tlgi Alanlar1 (Hobileri): Yiiriiyiis yapmak, kitap okumak



