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OZET

AB(1-42) iLE INDUKLENEN SH-SY5Y HUCRELERINDE
AMINOPEPTIDAZ A iNHIBISYONUNUN OLASI ROLU

Go6zde TUNCER
Yuksek Lisans Tezi Tibbi Farmakoloji AD.
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Funda F. Béliikbagl HATIP
Agustos 2019, 44 Sayfa

Alzheimer dlnya capinda yayginlik gbésteren nérodejeneratif bir hastaliktir. Bu
hastalikta temel patojenik 6zellikler ekstrasellller beta amiloid birikimleri, intraselltler
norofibriler tangillar, néronal 6lim, sinaps kaybi ile birlikte olan kognitif islevlierde ilerleyici
bir bozulmadir. Alzheimer hastaligi (AH) icin su anda mevcut olan tedavi secenekleri
sinirh etkinlige sahiptir. Anjiyotensin 1-7 (Ang 1-7), Renin Anjiyotensin Sistem (RAS)’inin
biyolojik olarak aktif Uyesidir. Anjiyotensin Il (Ang Il)’den anjiyotensin dondstiricl enzim
(ACE2)'nin etkisiyle sentezlenir ve G proteinine baglh Mas reseptorleriyle ve Mas ile ilgili
G protein baglantili reseptdr ile kendi ACE2 / Ang 1-7 / Mas eksenini olusturur. Bu eksen
Ang II'nin vazokonstriksiyon, inflamasyon ve proliferasyon gibi birgok aktivitesine zit
etkilere sahiptir. Aminopeptidaz A (APA), RAS metabolizmasinda Anjiyotensin | (Ang 1)
ve Anjiyotensin Il (Ang Il) yolaginda rol oynamaktadir. Son yillarda yapilan calismalarda
APA inhibitorlerinin etkisiyle kronik serebral hipoperfizyon yapilan ratlarda, Ang 1-7’nin
noroprotektif olabilecegi gosterilmistir. Bu calismada laboratuar ortaminda SH-SY5Y
hicrelerine literatur verileri 1siginda 10 yM konsantrasyonda amiloid-B 1-42 (AB 1-42)
uygulanarak Alzheimer modeli olusturulmustur. Bu modele, anjiyotensin peptidlerin
metabolizmasinda rol oynayan APA enzimini inhibe eden, Amastatin 10 pM
konsantrasyonda uygulanarak Western Blot (WB) goéruntileme teknigi ile Ang 1-7 ligandi
olan Mas1 reseptdr ekspresyonuna etkisi arastirilmistir. Sonug olarak, APA inhibitéri
olan Amastatin Ang 1-7 seviyelerini artirmakla birlikte MasR’G Uizerine olan etkisi ¢aligilan
konsantrasyonda gozlenmemistir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer hastaligi, anjiyotensin 1-7, Mas reseptord,
Aminopeptidaz A inhibitord

Bu calisma, PAU Bilimsel Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklenmistir (Proje No: 2017SABE010).



ABSTRACT
POSSIBLE ROLE OF AMINOPEPTIDASE A INHIBITION IN SH-
SY5Y CELLS INDUCED WITH 1 AB (1-42)

Go6zde TUNCER
Postgraduate MSc. Thesis, Department of Medical Pharmacology
Thesis Advisor: Prof. Dr. Funda F. Béliikbasi HATIP
August 2019, 44 Pages

Alzheimer's is a worldwide neurodegenerative disease. The main pathogenic
features of this disease are progressive impairment of cognitive functions associated
with extracellular beta amyloid deposits, intracellular neurofibrillary tangles, neuronal
death, and synapse loss. Treatment options currently available for Alzheimer's disease
(AD) have limited efficacy. Angiotensin 1-7 (Ang 1-7) is a biologically active member of
the Renin Angiotensin System (RAS). It is synthesized from angiotensin 1l (Ang Il) by the
action of angiotensin converting enzyme (ACE2) and forms. its ACE2 / Ang 1-7 / Mas
axis with the G protein-bound Mas receptors and the G protein-linked receptor. This axis
has many opposite effects of Ang II's activities such as vasoconstriction, inflammation
and proliferation. Aminopeptidase A (APA) plays an important role in the metabolism of
RAS, plays a role in the metabolism of Angiotensin | (Ang 1) and Ang Il. In this study, in
the light of literature data SH-SY5Y cells amyloid-B 1-42 (AB 1-42) was applied in 10 yM
concentration to create Alzheimer model. In this model, the effect of Amastatin on the
expression of Masl receptor, Ang 1-7 ligand by Western Blot (WB) technique, was
applied at 10 yM concentration which inhibited APA enzyme which is involved in the
metabolism of angiotensin peptides. As a result although APA inhibitor Amastatin
increased Ang 1-7 levels, its effect on MasR was not observed at the studied
concentration.

Key words: Alzheimer Disease, angiotensin 1-7, Mas receptor, Aminopeptidase A
inhibitor

This study was supported by Pamukkale University Scientific Research Projects
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1. GIRIS

Alzheimer Hastaligi (AH) en sik goérilen demans nedeni olup ilerleyici
nérodejeneratif bir hastaliktir. Hastaligin karakteristik patolojik bulgulari; intraselltler
norofibriller yumaklar, beyinde ekstrasellller senil plaklar, sinaps kaybi, néron kaybi,
granulovakuolar dejenerasyon, Meynert'in bazal nukleusunda kolinerjik hiicre kaybi ve

arterosklerotilk degisiklikleri icermektedir (Selekler K., 2009).

A.H'ndan etkilenen dinya capinda 35 milyon insan tahmin edilmektedir ve
insidansinin gelecek 10 yilda yaslanan nifusun artmasina bagh olarak halk saghgi ve
saglik kaynaklarinin tahsisinde dnemli zorluklara neden olabilecegi 6ngdrulmektedir
(Ballard C vd, 2011). AH ile iligkili olarak 6ne surulen risk faktorleri ve koruyucu
faktorlerden bir kismi halen tartismalidir. Kesin olarak kabul edilen risk faktorleri yas, aile
hikayesi ve apolipoprotein E (ApoE) &4 allelinin varhgidir. AH’nin bugin tedavisi halen
yoktur. Yeni gelistirilen ilaglar hastaligin semptomlarini iyilestirmek, progresyonunu
yavaslatmak, hastanin gunlik yasamdaki aktivitelerini duzeltmeyi hedeflemektedir
(Selekler K, 2009).

Anjiyotensin 1-7 (Ang 1-7), Mas reseptdr (MasR) agonisti olup, beyin renin
anjiyotensin sistemi (RAS)’nin ana urtnlerinden biridir (Santos vd, 2008). Ang 1-7’nin
bellek ve 6grenme fonksiyonlarinda ©6nemli oldugu, hipokampal long term
potansiyalizasyonlari  (LTP) gugclendirdigi  gdsterilmistir  (Hellner vd., 2005).
Aminopeptidazlar tipik olarak protein sindiren bir grup enzimdir. Beyin gibi dokularda
hicre zari igerisinde yaygin sekilde baglanmis olarak bulunurlar. Fakat bu enzimler
endositoza ugrayabilir, stoplazmada da bulunabilir. Serbest enzimler ayrica kanda da
bulunabilir. Bu enzimler Amniopeptidaz A, N, B (APA, APN, APB) olup; beyin

RAS’Ininsentezi, etkileri ve metabolizmasiyla yakindan iligkilidir (Gard vd, 2017).

Amastatin, bir APA inhibitéru olup beyin RAS yolaginda farkli asamalarda etkilidir.
Amastatin APA yolagini inhibe ederek, ACE2 yolagi Gzerinden ndroprotektif oldugu ileri



surtlen Ang 1-7 olusumunu indukleyerek AH’de etkili olabilir. AH’ de amastatin’in etkisine

ait bir calisma literatlrlerde mevcut degildir.

1.1. Amag

Bu galismada SH-SYS5Y hucrelerinde (Zheng L. vd 2013) in vitro olarak AR1-42
verilerek induklenen AH modelinde bir APA inhibitdrd olan Amastatin’in kognitif
fonksiyonlarda dizelme sagladidi ileri strilen Ang 1-7 olusumuna katkisi, Ang 1-7’nin
baglandigi spesifik Mas 1 reseptor protein ekspresyonuna ve Ang 1-7 seviyelerine

etkisinin Western blot (WB) ve ELiSA calismalari ile gdsterilmesi amaclanmistir.



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Alzheimer Hastahgi

2.1.1. Alzheimer Hastaliginin Epidemiyolojisi

AH, demansin en yaygin nedenlerinden olup yaslh populasyonunda morbidite ve
mortalite ile iligkilidir. Son 20 yilda AH ile birgcok epidemiyolojik calisma yapilmis olmasina
ragmen patolojik surecin gecikmesini kuvvetlendiren faktérlerin kesin olarak
tanimlanmasi hala yetersizdir. Nifus temelli calismalarda majér tanilardan biri vaskiler
faktorler olup, yasamsal aliskanliklar (depresyon, diyet aliskanliklari, fiziksel, sosyal ya
da entelektiel aktiviteler v.b.), cinsiyet, kafa travmasi, egitim dizeyi, genetik 6zellikler,
antioksidanlar, statinler, antiinflamatuar ilaclar hastaligin seyrinde énemli etkenlerdir
(Yazici ve Sahin, 2010).

Hizla yagslanan nlfusla birlikte vaka sayisi 2050’ye kadar G¢ katina ¢ikmasi
beklenmektedir. Temel belirti bilissel gerilemedir. Biligssel islev bozuklugunu
degerlendirmek igin bellek, dikkat, yuraticu islevleri etkileyen néropsikojik (NP) testler
yaygin olarak kullaniimakla birlikte (Elias vd, 2000), AH’itemelinde ¢ok farkli etkenler

oldugu icin deneysel ¢alismalar blyuk oranda basarisiz olmustur (Au R vd, 2015).

AH’in etiyolojisi tam olarak belirgin degildir (Khanahmadi M vd, 2015). AH’nin
prevalansi 65 yas Uzerinde %10, 85 yas Uzerinde %50 arasindadir (Turner RC, 2006).
Prevalansin degerlendiriimesinde tani kriterleri arasinda arastirilan populasyonun
yasinin diginda cografya ve etnik kdken de rol alir ( Hy LX ve Keller DM 2000, Hendrie
HC vd, 2001). Bilinenin aksine bati toplumlarinda prevalansin ve artigin, yakin
donemdeki bireylerin ge¢cmis yuzyilda yasamis bireylere gore daha duguk bir risk altinda

bulunduguna dair kohort caligmalari vardir (Reitz ve Mayeux, 2014).



2.1.2. Alzheimer Hastaliginin Etiyopatogenezi

Hastaligin bilinen belirleyici bir faktoru yoktur. AH, hucresel dizeyde 6zellikle
yuksek bilissel fonksiyona aracilik eden piramidal hiicrelerde kortikal néronlarin kaybi ile
karakterizedir (Mann DM 1996, Norfray JF ve Provenzale JM 2004).

AH'nin patogenezine; yapilan patolojik, genetik, in vivo ve in vitro deney
¢alismalarinin sonucunda ulasiimistir. Patogenezde AR ve tau proteinleri agregatlar
olusturarak hatta daha buyuk olasilikla oligomer yapilar halinde nérodejenerasyona yol
acmaktadir (Saka, 2010).

Norofibriler tangillar (NFT) hicre icindeki anormal hiperfosforile edilmis tau
protein agregatlari olup; gerek mikrotibdllerin stabilitesini ve fonksiyonunu bozarak
gerekse apopitozu indukleyerek, AR’ya benzer bir sekilde nérodejenerasyon ve bellek
bozukluguna neden olabilir (Haass C, 2007). NFT, noronal fonksiyonlarin olusmasi,
hayatta kalmasi (sinaptik vezikillerdeki noérotransmitterler, mitokondri ve nérotrofik
faktorler) ve sonunda 6lmesine neden olan gerekli bilesenlerin aksonal tasinimina
mudahale eder (Querfurth HW, ve LaFerla FM 2010, Norfray JF ve Provenzale JM
2004). AH tanisinin kesinlegsmesinde serebral korteksin 6zgun bdlgelerinde senil plak ve
NFT yapilarinin bulunmasi 6nemlidir. Bu olusum hastaligin klinik baglangicindan énceki
10-20 yilhk streci kapsar (Holtzman DM vd 2011). Normal yasli bireylerin beyinlerinde
daha az yogdunlukta olmakla birlikte, NFT olugsumlari hem entorinal kortekste, hem de
hipokampuste mevcuttur; neokortekste ise sadece eser miktarda NFT goérulir (Tolnay M
ve Probst A, 2003). Son ¢alismalar amiloid plaklarinin gériniminin neokortekste ilk
once meydana gelebilecedi ve NFT nin ilk olusumunun medyal temporal lob yerine beyin

sapinda meydana gelebilecegini géstermektedir (Braak H vd, 2011).

Yapilan galigmalarda hastalarin beyinlerindeki nérodejeneratif sureclerle ilgili
amiloid plaklarinda ve néronal tangillarda anormal sekilde katlanmis AB ve tau
proteinlerinin birikimi oldugu gdsterilmistir (Karran E vd, 2011). Parenkimal lezyonlarin
yani sira serebral amiloid anjiopati hastalik patolojisine eslik edebilmektedir. Noron ve
sinaps kaybi hastaligin diger vazgegilmez patolojik bulgularidir (Meraz-Rios MA 2010,
Haass C 2007).

insan AB’sl, monomerler, dimerler, trimerler, tetramerler, dodekamerler, diger

oligomerler, protofibriller ve maturfibriller gibi farkli formlarda bulunabilmektedir.



Amiloid plaklarin yapisinda ise matur fibriller bulunmaktadir. Yapilan post mortem
calismalarda amiloid plaklar olmazsa olmaz patolojik bulgulardir ve AB olusumunun
hastaligin patogenezini baglattiyi disunilmektedir (Haass C, 2007). Amiloid beta
peptidleri dncelikle hiicre ici birikim ve sonrasinda hicre disi plaklarda birikerek ¢dker.
Hucre disi agregat dikkate deger AH’na neden olurken, hiicre i¢i amiloid beta birikimi

noron dejenerasyonuna neden olur (Wirz K vd, 2013).

Cdzinebilen amiloid agregatlari amiloid toksisitesinin  akut etkisinde
aciklanabilirken; néron kaybi, néronal yapilarin degisimi ya da plaklarin varligini icine
alan AH’nin kronik degisimini aciklamaya yetmez. Plaklardaki A fibrilleri kompleks lipid

ve karbonhidrattan olusmus lizozomal gangliositler tarafindan olusmustur (Su 'Y 2001).

AB peptidler, amiloid preklrsér protein (APP)in beta(B) sekretaz ve gamaf(y)
sekretaz kompleksi olarak da bilinen iki enzim tarafindan ardisik kesilmesiyle elde edilir.
Senil plak, hiicre disinda amiloid proteinlerinin olusmasi ve ¢coziinemeyen AR birikimidir.
Normalde hicreler, hiicre ylzeyi reseptori APP’nin ayrilmasindan sonra ¢ézinen AR’yi
salgilarlar. APP’nin anormal bélinmesini iceren AH, senil plaklarin olusmasina ve yogun
beta tabakalarindaki (B sheet) AB’'nin ¢dkmesiyle olusur. Migroglia ve astrositlerin
amiloid agregatlarini temizlemek icin inflamatuar bir tepki olusturduguna ve bu amiloid
agregatlarinin bitisik néronlarin ve bunlarin ndritlerini (akson ve dendritler) tahrip ettigine
inaniimaktadir (Querfurth HW ve LaFerla FM 2010, Norfray JF 2004).

AH ile ilgili dejenerasyon 6zellikle hipokampusteki entorinal kortekste ve medyal
temporal lobda baslar (Jack JR,1997). Dejenerasyon daha sonra pariyetal alanlara ve
temporal birlesme korteksine yayilir. Hastalik ilerledikge dejenerasyon frontal kortekte ve
¢ogunlukla neokortekste gozlemlenmis olup bu sekilde limbik sistemin bir ¢ok
bileseninde belirgin hasara neden olur ( Holtzman DM vd 2011, . Bozoki AC vd 2012).

2.2. Beyin Renin Anjiyotensin Sistemi



Genetik, klinik ve epidemiyolojik verilerin yani sira deneysel hiicre ve hayvan
¢alismalarinin timu, AH'nin patogenezinde beyin RAS’nin rolliini desteklemektedir
(Kehoe vd, 2016).
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Sekil 2.1. RAS Yolagdl. Anjiyotensinojenin, anjiyotensin | ve ll'ye fragmanlarla
donusumunu Ozetlemektedir. Biyolojik olarak aktif formlar arasinda anjiyotensin I1(Ang
1), Ang Ill, Ang IV ve Ang (1-7) bulunur. Ana enzimatik yolaklara, renin ve anjiyotensin
donustirtcu enzin (ACE) veya anjiyotensin dénusturicu enzim inhibitérleri (ACE2), AP-
N ve AP-A aracilik eder. Anjiyotensinlerin ana beyin etkilerine AT1, AT2, AT4, prorenin
ve Mas reseptorleri aracilik eder. Her reseptorle iligkili fonksiyonlar belirtiimistir (Al-Khatib
I. Vd 2018, Holappa vd 2015).

RAS komponentlerini Ang Il, Ang lll, Ang IV, Ang 1-7 ve Ang 3-7 gibi degisik biyolojik

aktiviteleri olan angiotensin peptitler olugturur (Ciobica vd 2009, Goessler vd 2015).

RAS temel olarak ;
1. Geleneksel RAS olarak da anilan Ang Il / ACE / AT1R’den olugan yolak
2. Ang 1-7 / Anjiyotensin dénustirici enzim 2 (ACE2) / Mas reseptéri konvansiyonel

olmayan yolak olarak iki bilesene ayrilir.



Geleneksel RAS, vaskuler tonusu, kan akigini, elektrolit homeostasisini duzenleyen
hormonal bir sistemdir (Sparks MA vd, 2014). Primer efektor peptid olan Ang Il, kanda
Uretilir ve bobrek, bdbreklstl bezleri, sempatik sinir sistemi ve baroreseptor refleksleri
Uzerinde bir dizi etki gosterir (Reid 1A 1992, Dasgupta ve Zhang, 2011). Yapilan bir ¢ok
¢alisma; beyin de dahil bir cok dokuda lokal RAS’In varligini géstermistir. Santral sinir
sisteminde anjiyotensinojen astrositler tarafindan sentezlenip, beyin omuilik sivisina
(BOS) ve interstisyel bosluga salinir. Bu anjiyotensinojen beyindeki Ang Il i¢in substrat
kaynagidir (Deschepper C.F. vd, 1986). Anjiyotensinojenin BOS’ta en yogun bulunan
protein oldugu ve prekursor proteininin glial kaynakli oldugu bilidiriimektedir (Diz D.I,
2006). Antisensin anjiyotensinojenin gerisindeki glial-fibrial asidik protein (GFAP)
promotdrine asiri ekspresyonu; BOS’taki anjiyotensinojenin %90 kaybiyla sonuglanir.
Lokal beyin RAS’Inin kan beyin bariyeri (KBB)'ini korumada fonksiyonel rol oynadigi
dusunulmektedir. Hipokampusiun granuler tabaka hicrelerinde yogunlugunun azalmasi,
Ang eksikligi gorilen farelerde KBB’nin bozulmasina neden olur ancak renin eksikligi
olan fareler bu fenotipi gostermez (Yanai K vd, 2000). Calismalar nakavt farelerde de
benzer sonuclari vermistir. Nakavt farelerde sojuk zedelenmeye ve sonucunda
bozulmus KBB tam olarak sulandirimamasina cevaben laminin Uretimi ve GFAP

ekspresyonu azalmistir (Kakinuma Y vd, 1998).

Anjiyotensin ligandlar reseptoérleri olan AT1R, AT2R, AT4R ve MasR ile
etkilesime girerek cesitli beyin fonksiyonlarini kontrol eder (Premer C vd, 2013). Bu
reseptorler beynin birka¢ yerinde farkl sekilde eksprese edilmistir (Braga VA, 2011).
Bizim ilgilendigimiz MasR ekspresyonudur. MasR, esas olarak hipokampus, amigdala,
anterodorsal talamik c¢ekirdek, korteks ve hipoglossal ¢ekirdege yerlesmistir (Lazaroni
TL vd, 2012, Freund M vd 2012). MasR ayrica beyindeki RAS’In farkli etkilerine katkida
bulunur (Jackson L vd, 2018). Reseptorin Ang 1-7 ile aktivasyonu bellekte yer alan
alanlarda sinapslari guglendirdigi bulunmustur (Hellner K vd 2005, Uekawa K vd, 2016).

Beyin RAS'I genellikle 6grenme, bellek, anksiyete, depresyon, bilissel ve
duygusal stres gibi merkezi faaliyerlerin dizenlenmesini igerir (Paul M vd 2006, de
Gasparo M vd 2013). Ayrica periferik RAS’in fonksiyonlarini da tamamlar (McKinley MJ
vd, 2003). AH'nda nérodejeneratif bozukluklarin gelisimine katkisini gosteren artan
deliller vardir (Takane K vd, 2017). Ancak hala RAS’In AH’Inin gelismesini ve ilerlemesini
nasil etkiledigi tam olarak bilinmemektedir. Bazi caligmalarda RAS ile toksik AR
peptidlerinin birikimi, tau fosforilasyonu, oksidatif stres, mitokondiriyal disfonksiyon,

noroinflamasyon ve kolinerjik disfonksiyon arasinda bir baglanti gésterildigi halde RAS



sistemine etki eden ilaclarin AH'in1 nasil etkiledigi tam anlasilamamistir (Murphy MP ve
Le Vine H 2010, Gouras GK vd 2015).

2.3. Anjiyotensin 1-7 ve MasR iliskisi

RAS sistemindeki karmagikhiga ek olarak Ang 1-7 ve Ang 1-9 sentezlemek igin
Ang | ve Ang Il'ye sirasiyla etki edebilen enzim yeni bilesen olarak tanimlanmigtir. ACE2
olarak da bilinen bu enzim Ang II'nin Ang 1-7’e dénidsmesinde Ang I'in Ang 1-9'a
donustirilmesinden 500 kat daha fazla ylksek katalitik etki gosterir (Vickers C. vd,
2002). ACE2, ACE ile %42 nikleotid sekans homolojisi paylasir ve aktif kalintilarin
korunmasinda o6nemli bir 6zelliktir (Donoghue M vd, 2000). Yapilan
immunohistokimyasal c¢alismalarda insan beyninde ACE2 mRNA’sinin dislk
seviyelerde oldugu gosterilmistir (Gallakher P.E. vd, 2006). ACE2 primer kdlttrde glial

hlcrelerde ve noronlarda eksprese edilmistir.

Beynin endojen bir bileseni olan Ang 1-7 ise, hipotalamus, medulla oblongata,
amigdala ve ayrica normotansif sicanlarin plazma ve adrenal bezlerinde mevcut oldugu
gOsterilmistir (Chappel M.C., 1989). ACE2 hicre disinda bulunan katalitik bdlgesiyle
trans membran proteini oldugu icin Ang 1-7 sentezinin de hilicre disinda gergeklesmesi
muhtemeldir (Guy J.L, 2005). Ang Il, AT1 ve AT2 reseptér alt tiplerine baglanirken; Ang
1-7, Mas protoonkogeninden kodlanan G-protein kenetli reseptére baglanarak etkisini
gosterir (Ciobica vd 2009). Ang 1-7, Ang II'nin hidroliziyle dretilen aktif bir amino asit
peptididir (Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro). Ang 1-7 eylemini MasR araciligiyla yuaruttdgunu
ve ayrica AT2R uzerinden hareket ettigini bildirmistir (Patel vd, 2014). Ang 1-7’nin
vazodilatér, mediatér nitrik oksit(NO), prostoglandin E2 ve bradikininleri serbest

birakarak Ang II'nin gesitli zararli etkileri tersine gevirdigi sdylenir (Sharma vd, 2018).
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Sekil 2.2. Ang 1-7 mekanizmasinin aktivitesi (ProNeurogen internet sitesi,
2018)

Mas reseptdri hipokampus ve dentat girusta ylksek konsantrasyonlarda
tanimlanmistir (Freund vd, 2012). Mas proto-onkojen Mas tarafindan kodlanan bir G
protein bagh reseptordir (GPCR). N ve C terminal uclari hidrofilik olan 7 hidrofobik
transmembran alana sahiptir. Hormon reseptdr proteinlerinin GPCR alt ailesiyle gugcli
benzer dizilimi vardir (Probst W.C., 1992). Mas, noéropeptidleri baglayan ve temel
fizyolojik fonksiyonlara sahip olan gogunlukla yetim GPCR’lerden olusan Mas ile ilgili
GPCR alt ailesi igin prototiptir. insan Mas reseptérii (MasR) su anda, A sinifi bir yetim
GPCR olarak siniflandiriimistir. Beyinde eksprese edilen MasR’nin mRNA’si
hipokampuste, dentat girusta, priform korteks ve amigdalada lokalizedir (Bunnemann B
vd, 1990). Yapilan arastirmalarda beyinde ve testislerde ylksek oranda MasR
transkriptleri bulunmustur. Bu oran kalp ve bdbrek gibi organlarda daha disuk
seviyededir. MasR'nin 6ngoérilen molekuler agirhdr (Ma) yaklagik 37 kDa'dir. MasR
fonksiyonel ve farmakolojik olarak ang 1-7 ile iliskilendirilmistir. Bu heptapeptid, endojen
olarak Uretilen RAS hormonu olup, ACE2’nin Ang Il Gzerindeki ayristirma etkisiyle ortaya

cikar.

Mas’in etkisine, varsayilan endojen peptid ligand olan Ang 1-7’nin aracilik ettigi
distnllmektedir. Ang 1-7, Mas ile transfekte edilmis CHO ve COS hicrelerinde ve Mas
eksprese eden insan mezangial hucrelerinde aragidonik asit Uretimini uyardigi

g6zlenmistir. Anjiyotensin peptid metabolitleri (Ang Il ve IV)’'nin COS hucrelerinde
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benzer arasidonik asit salma deneylerinde Mas’1 aktive ettigi de bildirilmistir (Tirupula vd,
2014). Ang Il farmakolojik etkilerinin coguna aracilik eden AT1 reseptorl Uzerinden
oksidatif stres ve néroenflamasyonu arttirir, serebral kan akimini azaltir ve bu etkileri ile
kognitif fonksiyonlarin bozulmasina katkida bulunur (Mawuenyega vd, 2010). Ang 1-
7'nin ise Ang IP’nin etkilerini inhibe ettigi ve AT1 reseptdrinin fizyolojik antagonisti gibi
oldugu gosterilmistir (Ciobica vd, 2009). Bir baska yayinda da anjiyotensin Il tip 2
reseptdrt (AT2R), Ang 1-7, Ang 1-9 ve alamandin gibi diger bilesenler umut verici fikirler
sunmak igin ayrintili tartigilmaktadir (Sharma vd, 2019).

Angl-7/ ACE2/ Mas ekseni RAS’In dizenleyici kollarindan birisidir. Ang 1-7 nitrik
oksit salimini uyarir, baroreseptor refleks duyarlihgini gelistirir, hipotalamik néradrenerjik
noérotransmiyonda néromodolulator inhibitoridir. ACE2, Ang I'i Ang 1-9 olmak Uzere
parcalamaktadir ve diger peptidaz ve ACE, Ang 1-7 Uretimine katkida bulunur. ACE2
ayni zamanda Ang II'nin Ang 1-7’ye dénusiminde proteolitik pargalayicidir ve Ang 1-7

de Mas reseptoéri icin bir ligandir (Nakagawa, 2017).

ACE2 / Ang- (1-7) ekseni, 6zellikle ACE, Ang Il ve AT1R’nin olusturdugu klasik
RAS ekseninin uygunsuz asiri etkisinin zararli etkilerine karsi ¢ikarak, bir¢ok sistem ve

organdaki birgok fizyolojik ve patofizyolojik strecte yer alir.

MasR, RAS'nin ACE2-Ang 1-7 koruyucu eksenine aracilik etmek icin bir aday
reseptdr olarak énerilmis olsa da, Ang Il tip 2 reseptdrinin (AT2R) katihmi hakkinda
raporlar vardir. Ang1-7 eylemlerinin yani sira, néropeptid FF (NPFF) , Ang lll, Ang IV ve
anjiyoprotektin gibi MasR icin dogal ligandlarin tanimlamalarinin yani sira AT1R, ang 1-

7’nin eylemlerinde gorev alir.

Ticari olarak temin edilebilen MasR antikorlari, MasR dagilimini belirleme, ve
diger molekuller ile etkilesimi analiz etme egilimindeki arastirmalarda yaygin olarak
kullaniimaktadir. Dikkat ¢ekici bir sekilde, bircok GPCR'ye yonelik antikorlarin 6zgulligu
birgok raporda sorgulanmistir. Bu, a1- ve B-adrenoseptorlerin, muskarinik, dopamin,
galanin ve glukagon benzeri peptid-1'in ¢esitli alt tiplerine kargi yonlendirilen antikorlari
icerir. Cogu durumda, c¢oklu antikorlar kullanilmis ve hig birinin segici olmadigi
bulunmustur. Bu, ne yazik ki, GPCR antikorlar icin 6zglllik eksikliginin sik oldugunu
gostermistir. Daha spesifik olarak, son yayinlar ticari olarak temin edilebilen AT1R ve
AT2R antikorlarinin  6zgulligd olmadigini ve RAS reseptorleri ekspresyonunu

tanimlamakta ortaya ¢ikan zorluklari bildirmistir ( Krishtal J vd, 2017).
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Ang II'nin AT1 reseptoriine baglanmasi, protein kinaz C (PKC) ve Ca*? /
kalmodulin bagimli protein kinaz II'nin (CaMKIl) aktivasyonundan énce hiicre igi Ca*? 'yi
arttiran Gq aracili fosfoinositid hidrolizinin aktivasyonu ile sonuglanir. Bu sinyal
proteinleri, K* akimlarinin inhibe edilmesinden ve Ca*2akimlarinin aktivasyonundan
sorumludur ve sonugta artan sempatik cikislara yol agabilecek néronal ateslemeye

neden olur.

Ek olarak, Ang Il AT1R’e baglanarak MapK kinazi, p38’i ve Erk 1/2 yi aktive eder
ve bu etki Ang 1-7 ile MasR’nlin aktivasyonu zayiflatabilir. Stat 3 hem Ang II'yi hem de
Ang 1-7’yi stimile edebilir. Mas reseptoériyle aktive edilmesinin ardindan protein tirozin
fosfataz -1 (SHP-1) Map kinazin aktivitesini inhibe eder. Kinazlar ve fosfatazlar birbirleri
Uzerinde mutual inhibitor etkileri vardir. Santral sinir sistemindeki kinaz aktivitesi néronal
ateslemeyi, norepinefrin (NE) salinimini ve sempatik cikisi belirler. AT1R aktivasyonuyla
NADPH oksidaz liderliginde peroksinitritten(ONOO-) nitrik oksit(NO) ile slUper oksit
olusumuna liderlik eder (Xu vd, 2011).NO salimi Mas reseptorlerinin aktivasyonundan

kaynaklanabilir.

2.4. Alzheimer Hastaliginin Beyin Renin Anjiyotensin Sistemi ile iligkisi

in vitro calismalar, ACE’nin AB plaklarinin gelisimini durdurarak AB peptidlerinin
degradasyonunda rol oynadigini géstermistir (Oba R vd, 2005). ACE’nin N pargasi, N
terminal pozisyondaki AP peptidlerinin hidrolizinden sorumlu bulunmustur. ACE
norotoksik peptidleri (AB42, AB43) hidrolize ederek bunlarin senil plak formuna ve
agregatlara donlsmesini engeller. Ayrica AB42’nin oligomerizasyonu ve birikimini
azaltarak AB’leri metabolize eder (Kim J vd 2007, Murray MM vd 2009).

Kognitif fonksiyonlardaki artisin, Ang Il dizeylerinin azalmasiyla ve bunun
yaninda Ang 1-7 diizeylerinin artmasiyla iligkili olabilecegdi hipotezi ortaya atilmistir (Mogi
vd,2012). AH patogenezinde beyin RAS’Inin klasik ekseni olan bu AH’larin post mortem
calismalarinda beynin hipokampus ve frontal korteks béliminde Ang Il metabolik enzimi
olan ACE aktivitesi ve saliniminini belirgin sekilde degistidi gézlenmistir. Ayni anda
Alzheimer noropatolojisiyle ilgili olarak Ang Il seviyeleri siddetlenmistir (Uekawaa K,
2016).Ayrica yapilan dider calismalarda bobrek homojenatlarindaki anjiyotensin

metaboizmasinin degerlendiriimesinin ardindan, farelerde ve insanlarda neprisilin



12

(NEP)in 6nemli bir Ang 1-7 kaynagi oldugu belirlenmigtir. NEP’in farmakolojik
inhibisyonu murin bobreklerinde Ang 1-7 seviyelerinde kuvvetlice azalmaya neden

olmustur (Domenig vd, 2016).

2.5. Aminopeptidaz A (APA) inhibitérii Amastatin

APA, polipeptitlerin N-terminalinden glutamatik ve aspartatik amino asit
kalintilarinin  ayriimasini  katalize eden 109 kDa'lk bir homodimerik ¢inko-
metaloproeptidazdir ve glutamil amino peptidaz (gp160) olarak da bilinir (Giulia C, 2011).
APA in vivo ortamda N terminal amino asitleri kolesistokinin ve Ang Il gibi peptid
substratlarindan ayirici rolde, ¢inko metallopeptidaz ile kapli homodimerik zardir (Zini S
vd 1996, Migaud M vd 1996). Cesitli gruplar tarafindan gésterilen raporlarda; APA'nin
sentetik substratlara karsi enzimatk aktivitesinde Ca*?un  dizenleyici oldugu
g6zlemlenmistir (Danielsen E vd 1996, Vazeux vd 1998). Diger bir membrana bagli ¢cinko
metalloproteaz olan aminopeptidaz N, ang llII'iG ang IV’e metabolize eder (Boitard vd,
2018).

Yuksek oranda segici APA inhibitorleri kullanilarak beyin RAS’Iinda bu enzimin
onemli rollerinin oldugu aciklanmigtir (Reaux A vd, 1999). Buna goére APA, RAS
metabolizmasinda, gerek Ang lll acida ¢ikisinda gerek angiotensin (2-10) ve angiotensin

(3-10) aciga ¢ikisinda rol oynamaktadir.

2.6. Amastatin’in Alzheimer Hastaligindaki Olasi Rolii

Bir tetra peptid olan Amastatin gugli bir APA, APN, tripeptidil ve tetrapeptidil
aminopeptidaz inhibitdéri olup bazi biyoaktif peptidlerin aktivitesini glglendirmek igin
kullanilir ve aminopeptidazlara karsi selektif inhibitérdar. Diger taraftan amastatinin
anjiyotensin yolagi araciligiyla sigan beynindeki sinirsel aktivitede etkili oldugu
bulunmustur (Ashmun vd, 1989).

Amastatin anjiyotensin metabolizmasinda etkili bir blokerdir. CUnku bunlar Ang
[’'nin yart dmrunu uzatarak APA’y1 inhibe eder. APA, Ang Il Uretmek icin Ang II'nin N-
terminal aspartatini hidrolize eder (Giulia C, 2011).
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AH’da, ACE aktivitesinde artis oldugu ve RAS komponentlerinin duzeylerinin
degistigi gdsterilmistir (Marr ve Hafez, 2014).

2.7. Hipotez:

in vitro ortamda AB1-42 ile indiklenen néroblastoma SH-SY5Y hiicrelerinde
Aminopeptidaz A Inhibitérii olan Amastatinin Ang 1-7, ACE2 seviyelerine olumlu
etkisinin olabilecegdi, MasR protein ekspresyonlarini artirabilecedi ve AB1-42'nin dlgulen
parametreler Uzerindeki etkilerini zit yonde etkileyebilecedi g¢alisma baslangicinda

hipotez olarak 6ne surulmustur.
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1. Deney Protokoli

Arastirma Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali
molekiler farmakoloji laboratuvarlarinda yuratilmustiar. Calismamizda, SH-SY5Y insan
ndéroblastoma hicre hatti kullaniimistir. Calismamizda, AB 1-42 ile indUklenen SH-SY5Y
hicre hatlarinda aminopeptidaz A inhibisyonunun olasi rolind arastirmak igin Mas 1

reseptdr ekspresyonu, ve Ang 1-7 seviyelerine bakilmistir.

3.2. Kullanilan Kimyasallar

= Beta-Amyloid peptid (1-42) (human) (RP10017) GenScript firmasindan
alinmigtir ve peptid 1 mg/ mL oranda distile su iginde ¢ézlinerek ¢ozelti
hazirlanmistir.

=  Ang 1-7 (A9202-SIGMA) (Lot # SLBF 1264V) Sigma - Alderich firmasindan
alinmistir.

= Anti-beta Actin (ab8227) Abcam firmasindan alinmistir ve 1/1000 oraninda dille
edilerek WB ydnteminde kullaniimistir.

= RIPA Liziz Buffer System (sc-24948) (Lot # A2414) Santa Cruz Bioteknoloji
firmasindan alinmistir.

= Ang 1-7 ELISA kit (E-EL-H5518) Elabscience (ABD) firmasindan alinmistir.

= ACE2 ELISA kit (E-EL-H0281) Elabscience (ABD) firmasindan alinmistir.

= Human Neprilysin (NEP) ELISA kit (Cat# YLA2053HU)

= Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (DPBS) (P04-36500) PanBiotech
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= Dulbecco's Modified Eagle Medium/F12 (DMEM/F12) (DF-041-13)
Specialthymedia firmasindan alinmigtir.

= Penisilin/Streptomisin (15140) GIBCO firmasindan alinmistir.

=  Tripsin/EDTA (15400) GIBCO firmasindan alinmistir.

= WST-1 (ab65473) ABCAM firmasindan alinmistir.

= Dimetil sulfoksit (DMSO) (A3672-0250) Applichem firmasindan alinmigtir

= Fetal Bovie Serum (FBS) (P04-36500) PanBiotech firmasindan alinmistir.

3.3. SH-SY5Y Hiicre Kiilturi Hazirlanmasi

Calismalarimizda, insan noéroblastoma SH-SY5Y hicre hatti kullaniimistir.
Morfolojik olarak hiicreler yapiskan (adherent) karakterde olup, ig seklinde tek tabaka

halinde Uremektedirler.

SH-SY5Y hicre hattt DMEM/F-12 (Dulbecco Modified Eagle Medium/Nutrient
Mixture F-12)ile birlikte %10 fetal sigir serumu (FBS), %1 Penisilin-streptomisin iceren
besiyerinde, %5 CO2 iceren 37°C’ye ayarli karbondioksit inklibatérinde nemli atmosfer
altinda kultare alinmigtir. FBS ve penisilin-streptomisin eklenen DMEM/F-12 besiyeri,
0.22 ym’lik mikro filtreden (MILLIPORE) gegirilerek steril edilmistir.

SH-SY5Y hicre kultiri asagidaki protokole gére hazirlanmistir.

-80°C’de %10 DMSO ile dondurulmus SH-SY5Y kriyotlpler igindeki hicreler,
¢oziinmesi icin 37°C’der su banyosuna konulmustur. Hucreler ¢dziindikten sonra
Uzerine 3-4 ml taze DMEM/F12 besiyeri eklenerek, hemen 15 ml’lik santrifdj tipune
alinmigtir. Tapler, 1500 rpm’de 5 dk santriflj edildikten sonra supernatant kisim atilarak
hiicre pelletinin Gzerine, 1 ml besiyeri eklenmis ve pipetaj yapilarak hicrelerin medium

icerisinde homojen olarak dagiimasi saglanmigtir.

Steril T25 flasklara toplam 8 ml DMEM/F-12 besiyeri eklenerek homojen haldeki
hicrelerden esit hacimde 3 ayri flaska ekim yapilmistir. Ekim yapilan flasklar, 37 °C, %95

nem ve %5 CO2 olacak sekilde karbondioksit inkiibatdriine konulmustur. Gin asiri,
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invert mikroskop altinda hacreler yogunluklari  ve morfolojileri  bakimindan
degerlendirilmis ve gerektiginde eski besiyeri ortami 8 ml taze besiyeri ile degistirilmigtir.

Hucreler, %70-80 yogunluga ulastiklarinda pasajlanmistir.

SH-SY5Y hicrelerinin pasajlama islemi;

Hucrelerin bulundugu flasklardaki besiyeri, hlcrelere dikkat edilerek serolojik pipet
yardimiyla uzaklastiriimigtir. Hlcreler tzerine, 4 ml PBS eklenmis ve hlcrelere zarar
vermeyecek sekilde sekilde yikanmistir. 1-2 dk sonra PBS ortamdan
uzaklastiriimistir.Hicrelerin Gzerine flask ylizeyinden ayrilmalarini saglamak i¢in 1 ml
%0,05 tripsin-EDTA sollisyonu eklenmistir. Tripsinin etkisini gosterebilmesi i¢in 37°C’ye
ayarli karbondioksit inklibatoriine konulan flaskta hiicrelerin zeminden kalktigindan emin
oluncaya dek (~1-2 dk) beklenmistir. Daha sonra tripsinin etkisini inhibe etmek amaciyla
flaska 4 mL besiyeri eklenmigtir. Pipet yardimiyla, flask tabanindan kaldirilan hicreler 15
ml'lik santriflij tiptne toplanmis ve tip, 1500 rpm’de 5 dk. slreyle santriflij edilmistir.
Santrifllj islemi sonunda stpernatant atilarak hiicre peleti Gizerine 1 ml besiyeri eklenmis
ve pipetaj yapilarak hucrelerin  medium icerisinde homojen olarak dagiimasi
saglanmistir. Flasklarin icerisine toplam 8 ml besiyeri eklenmis ve 3 ayri flaska bir 6nceki
basamaktaki hlicre stispansiyonundan ekim yapilmistir. EKim yapilan flasklar, %95 nem

ve %5 CO2 olacak sekilde 37 °C’ye ayarli, karbondioksit inklibatériine konulmustur.

3.4. SH-SY5Y Hiicrelerinin Dondurulmasi

PBS ile yilkama sonrasi yapilan tripsinizasyon isleminden sonra hicrelere 4 ml
besiyeri eklenerek 15 ml'lik santrifiij tlip igerisine alinmig ve tipler 1500 rpm’de 5 dk

santriflj edilmigtir.

Santriflj islemi sonunda, stpernatan kisim uzaklastiriimis ve kalan peletin yogunluk
durumuna gore peletin Uzerine 9:1 oraninda (%10’luk) Besiyeri: DMS” karigimi
hazirlanarak eklenmigtir. Pipetaj yardimiyla hicreler homojen hale getirilmistir. Homojen
haldeki hicre suspansiyonu pipet yardimiyla 1,5 mllik kriyotlpler igerisine aktariimig
once 6n dondurma islemi igin -20C’de 4-6 saat bekletildikten sonra hicrelerin bulundugu

kriyotupler -80°C’ye kaldiriimigtir.
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3.5. SH-SY5Y Canli Hiicrelerin Sayimi

Tripan mavisi diglama yontemine gore SH-SYSY hicrelerinin sayim islemi
yapilmigtir. Tripan mavisi boyasinin ¢alisma prensibi, canli hiicrelerin membranindan
gecememesi ve sadece 0Olu hicrelerin membranlarindan gegebilmesidir. Sonug olarak,
Olu hucreler bu boya ile mavi boyanmaktadir. Tripan mavisi ile karistiriimis hicre
suspansiyonu Neubauer sayim lamina aktarilarak, 1sik mikroskobu altinda sayim islemi

gerceklestiriimektedir. Calismamizda, hiicre sayim islemi asagidaki gibi yapilmistir.

Pasajlama isleminde anlatildigi gibi tripsinizasyon islemi sonrasi hucrelere
besiyeri eklenerek, 15 mL’lik santriflj tlp icerisine alinmis ve 1500 rpm’de 5 dk santrif(jj
edilmistir. Santrifij sonrasi olusan slipernatant uzaklastirimis ve hiicre peletinin Gzerine
pelet miktarina goére (~2-5 ml) besiyeri eklenerek pipetaj islemi ile homojenizasyon elde

edilmigtir.

Hazirlanmis hicre suspansiyonundan 50 pl ve tripan mavisi boyasindan 50 pl
alinarak pipetaj yoluyla karisim hazirlanmistir. Bu karisimdan, 10 yL alinip Neubauer
Lamina konularak i1sik mikroskobu altinda hlicre sayima gerceklestirilmistir. Bu veriler
esliginde, bu alandaki tim hticreler sayildiginda , 1 mI'deki yani 1mm3’deki hlicre sayisi
N x DF x 10%” formdlinden bulunmus olmaktadir (DF: Dillisyon faktori,N: 1 mL deki

hicre sayisi).
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Sekil 3.1. Mikroskop altindaki adherent SH-SY5Y hiicreleri

3.6. AB 1-42 Dozunun Belirlenmesi

AB 1-42’'nin SH-SY5Y hicre hattindaki dozunun belirlenmesi igin dért grup
olusturulmustur. Bu dort grup icin steril 96 kuyucuklu plaka hazirlanmigtir. Her grup igin

Uc tekrar olacak sekilde toplamda 12’ser kuyucuk olusturulmustur.

Grup A: Kontrol

Grup B: AB 1-42 (1 uM)
Grup C: AB 1-42 (3 uM)
Grup D: AB 1-42 (10 uM)

96 kuyucuklu plakaya her kuyucuk basina 5x10° hiicre olacak sekilde SH-SY5Y
hicreleri ekilmistir. Hlcrelerin kuyucuk tabanlarina tutunabilmeleri igin 24 saat boyunca
karbondioksit inklibatériinde inklibasyona birakilmistir. Her plakadaki, her bir grup igin
Ugerli olacak sekilde calisiimistir. 24 saat sonra kuyucuklar icerisindeki besiyerleri
uzaklastinimigtir. Her bir kuyucukta 100 pyL total hacimde AR 1-42’nin
finalkonsantrasyonu 1 uM, 3 uM, 10 uM olacak sekilde hlcrelerin tzerine eklenmistir.
Dozlarin uygulandidi1 96 kuyucuklu plakalar 37 °C, %95 nem ve %5 CO, olacak sekilde

karbondioksit inkubatdrune konularak, 24 saat boyunca inkiibasyona birakilmigtir.
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3.7. WST-1 ile Sitotoksisiste Testi

WST-1 testi, suda ¢ozulebilir bir bilegik olan {4-[3-(4-lodofenil)-2-(4-nitrofenil)-
2H-5-tetrazolio]-1,3-benzen disulfonat} maddesinin, canli hucreler tarafindan formazan
bileginine indirgemesi prensibine dayanmaktadir. Calismamizda, sitotoksisite yontemi
icin kolorimetrik bir yontem olan WST-1 sitotoksisite testi kullanilmistir. WST-1

sitotoksisite testi kitin temin edildigi firmanin belirledigi protokole gore gergeklestiriimistir.

inkiibasyona birakilan plakalara 24 saatlik bekleme siiresine gére WST-1 hiicre
proliferasyon kiti uygulanmistir. ilgili inkiibasyon siirelerinin sonunda, her bir kuyucuga
10 yL WST-1 solisyonundan eklenmistir. Orbital calkalayicida 96-kuyucuklu plakalar
dusuk hizda karistiriimis ve karbondioksit inkiibatérinde 4 saat boyunca inkibasyona
birakilmistir. inkiibasyon siiresinin bitiminde, mikroplaka okuyucuda 450 nm dalga
boyunda ve 630 nm referans dalga boylarinda okuma islemi gerceklestirilmistir. Hiicre
canlihdi yuzdesi her bir kuyucukta olcllen optik dansite degerinin kontrol optik dansite
deg@erine bolinmesi ve yiz ile carpilmasi ile asagidaki formile uygun olarak

hesaplanmistir.

Hicre Canliik YuUzdesi = [Doz grubu Absorbansi450-630 / Kontrol Grubu
Absorbansi 450-630] x 100

WST-1 analizinden sonra, yukarida belirtilen dozlar uygulanarak, inkiibasyon siresi
sonunda slUpernatanlar elde edilmis, BCA protein analizi ve western blot deneyleri igin -
80°C’ye kaldiriimistir

3.8. Amastatin ve AB 1-42’nin Uygulanmasi Sonucu SH-SY5Y Hiicrelerinden
Protein Eldesi

WST-1 ile AB 1-42’nin etkin dozu belirlendikten sonra literatir galismalari da baz
alinarak 10 yM dozundaAmastatin uygulanmigtir (Kopf P. ve Campbell W. 2013). 6
kuyucuklu plakalara, kuyucuk basina 75x10* hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Ekim

sonucu hucrelerin tutunmasi amaciyla plakalar karbondioksit inkibatérinde 24 saat
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boyunca inkiibasyona birakilmistir. inkilbasyon sonucunda asagidaki gruplar
olusturularak AR 1-42 ve Amastatin’in tekli ve kombine dozlari SH-SY5Y hlcrelerine

uygulanmistir.

Grup A: Kontrol

Grup B: AB 1-42 (10 pM)

Grup C: Amastatin (10 yM)

Grup D: AB 1-42 (10 yM) + Amastatin(10 pM)

AB 1-42 ve Amastatin’in sirasiyla 10 yM’lik tekli ve kombine dozlari 6-kuyucuklu
plakanin her bir kuyucuguna son hacim 2 ml olacak sekilde uygulanmistir. Doz
uygulanan 6-kuyucuklu plakalar 37 °C, %95 nem ve %5 CO? olacak sekilde karbondioksit

inkUbatorinde 24 saatlik inklbasyona birakildi.

inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki besiyerleri gekilerek atilmistir. Her bir
gruptaki hicrelerin tzerine 2 ml sogukdulbecco fosfat buffer salin (DPBS) eklenerek, 2-
3 dk boyunca DPBS igerisinde bekletilmistir. Bu basamak iki kez tekrarlanmistir. Strenin
sonunda, DPBS’i uzaklastirilan plakalar buz Gzerine alinmis ve her bir kuyucuga 500 pL
Ripa Liziz Tamponu eklenerek 5 dk inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonun sonunda
her bir kuyucuktaki ripa soliisyonu igerisindeki hlicreler ayri ayri hicre kaziyici ile
kazinarak toplanmis ve 1.7 mllik mikrosantrifij tipline mikropipet yardimiyla
aktariimistir. TUpler buz igcerisinde yarim saat bekletiimis ve bu slre boyunca 10ar
dakikalik araliklarla en az 15-20 kez pipetajlanmistir. Yarim saatlik stire sonunda, tlpler
14000 rpm’de 15 dk boyunca +4°C’ye ayarlanmis sogutmali santriflijde santrifiij islemine
tabi tutulmustur. Santrifiij isleminin sonunda stpernatanlar yeni mikrosantrif(jj tiplerine

aktarilmis ve -80°C’ye kaldiriimigtir.

3.9. Bicinchoninic Acid (BCA) Protein Analizi

BCA protein analizi, temin etmis oldugumuz ticari kitin firma tarafindan belirtilmis
olan protokolline gore gergeklestiriimistir. BCA standartlari, kitte belirtilen sekilde dH.O

ile diltie edilerek 8 farkli konsantrasyon tipu hazirlanmistir.
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ilk olarak BCA working reagent kitte belirtilen sekilde, BCA working reagent A ve
B 50:1 oraninda karistirilarak hazirlanmigtir. Karisimin sonucunda yesil renkte bir
solisyon elde edilmigtir. Steril, temiz, diz zeminli bir 96-kuyucuklu plakanin
kuyucuklarina 25’er yL BCA standardi ve protein érneklerimizden konulmustur. Standart
ve orneklerin konulmasini takiben ilgili kuyucuklara 200 yL BCA working reagent
eklenerek 30 sn boyunca orbital karistiricida karistiriimigtir. Ardindan, 96-kuyucuklu
plaka i1sik gérmeyecek sekilde kaplanmis ve 37°C’de 30 dk boyunca inkibasyona
birakilmigtir. inkiibasyon sonunda, plaka oda sicakhiginda sojumasi bekletilmistir.
Bekleme siresinin ardindan mikroplaka okuyucuda 562 nm absorbans degerinde dlgim
islemi  gerceklestirilmistir.  Olgim islemi sonucunda standartlarin  absorbans
degerlerinden kalibrasyon edrisi grafigi cizilmis ve Orneklerimizdeki protein
konsantrasyonlari y=ax+b denklemi baz alinarak hesaplanmistir (y=absorbans degeri,

x=konsantrasyon).

3.10. Sodyum Dodesil Sulfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ve
Western Blot Yontemi

WB yontemi 6ncesi; hazirlanan bu karigimlardan sonra ilk olarak Seperating jel
ardindan Stacking jel hazirlanmistir. Jel hazirlanmadan &énce Cleaver Scientific
firmasinin western blot sistemindeki jelin dokulecedi camlar temizlenerek aparatina
yerlegtirilmigtir. 2 jel icin Stacking ve Seperating jeller Tablo 3.1’de belirtildigi gibi

hazirlanmigtir.

Tablo 3.1. Stacking jel ve Seperating jel hazirlanigi.
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JEL ICERIGI SEPERATING JEL (%10) | STACKING JEL (%4)
Jel Cozeltisi 5MI 0,75 mL

dH20 6,5 mL 2,5mL

Seperating Tamponu 3,75 mL -

Stacking Tamponu - 1,25 mL

%10 SDS 150 pL 0,1 mL

APS 150 pL 25 uL

Temed 15 uL 5 pL

Seperating jel karisimi hazirlandiktan sonra hizli bir sekilde camlar arasina tek
seferde serolojik pipet yardimiyla dékilmis ve hava kabarciginin olusmamasina dikkat
edilmistir. Seperating jelin Ust kisminin diiz olmasi ve havayla temasinin kesilerek daha
iyi polimerize olmasi igin izopropanol eklenmistir. Yaklasik 1 saat icinde Seperating jelin
polimerlestiginden emin olduktan sonra izopropanol dékilerek uzaklastiriimistir. Ustte
kalan miktar kurutma k&git yardimiyla alinmistir. Stacking jel, serolojik pipetle cam
Uzerinde belirli olan sinir gizgisine kadar dokulmustiur. Kuyucuk olusturmak igin kullanilan
tarak da bu cizgiye gore hizalanmistir. Yaklasik 45 dk sonra jelin dondugundan emin

olununca tarak ¢ikariimistir. Olusan kuyucuklar running tampon ile iyice yikanmigtir.

Protein 6rneklerimiz ilgili kuyucuklara 7,5 pg olacak sekilde yuklenmistir.
Proteinleri yiklemede 6nce denature etmek amaciyla Laemmli Tamponu ile muamele
edilerek 100°C’de 4 dakika kaynatiimigtir. Jelin ilk ve son kuyucuguna marker, aradaki
kuyucuklara da ornekler yuklenmigtir. Proteinler, 120 Volt, 20 mA’da 90 dk olarak

yaratalmastar.

Jeller ¢ikarildiktan sonra stacking jel kismi kesilerek atiimistir. Kalan kisma uygun
olarak PVDF membran kesilmistir. Membran kullanilmadan dnce %100 methanol
iceresinde 5 dk bekletilerek aktiflesmesi saglanmistir. Transfer isleminde kullanilacak
olan filtre kagitlari da transfer tamponu ile yikanmigtir. Transfer tamponu soguk olarak
kullaniimistir. Jel ve membranlar filtre kagitlari arasina yerlestirilmis ve yari-islak transfer
sisteminde 20 Volt, 600 mA olacak sekilde 80 dk boyunca transfer iglemi
gerceklestirilmistir.
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Transfer isleminden sonra membranlar dikkatlice alinarak kullanilacak olan
antikorun 6zelligine gore %3’luk BSA TBS-T/PBS-T ¢0zeltisi icerisinde oda sicakliginda
90 dk bloklama yapilmistir. Bloklamanin ardindan, “Mas1 ve B-aktin” primer antikorlari
kullanilarak 16 saat boyunca +4°C’de isaretlenmistir. isaretleme sonrasi membranlar,
PBS-T ile 6 dakikalik periyotta 3 kez yikanmigtir. Membranlar, HRP-bagl sekonder
antikorda 90 dk boyunca isaretleme yapildiktan sonra 6 dakikalik periyotta 3 kez PBS-T
ile yikanmigtir. Yikama igleminden sonra membranin Uzerini kaplayacak sekilde, 1siktan
korunarak Enhanced Chemiluminescence (ECL) substrat uygulanmistir. Protein bantlari,
membranlarin Licor gorintileme sistemine yerlestiriimesiyle bilgisayar ortaminda analiz

edilmigtir.

3.11.Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)

Calismamizda Ang 1-7 ve Neprisilin diizeyleri ELISA kitler araciligi ile degerlendirilmistir.

3.11.1.Ang 1-7 ELISA

Elabscience (ABD) firmasindan ticari kit elde edilmis ve Uretici firmanin belirttigi sekilde

gerceklestirilmistir.

Kitin icerisinden gikan 1000 pg/ml'lik standarttan Standart & Ornek Dillisyon tamponu
kullanilarak seri dilisyon ile 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.63 pg/mllik standart
konsantrasyonlari hazirlanmistir. Ayrica, sadece tampon igceren 0 pg/ml’lik bir tip de
hazirlanmistir. Tim islemler yukarida verilen AR 1-42 ELISA kitte uygulandi§i sekilde
protokol cercevesinde belirtilen oranlarda standart solisyonlar ve érnek kullanilarak

yapilmigtir.

3.11.2.ACE2 ELIiSA
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ACE2 ELIiSA deneyi igin Elabscience (ABD) firmasindan ticari kit elde edilmis ve Uretici
firmanin belirttigi sekilde gerceklestirilmistir.

Kitin igerisinden ¢ikan 25 ng/ml'lik standarttan Standart & Ornek Diliisyon Tamponu
kullanilarak seri dilisyon ile 25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.57, 0.79, 0.39 ng/ml’lik standart
konsantrasyonlari hazirlanmistir. Tim islemler yukarida verilen AR 1-42 ELISA kitte
uygulandigi sekilde protokol cergevesinde belirtilen oranlarda standart solusyonlar ve

ornek kullanilarak yapilimistir.

3.11.3. Neprisilin ELISA

Enzim Bagh immunosorbent Analizi (ELISA) Calismamizda Neprisilin dizeyleri
ELISA yoéntemi ile bakilmistir. Neprisilin ELISA icin YL Biont (Cin) firmasindan ticari kit
elde edilmis ve uretici firmanin belirtti§i protokole goére islem yapiimistir. Kitin protokolu

asagida 6zetlenmistir.

Kitin icerisinden ¢ikan 2400 ng/L’lik standarttan, Standart & Ornek Diliisyon
tamponu kullanilarak seri dilisyon ile 1200, 600, 300, 150, 75 ng/L’lik standart
konsantrasyonlari hazirlanmistir. Ayrica, sadece tampon igeren 0 pg/mL’lik bir tlip de
hazirlanmigtir. Standart konsantrasyonlarda 50 ul alinarak kitin icerisinden ¢ikan
striplerin ilgili kuyucuklarina, RIPA tamponu igerisinde bulunan érneklerimizden 40 pL
alinmis stripte belirlenen kuyucuklara aktarilmis ve Uzerine 10 yLAnti-neprisilin antikoru
eklenmistir. Standart ve érneklerin bulundugu kuyucuklarin hepsine 50 ul Streptavidin-
HRP soliisyonu eklenmistir. Ardindan, ELISA plakasi seffaf, yapigkanli etiket ile
kapatilarak kisa bir slre orbital calkalayicida bekletildikten sonra 37°C’de 60

dkinklbasyona birakilmistir.

inkiibasyon sonunda seffaf, yapiskanh etiket acgilarak kuyucuklarin iginde
bulundugu sivilar uzaklastiriimis ve 30X konsantrasyondan 1X’e dilie edilen yikama
tamponu kuyucuklara 350 pL olarak eklenmigtir. 1-2 dk’lik beklemenin ardindan yikama

tamponu uzaklastiriimigtir. Bu islem 5 kez tekrarlanmigtir.

Yikama igleminin ardindan kuyucuklara kitin igerisinde bulunan Kromojen A
solusyonundan 50 pl eklenmig, hemen ardindan yine kitin igerisinde bulunan Kromojen
B solisyonundan eklenerek, isiktan uzak tutulacak sekilde mikroplaka37°C’de 10

dkinkibasyona birakilmistir.



25

inkiibasyonun ardindan kuyucuklara 50 yL Stop Solution eklenerek reaksiyon
durdurulmustur. Vakit kaybetmeden mikroplaka okuyucuda (BioTek, ABD), ELISA plaka

450 nm’de okutularak, standart ve 6rneklerin absorbans degerleri elde edilmigtir.

Okuma isleminin ardindan Excel (Microsoft, ABD) programi yardimiyla cihazin
absorbans dederleri 0 ng/L’deki absorbans degerlerinden ¢ikartilarak normalizasyon
yaplimig ve standartlarin absorbans degerlerinden lineer regresyon egrisi gizilerek

orneklerimizin konsantrasyonlari hesaplanmistir.

3.12. istatistiksel Analiz

Degerler ortalama = standart deviasyon olarak goésterilmistir. TUm analizlerde
SPSS 10.0 kullanilarak istatistiksel analiz hesaplama yapildi. istatistiksel analiz sonucu

p< 0.05 olan sonugclar anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1.Hiicre Canliigi Degerlendirmesi

AB 1-42nin 1 uyM, 3 uM ve 10 pM g farkh dozunun 24 saatteki etkinligi
arastinimistir. inkiibasyona birakilan 96-kuyucuklu plakalara 24, 72, 96 saat bekleme
sonrasi elde edilen sonuclara gére 24 saatlik sonuclar esas alinmis ve WST-1 cell

proliferasyon kiti uygulanmistir.

inkiibasyon siresinin bitiminde, mikroplaka okuyucuda 450 nm dalga boyundave
630 nm referans dalga boylarinda okuma islemi gergeklestirilmistir. Hicre canlihgi
yuzdesi her bir kuyucukta olgulen optik dansite degerinin kontrol optik dansite degerine

bélinmesi ve yuz ile carpilmasi ile asagidaki formile uygun olarak hesaplanmistir.

SH-SY5Y hicre hattinda AB 1-42 igin 24 saatteki verileri 10 yM dozu igin anlamh

¢iktigindan bu doz ve slre esas alinarak ¢galisma gruplarina uygulanmistir.

4.2.Bicinchoninic Acid (BCA) protein Analizi

BCA protein analizi temin etmis oldugumuz ticari kitin firma tarafindan belirtilmis
olan protokoliine gére gercgeklestiriimistir. BCA standartlarinin 562 nm dalga boyundaki
absorbans degerlerinin ortalamasi alinarak BCA kalibrasyon egirisi (Sekil 4.1) gizilmigtir.
Egim grafigine gére orneklerimizdeki protein konsantrasyonlari y=ax+b denklemi baz

alinarak hesaplanarak protein konsantrasyonlari belirlenmistir. (Tablo 4.2)
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Sekil 4.1. BCA-Kalibrasyon egrisi ve egimi

Tablo4. 2. Protein 6rneklerinin 562 nm dalga boyundaki absorbans degerleri ve BCA
standartlarina gore olugturulan Sekil 4.1.deki egime gore kargilik gelen protein

konsantrasyonlari

ORNEKLER Protein Konsantrasyonu (mg/mL)
1 KONTROL 515,7179487
2 AB 1-42 503,4102564
3 Amastatin 384,6923077
4 AB 1-42 + Amastatin 529,5641026

BCA analizi sonucu 6rneklerimizde yeterli protein saptanmis ve WB analizlerinde protein
orneklerimiz  kuyucuklara 7,5 pug olacak sekilde yukarida verilen protein

konsantrasyonlari baz alinarak ve hesaplama yapilarak yuklenmigtir.
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4.3. Western Blot Sonuglari

SH-SY5Y hicre kilturlerimizden elde edilen AH modelinde MasR antikoru olarak Mas1,

sekonder antikor olarak B-actin antikorlari g¢alisiimistir. Tim calismalarda elde edilen

piksel dansite oranlari 3-actin’e gére normalize edilerek hesaplanmistir.
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| RS 41KDa
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Sekil 4.2. Kontrol grubu, tek basina sirasiyla AB 1-42, Amastatin ve AB 1-42+Amastatin
verilerek hazirlanan hicre kilttirinden elde edilen lizatlarda primer Mas1 antikoruna ait

elde edilen goruntuler ve grafikler.

SHSYS5Y hicre kiltirlerinden elde edilen hiicre lizatlarinda, amastatin verilen hiicrelerde
Mas 1 reseptdr ekspresyonu kontrole goére yalnizca %7.45 oraninda bir azalma
gOstermistir. AB 1-42 uygulanan hucrelerde ise Mas 1 reseptdér ekspresyonu kontrole

goére %18 oraninda azalmigtir. Amastatin + AR 1-42 birlikte verildiginde ise Mas 1



reseptor ekspresyonu

azalma go6zlenmistir.

4.4. ELISA Sonuglari

4.4.1. Ang 1-7 ELiSA
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kontrole gére %43 oraninda azalmakta olup, bu grupta en fazla

Kontrol grubunda Ang 1-7 dlzeyi 124pg/mL olarak saptandi. Bu dizey AB 1-42 ile
belirgin sekilde dedismedi (129pg/mL). Ancak yalnizca Amastatin verildiginde Ang 1-7
seviyelerinin belirgin sekilde arttigi gézlemlenmistir (154 pg/mL). Amastatinin bu etkisi

AB 1-42 ile degistirilm

emistir (163 pg/mL)

Absorbans (450 nm)

ANG 1-7, 4-PL Egrisi

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.3. Ang 1-7 ELISA 4-PL Grafigi

GRUPLAR KONSANTRASYON KONS. x DF (5)
Kontrol 24,955 124,775
AB 1-42 25,909 129,545
Amastatin 30,847 154,235
AB 1-42 + Amastatin 32,667 163,335
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ANG 1-7 ELISA

180
160

120 I I I I

KONTROL AB 1-42 Amastatin AP 1-42 + Amastatin

3

Konsantrasyon (pg/mL)
[ I N = R ¢ ] §
o o o O o

Gruplar

Sekil 4.4. ELISA kit aracihgi ile dlgulen Ang 1-7'nin deney gruplarindan elde edieln
konsantrasyon grafidi (pg/mL)

4.4.2. ACE2 ELISA

Kontrol grubunda ACE2 diizeyi 4.54ng/mL dizeyinde iken, AB 1-42 uygulamasi
ile ACE2 diizeyi %7 oraninda artmistir (4.86ng/mL). Amastatin verildiginde ise ACE2
dizeyi kontrol dizeyinin altina diismuls ve %9 oraninda azalmistir. Amastatin ve AB 1-

42 birlikte uygulandiginda kontrole gore %1 lik bir azalma s6z konusudur.
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ACE2, 4-PL Egrisi

15 1
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Konsantrasyon (ng/mL)

y =2,06448 + ( (-0,0112551 - 2,06448) / ( 1 + (x/13,1775)1,36846) )
R%: 0,999

Sekil 4.5. ACE2 ELISA 4-PL Grafigi

ACE2 ELISA
6
=5
£
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E 2
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w 1
0
KONTROL AB 1-42 Amastatin AP 1-42 + Amastatin
Gruplar

Sekil 4.6. ELISA kit araciigi ile 6lglilen ACE2'nin deney gruplarindan elde edilen
konsantrasyon grafigi (ng/mL)
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4.4.3. Neprisilin ELISA

Neprisilin ELISA kiti kullanilarak yapilan ¢alismalarda, kullandigimiz kitin analogu 5ng/L-
2000 ng/L arasinda oldugundan, drneklerimizden elde edilen sonuglarin bu degerler

arasinda olmamasindan dolayi veri elde edilememisgtir.
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5. TARTISMA

Human neuroblastoma (SH-SY5Y) hlcreleri sinaptik yapilar, fonksiyonel aksonal
vezikll transportu, niikleer protein, néron spesifik B-tubulin ve sinaptik protein Sv2 gibi
norospesifik proteinler eksprese etmesi nedeni ile in vitro AH modeli olarak
kullaniimaktadir (Carolindah MN vd, 2013 ). Bu hiicre hatti AH ilerlemesini ve altta yatan
mekanizmalarin anlasilimasi icin kullaniimakta olup, amiloid peptidlerinin in vitro toksik
etkileri en yaygin olarak SH-SY5Y hicre hattindan tiretilmis insan néroblastomu
kullanilarak incelendigi (Krishtal J wvd, 2017), toksik AB uygulandiginda

nérodejenerasyon gostermekte oldugu gosterilmistir (Zhang L. vd. 2010).

AH’da AP peptid varyanlatlari igerisinde en yaygin kullanilan AB42 monomerleri
kolayca nérotoksik oligomer formlari olusturur (Jarrett JT vd, 1993). AB40, AB'nin %90’Ini
olusturan ve beyin omurilik sivisinda en fazla bulunan izoform olmasina ragmen 6zellikle
beyinde baskin, ¢ézinmeyen amiloid izoformu AB42’dir (lwatsubo T vd, 1994). Bu peptid
yapisal olarak énclil APP’nin proteoliziyle Uretilir ve yayilir. 39-43 kalintidan olusan bu
peptid N ve C terminal ucunun heterojenligi ve toksisitesiyle Unlidur. Boylece APP
metabolizmasindaki bozukluklarin ciddi patofizyolojik sonuglari olabilir. AH ve diger
norodejeneratif hastaliklarda hiicre i¢ci Ca*2 homeostazi bozulmustur ve hiicre igindeki
Ca+2 seviyelerinin artisi metabolik kaskadlari tetikleyerek sinaptik disfonksiyona ve
hicre 6lumune liderlik eder (Mattson MP 2007, Berridge MJ vd 1998). Bu zararl etkinin
esas olarak ¢ozlunebilen AB peptidleri tarafindan indiklendigi tespit edilmistir (McLean
CA vd 1999, Wang ,J vd 1999).

ACE2/ Ang 1-7/ Mas ekseni RAS’In az bilinen enzimatik yolagidir (Santos RA.
vd, 2000). Beyindeki noron, mikroglia ve vaskuler endotel hucrelerde MasR eksprese
edilmigtir (Regenhardt RW vd, 2014). Mas1, Ang 1-7 i¢in reseptéruni kodlar. Son

calismalarda, MasR ekspresyonu gostermeyen farelerde, Ang 1-7 ve MasR’niin normal


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3931259/#R25
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cisim tanima islevi icin gerekli oldugu ve hipokampusta Mas reseptdr blokajinin cisim
tanima iglevini bozdugu (Lazaroni 2012), Ang 1-7’nin CA1 hucrelerinde LTP’leri
guclendirdigi ve bu etkinin Mas antagonizmasi yolu ile gergeklestigi bildirilmistir (Hellner
K. vd, 2005). Mas reseptor aktivasyonu ve ligandi olan Ang 1-7’nin bellek ve biligsel
islevlerde yararli olabileceg@i beyin dokusunda néroprotektif etki, beyindeki kan akisinin
hizlanmasi, inflamatuar etki ve serbest radikallerin azalmasindan yola ¢ikarak éne
surisglmustur (Hay M. vd, 2017, Chen JL. vd 2017). Ang 1-7’'nin PI3K/Akt yolagi ile
hipotalamusta MasR aktivasyonunu saglayarak noroprotektif oldugu bildirilmistir
(Gironacci MM. Vd, 2014). Yeni calismalarda dolasimdaki RAS’tan kaynaklanan kronik
rahatsizliklardaki inflamatuar belirtegler ile bilissel bozulma arasinda anlamli bir iliski 6ne
surtlmus olup (Athilingam P vd, 2013) ; Ang 1-7’nin inflamatuar olaylar Gzerindeki olumlu

etkisi sinirli sayida calismada yer almaktadir ( Agikalin O vd, 2016).

Deneysel calismamizda gl¢li AR agregat inhibitor aktivitesi gosteren metabolik
streptomyces ekstraktindan hazirlanmis bir aminopeptidaz olan Amastatin kullaniimistir.
Aminopeptidaz A inhibitérleri Ap’nin N terminalini parcalamaktadir ve AP
agregasyonunun N terminal rolinde gorevli aminopeptidaz A bagl bir membran olan
¢inko metolloproteaz AR’nin N terminali ve starosporin ile uyarilmis kaspaz 3 aktivitesini
degistirmektedir (Sevalle J vd, 2009). EC33 ve pl302 adli iki ayri APA inhibitérinin
Sevalle ve arkadaslari (2009) tarafindan yapilan calismada serbest AB yeniden
kazanimini sagladigi ancak APA’nin asiri ekspresyonu durumunda serbest AB dretimini
azalttigl,ancak AB suprafizyolojik dozlar Gzerinde oldugunda inhibitorlerin biyolojik olarak
inert kaldigi belirtiimistir. Yine ayni galisma kapsaminda APA inhibisyonu yolu ile agiga

¢ikan serbest AB’larin néroprotektif olabilecegi séylenmistir.

Amastatin  RAS yolaginda APA inhibitor etkisi ile Ang | ve Ang Il
metabolizmasinda yer alan yolaklari inhibe eder. Beyin RAS’Inin anahtar enzimlerinden
biri olan APA, N terminal ucundaki aspartat kalintisini pargalayarak Ang IlI'yi Ang lll'e
donastarur (Li L vd, 1997). Ang llII'den ise olusan Ang IV yine noéronal gelisim igin
gereklidir. Ancak APA inhibisyonu yolu ile Ang | ve Ang Il metabolizmasi ACE2 yolagina
kayabilir. ACE2 etkisi ile Angl-7 olugsmaktadir ki literatirde Ang 1-7’nin néroprotektif
oldugunu gosteren sinirli da olsa yayinlar mevcuttur (Chen JL. vd 2017, Farag E. vd
2017).
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Calismamizda bir APA inhibitdrd olan Amastatin’in Ang 1-7 duzeylerine olan
etkisi incelendiginde, en fazla Amastatin verilen grupta Ang 1-7 seviyesinde artis
saptanmistir. Amastatin’in etkisi Ap 1-42 ile birlikte verildiginde degismemistir. A Gretimi
fazla oldugunda APA inhibitérlerinin etkisi azalabilir ya da AP’ler ¢ok ylksek
konsantrasyonlara ¢ikildiginda farkli etkiler gosterebilir (Sevalle J vd, 2009). Amastatin,
Ang 1-7 duzeylerinde belirgin artisa neden olmasina karsin, MasR’leri Uzerindeki etkisi
kontrolden farkli degildir. Dolayisi ile Amastatin, Ang1-7 duzeylerinde artisa neden
olmakla birlikte MasR’lerinde herhangi bir degisiklik yapmamaktadir. Ortaya ¢ikan Ang
1-7’nin etkisinin APA inhibisyonundan bagimsiz olarak PI3K/Akt yolagi ile MasR

aktivasyonunu saglamasi olabilir (Gironacci MM. vd 2014).

AB1-42‘nin Ang 1-7 ve ACE2 dlzeyleri Uzerine belirgin bir etkisi olmamasina
ragmen MasR ekspresyonunu % 18 oraninda azaltmasi, AB1-42’nin daha ¢ok MasR
diizeyinde etki gosterdigini ortaya koyabilir. ilging olarak Amastatin varliginda AB1-42’nin
etkisi %43 oraninda MasR ekspresyonunu azaltma yonundedir. Bu farklilik Amastatin ya

da uygulanan AB1-42 konsantrasyonlarindan kaynaklanabilir.

Her ne kadar ACE2 aktivitesinin yasa bagli olarak azaldigini gosteren ve
ACE1/ACEZ2 oraninin AH anlamli olarak ytkseldigini belirten ¢alismalar olsa da (Kehoe
P vd, 2016) bu ¢calismada AB1-42’nin SHSYS5Y hicrelerinde ACEZ2’yi azaltmadigini
hatta %7 oraninda arttirdigini saptadik. Ancak c¢alismamizda ACE1 dlzeyleri

Olctlmemistir.
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6.SONUG

Calismamizda bir APA inhibitéri olan Amastatin’in etkisi Ap1-42 verilerek in vitro AH
modeli olusturulan SHSYS5Y hicre hattinda arastirildi.

In vitro AH modeli olusturulan SHSY5Y hiicrelerinde Amastatin, Ang 1-7 seviyelerinde
artisa neden olmaktadir. In vitro AH modeli olusturulan SHSYS5Y hiicrelerinde Amastatin,

MasR protein ekspresyonunu etkilememektedir.

In vitro AH modeli olusturulan SHSY5Y hicrelerinde Amastatin, ACE2 dlizeylerinde
anlamli bir degisiklige neden olmamakla birlikte ACE2 seviyelerinde %9’luk bir azalmaya

neden olmaktadir.

MasR protein ekspresyonunu AB1-42 belirgin olarak azaltmakla birlikte, bu etki
Amastatin varliginda daha da artmaktadir. AB1-42 ‘nin Ang1-7 seviyeleri Uzerine direkt
bir etkisi yoktur. Amastatin’in Ang 1-7 dlzeylerine olan etkisi AB1-42 varliginda
degdismemektedir. SHSY5Y hicrelerine AB1-42 verilmesi ACE2 seviyelerini belirgin

olarak degistirmemekle birlikte %7 oraninda artirmaktadir.

Sonu¢ olarak, APA inhibitoru olan Amastatin Ang 1-7 seviyelerini artirmakla birlikte
MasR’'U Uzerine olan etkisi galisilan konsantrasyonda (10uM) gézlenmemistir. Elde
ettigimiz sonuclara gére gerek Amastatin ve gerekse AB1-42'nin beyin RAS yolagdi ile
etkilestigi ve ayrica APA inhibisyonunun AB1-42 Uzerinde modifiye edici etkisi oldugu
sonucuna variimigtir. Bu nedenle AH fizyopatolojisinin aydinlatilabilmesi icin beyin RAS

alaninda g¢alismalar yapilmasina ihtiyac vardir.
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