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OZET

BETA AMILOID 1-42 iLE INDUKLENEN SH-SY5Y HUCRELERINDE ANJIOTENSIN
1-7'NiN NiKOTIiNiK VE GLUTAMATERJIK RESEPTOR EKSPRESYONUNA ETKIiSi

Serdar Giiven DEMIR
Yuksek Lisans Tezi, Tibbi Farmakoloji AD
Tez Yéneticisi: Prof. Dr. Funda F. BOLUKBASI HATIP
Agustos 2019, 54 sayfa

Demans, glnlik yasam aktivitesine etkileyebilecek kadar siddetli kognitif
becerilerin azalmasi anlamina gelen genel bir terimdir. Alzheimer Hastaligi (AH), 65 yas
Ustl kisilerde demans vakalarinin en az Ugte ikisine karsilik gelen en yaygin demans
tirtdar. AH, néronal hicre élimunin neden oldugu, hafiza, anlama, dustlince, dikkat gibi
biligssel fonksiyonlarin progresif bozulmasi ile karakterize nérodejeneratif bir hastaliktir.
AH’de belirgin bir patolojik 6zellik hiicre digi f-amiloid (AB) plaklarin ve hlcre i¢i ndrofibril
yumaklarin birikmesidir. Alzheimer hastaliginda noérotransmitter dizeylerinin degistigi
g6zlenmistir. Noronal asetilkolin  reseptérlerin  (nAchR) néronal sagkalim ve
noéroproteksiyon ile birlikte sinaptik plastisite Uzerine etkisi oldugu bilinmektedir. L-
Glutamat, memeli merkezi sinir sistemindeki ana uyarici nérotransmitterdir. Santral sinir
sisteminde yaygin bir dagilim sergilerler ve sinaptik plastisite ve hafiza olusumunda
onemli rol oynar. Ayrica son caligmalar renin-anjiotensin sisteminin (RAS) beyinde
6grenme, bellek ve emosyonel yanitlarda etkili oldugunu géstermistir. Calismamizda
SH-SY5Y hicrelerinde AB1-42 verilerek olusturulan in vitro AH modelinde nikotinik ve
glutamaterjik reseptorlerin  ekspresyonunda RAS’In bilesenlerinden biri olan Mas
reseptdr agonisti angiotensin 1-7 (Ang 1-7)’nin etkisinin gdsteriimesi hedeflenmistir. AR
1-42 verilen SH-SY5Y hicrelerindeki Ang 1-7'nin, nAChR alt tipleri a7 ve a4B2 ile
glutamaterjik reseptor alt tiplerinden metabotropik reseptér mGIuR1 ve mGIuR5
ekspresyonu Uzerindeki etkisi western blot yontemi ile arastirilmistir. Calisma ile beyin
RAS’da kognitif fonksiyonlarda olumlu etkileri oldugu dustnulen Ang 1-7’nin etkileri
Uzerinden AH patogenezine yonelik yeni tedavi stratejilerinin gelistiriimesine katki
saglanmasi amaglanmistir.

Anahtar Kelimeler: B-amiloid 1-42, SH-SY5Y hicre hatti, Angiotensin 1-7, Nikotinik

reseptor, Metabotropik glutamat reseptor

Bu galigma, PAU Bilimsel Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklenmistir (Proje No: 2017SABE009)
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ABSTRACT

THE EFFECT OF ANGIOTENSIN 1-7 ON NICOTINIC AND GLUTAMATERGIC
RECEPTOR EXPRESSION IN SH-SY5Y CELLS INDUCED BY BETA AMYLOID 1-42

Serdar Giiven DEMIR
Postgraduate MSc. Thesis, Department of Medical Pharmacology
Thesis advisor: Prof. Dr. Funda F. BOLUKBASI HATIP
August 2019, 54 pages

Dementia is a general term for the reduction of cognitive skills that are severe
enough to affect daily life activity. Alzheimer's Disease (AD) is the most common type of
dementia in people older than 65 years, corresponding to at least two-thirds of dementia
cases. AD is a neurodegenerative disease caused by neuronal cell death, characterized
by progressive impairment of cognitive functions such as memory, comprehension,
thought and attention. A prominent pathological feature in AD is the accumulation of
extracellular B-amyloid (AB) plaques and intracellular neurofibril tangles.
Neurotransmitter levels have been observed to change in Alzheimer's disease. Neuronal
acetylcholine receptors (nAchR) are known to have an effect on synaptic plasticity with
neuronal survival and neuroprotection. L-Glutamate is the main stimulant
neurotransmitter in the mammalian central nervous system. They show a widespread
distribution in the central nervous system and play an important role in synaptic plasticity
and memory formation. In addition, recent studies have shown that the renin-angiotensin
system (RAS) is effective in learning, memory and emotional responses in the brain. The
aim of this study was to show the effect of Mas receptor agonist angiotensin 1-7 (Ang 1-
7), which is one of the components of RAS, in the expression of nicotinic and
glutamatergic receptors in the in vitro model of AH formed by the administration of AR1-
42 in SH-SY5Y cells. The effect of Ang 1-7 on nAChR subtypes a7 and o432 and
metabotropic receptor mGIluR1 and mGIuR5 from glutamatergic receptor subtypes was
investigated by western blot method in SH-SY5Y cells given AB 1-42. The aim of this
study is to contribute to the development of new therapeutic strategies for the
pathogenesis of AD through the effects of Ang 1-7, which is thought to have positive
effects on cognitive functions in brain RAS.

Key words: B-amyloid 1-42, SH-SY5Y cell line, Angiotensin 1-7, Nicotinic receptor,

Metabotropic glutamate receptor
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Coordination Unit (Project No: 2017SABE0Q9)



Vi

TESEKKUR

Yiksek lisans oOgrenimim ve tez calismam slresince tecribelerinden
yararlandi§im basta tez danisman hocam Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi
Prof. Dr. Funda F. BOLUKBASI HATIPe, tim asamalarinda bilgi ve yardimlarini
benimle paylasan Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali Baskani Prof. Dr. izzettin HATIP’e,
tezimin, deneysel calismalarimda destek ve yardimlarini gérdigim Tibbi Biyoloji
Anabilim Dal’'ndan Ars. Gor. Dr. Levent ELMAS’a, tez ¢calismam slrecinde yardimlarini
esirgemeyen ve kritik yorumlarini paylasan, Uzm. Psikolog Zeynep Mine ALTUNAY’a ve
Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Dr. Muhammed Fatih DOGAN’a tesekkiir

ederim.

Egitim strem ve tez ¢alismam boyunca beni destekleyerek bana gug¢ veren
sevgili esim Adile Nur DEMIR’e, her kosulda yanimda olan canim annem Ayse DEMIiR’e,
bana olan destegini esirgemeyen sevgili babam Hasan DEMIR’e, en blyiik destekgim

olan canim kardesim Dr. Meryem Sedef DEMiR’e tesekkiir ederim.



viii

ICINDEKILER
7.4 = %
Y = 2 I O Vi
TESEKKUR. ...t e e e e et e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e eeeanaa e e eaeeeereennnnnnns Vii
IGINDEKILER DIZINI......uuuieiieeeeiiiiicieeeeeeeee e eeeeeeee e e e e e e e eeeenae e e e e e e e e eeennnans viii
SEKILLER DIZINI.....cciiiiieiiiiiiie et e e e e e e e e e e e e e e e en e e e e eeennn Xi
TABLOLAR DIZINI.....ccoiiiiiiiiiiiiee ettt e e e, Xii
SIMGE VE KISALTMALAR DIZINI..........coiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e e eenee e Xiii
L GIRI S . ., 1
PR PR 2 1 = T 2
2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI............ccoooeiiiiiiiieeeeeee . 3
2.1. Alzheimer Hastaligi (AH) EpidemiyolOjiSi.........o.vuiuiiiiiiiiiiiiieieeeen 3
2.2. Alzheimer Hastaliginin Patogenezi..........c.coooiv i, 3
2.3, AMIIOIA HIPOTEZI .o e 5
2.4. Nikotinik Asetilkolin Reseptorlerinin Alzheimer Hastaligi ile lliskisi.............. 5
2.5. Metabotropik Glutamat Reseptorlerinin Alzheimer Hastaligi ile lligkisi......... 8
2.6. Beyin Renin Angiotensin Sistemi............. oo 12
2.7. AH Anjiotensin HISKISi ............iiiiiii et 13
2.8 HIPO ez .o 15
3. GEREG VE YONTEMLER...........coomiiiiiiiee e 16
3.1. Deney ProtokoOIU.. ... 16
3.2. Kullanilan Kimyasallar ... 16
3.3. SH-SY5Y Hucre KUltird Hazirlanmasi..........oooeiiiiiiiiiiieeee 17
3.4. SH-SY5Y Hicrelerinin Pasajlanmasl..............coooviiiiiiiiiieeen 18

3.5. SH-SY5Y Hucrelerinin Dondurulmasi.......o..eeeee e 18



3.6. SH-SY5Y Canli Hlcrelerin Sayimi..........oooiiiiiiiiiiieeee e 19
3.7. AB 1-42 Dozunun Belirlenmesi.........c.cooiiiiiiiii e 21
3.8. WST-1 ile Sitotoksisite TeSt ...........c.cccuvvviiiiiiiieiiiiiiie e 22
3.9. Ang 1-7 ve AB 1-42'nin Uygulanmasi Sonucu SH-SY5Y Hiuicrelerinden Protein
Bl e 23
3.10. Bicinchoninic Acid (BCA) Protein Analizi.............cooooveiiiiiiiiiiiiineene. 24
3.11. Sodyum dodesil stilfat Poliakrilamid jel elektroforozi (SDS-PAGE) ve
Western BIot YONeMI.........ouiei e 24
3.12. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA).............cccooeeeeiiieinnn..., 27
121 AB1-42 ELISA....oee e 27
B12.2. ACE2 ELISA. ... 29
3.12.3. ANG 1-7 ELISA. ..o, 29
3.13. Istatistiksel ANAlIZ.............cccovvmunieiiiiiiee e 29
4. BULGULAR. .t 30
4.1. Hucre Canliigi Degerlendirmesi..........cccooiviiiiiiiiiiii e 30
4.2. BCA protein ANalizZi........ccooiiiiiiii 31
4.3. ELISA SONUGIAII. .....oveie e 32
4.3.1. AB1-42 ELISA ... 32
4.3.2. ACE2ELISA ... oo, 33
4.3.3. ANG 1-7 ELISA. ... oo 35
4.4. Western Blot SONUGIArT.........oiiiii e 36
B TART IS M A L e 39
B. SONU G LAR. ... e e 44
. K AY N AK L A R L e e 46

8. OZGEGMIS. ... oo oo 54



SEKILLER DIZiNi

Sayfa
Sekil 2.1.. Glutamat reseptOreri.........covie i 11
Sekil 2.2.. RAS’In iki ana yolagi olan Ang II/ACE1/AT1R mavi olarak; Ang 1-
7/ACE2/MasR kirmizi olarak Gizilmistir...........cooiieiii e 13
Sekil 3.1. Neubauer Laml. ... e 20
Sekil 3.2. Neubauer laminda hlicre sayimi yapilan alanlar ..., 20

Sekil 3.3. Neubauer laminda, kirmizi ile gosterilen gizgilerin Uzerindeki hiicreler sayima
dahil edilmistir. Yesil ile gdsterilen gizgiler sayima dahil edilmemigtir.......................... 21
Sekil 4.1. AB 1-42’nin SH-SYS5Y hiicreleri Gzerinde 24 saatlik sitotoksik etkisi. p<0,05 vs

kontrol, anlamli kabul edilmigtir ..., 30
Sekil 4.2. BCA-Kalibrasyon egrisi ve eJimi ..........ccooiiiiiiiiiiiiecc e 31
Sekil 4.3. AR 1-42 ELISA 4-PL EQFISi «.uoviniiiiie e 32
Sekil 4.4. ELISA kit araciigi ile olgulen AR 1-42'nin deney gruplarindaki
KONSANTTASYONU. ... .. e 33
Sekil 4.5. ACE2 ELISA 4-PL EQFiSI . euuiuiiiiiie e 34
Sekil 4.6 ELISA kit aracihgi ile dlgilen ACE2’nin deney gruplarindaki elde edilen
KONSaANIrasyonUu (NG/ML). .. ..o ae e 34
Sekil 4.7. Ang 1-7 ELISA 4-PL EQFiSI ..o 35

Sekil 4.8. ELISA kit araciligi ile dlgulen Ang 1-7'nin deney gruplarindaki elde edilen
KONSANIrasyonU (PO/ML). .. ...t 35
Sekil 4.9. Tek basina AB 1-42, Angl-7 ve AB 1-42+Ang1-7 verilerek hazirlanan hucre
kiltirinden elde edilen lizatlarda primer 3-actin, a7 nAchR ve a4 nAchR'e ait géruntiler
ve elde edilen grafikIer....... ... 36
Sekil 4.10. Tek basina AR 1-42, Angl1-7 ve AB 1-42+Ang1-7 verilerek hazirlanan hiicre
kiltirinden elde edilen lizatlarda primer $-actin, mGIuR1 ‘e ait goruntuler ve elde edilen
[0 7= 1 = 37



Xi

Sekil 4.11. Tek basina AB 1-42, Angl-7 ve AB 1-42+Ang1-7 verilerek hazirlanan hiicre
kiltdrinden elde edilen lizatlarda primer 3-actin, mGIuRS5 ‘e ait goruntuler ve elde edilen
OrafIKIET . ... 38



Xii

TABLOLAR DiziNi

Tablo 3.1. 2 jel icin Stacking jel ve Seperating jel hazirlanigi ..., 26
Tablo 4.1. Protein drneklerinin 562 nm dalga boyundaki absorbans degerleri ve BCA
standartlarina goére olusturulan Sekil 4.2.deki edime gore karsillk gelen protein

KONSANIrASYONIAIT. ... ... e 31



SIMGELER VE KISALTMALAR DiziNi

AR Amiloid beta

ACE................. Anjiotensin donusturicu enzim
ACE2................ Anjiotensin donusturicu enzim 2
ACh..........oceee. Asetilkolin

AChE................ Asetilkolinesteraz enzimi
AH.................. Alzheimer hastaligi
AMPA................ a-Amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropiyonikasit
Ang 1-7.............. Anjiotensin 1-7

Ang ...l Anjiotensin |
Angll................ Anjiotensin Il
Anglll.......... ... Anjiotensin Il

AngIV......... ... Anjiotensin 1V
APP................ Amiloid proklrsor protein
ATIR............... Angiotensin Il Tip 1 Reseptdri
AT2R............... Angiotensin Il Tip 2 Reseptdriu
ARB................. Angiotensin Reseptdr Blokoru
BCA.......coe Bicinchoninic Asid
BDNF............... Beyin kaynakli nérotrofik faktor
CAMP............... Siklik Adenozin monofosfat
CM2. i, santimetrekare

C i, Santigrat derece

(O Kalsiyum

COzviiiiennn, Karbondioksit

DAG............... Diacilgliserol

xiii



Xiv

DKL Dakika

DNA.........ccs Deoksiribo Nukleik asit
dHO......coeinn, distile su

DMSO............... Dimetil sulfoksit

DMEM............... Dulbecco's Maodified Eagle Medium
DPBS................ Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline
ERK......cooiiiiininn, Ekstraseliler Sinyal iligkili Kinaz
ECL.....coiiin Enhanced Chemiluminescence
ELISA................ Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
FBS....ooiiieene Fetal Bovie Serum
... T ... gram

GABA................. y-aminobutirik asit
GPCR................ G protein bagl reseptor
iGIuR.................. iyonotropik glutamat reseptorii
P inositolmonofosfat
IP3..iiciieee, inositoltrifosfat

Ko, Potasyum

LDP...coiiiine, Long term depression
LTP.oi Long term potentiation

MA. ..., miliamper

MasR.................. Mas reseptori

MAPK.......... ... mitogen-activated protein kinaz
ML, mililtre

ML, mikrolitre

MM mikromolar

MM, milimetre

[VTo mikrogram

MmGIuR................. Metabotropik glutamat reseptoéri
NAChR................. Nikotinik asetilkolin reseptdru
NADPH.............. Nikotinamid adenin dinukleotit fosfat

NO....coiiii Nitrik Oksit



XV

NOX...oiiiinien, NADPH oksidaz

oo PO nanogram

NM.. nanomolar

NFY. .o Norofibriler yumak

M., nanometre

NMDA............... N-metil-D-aspartat

NMDAR............. N-metil-D-aspartat Reseptdori
NOS.......cceien. Nitrik oksit sentetaz
PBS........oeiiie Phosphate-Buffered Saline
PBS-T.............. Phosphate-Buffered Saline Twenn-20
p38 MAPK........ p38 mitogen-activated protein kinaz
[S]6 P pikogram

PKC......oeeen. Protein kinaz C

PLA2............... Fosfolipaz A2

PLD.......coeeen Fosfolipaz D

PM..eiiniene, Dakikadaki devir sayisi
RAAS.............. Renin Anjiotensin-Aldosteron Sistemi
RAS............... Renin Anjiotensin Sistemi
RIPA............... Radioimmunoprecipitation assay buffer
ROS............... Reaktif oksijen urunleri
SDS............... Sodyum dodesil suilfat
SSS... Santral sinir sistemi

TBS....cooii Tris buffered saline

TBS-T.....co.e.t. Tris buffered saline tween-20
WB...........o Western Blot

WHO............... Diinya Saglik Orgiitii

WST-1............ 4-[3-(4-lodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzendisulfonat

4-PL............... 4-parametrik lojistik egri



1. GIRIiS

Alzheimer hastaligi (AH) kronik noérodejeneratif bir hastalik olup, amiloid beta
peptidin (AB) dedisik dokularda agregasyonu ve birikmesi ile ortaya ¢ikan hafiza ve
bilissel fonksiyon bozukluklari ile karakterizedir (Ciobica vd 2009, Anand vd 2013).
Alzheimer hastaligi demansin en yaygin nedenidir ve diinyada her yedi saniyede bir
meydana gelen yeni bir vaka ile hastaligin kendisi yavas bir pandemiye dénismektedir
(George vd 2018). Yasam siresi arttikca demans insidansi da artmaktadir. Dinya
genelinde 44 milyon insanin demansla yasadigi1 tahmin edilmektedir. Nufus yaglandik¢a,
2050 yilinda, bu sayinin (¢ katina ¢ikacagdi dusiinilmektedir. Turkiye istatistik Kurumu
verilerine gore: 2016 yilinda toplam nufusun %8,3’ tnu (6.651.503 kisi) olusturan 65 yas
ve Ustl nufusun 2023 yilinda %10,2 (8.624.483 kisi) ve 2050 yilinda ise %20,8
(19.484.834 kisi) oraninda olacagi ongoérilmektedir (Korkmaz and Ozpinar, 2016).
Ayrica AH, bakim masraflari nedeniyle hastanin ailesine ve topluma duygusal ve finansal
yuk getirmektedir. Bu nedenle AH tedavisi ve bu konudaki arastirmalar 6nem
kazanmaktadir. Ancak, tedavide kullaniimakta olan ilaglarin AH’nin noérodejeneratif
sureglerine etkileri yoktur ve semptomatik sagaltim saglamaktadir. Bu ilaglarin hastaligin
kontrolinU saglamada yetersiz olmalari nedeniyle yeni ilag gelistiriimesine ihtiyag
duyulmaktadir. (Citron 2010, Anand vd 2014, George vd 2018).

Angiotensin 1-7 (Ang 1-7) Mas reseptdor (MasR) agonistidir. Ang 1-7, Renin
Anjiotensin  Sisteminin (RAS) ana drunlerinden biridir (Santos vd 2008) ve
kardiyovaskuler homeostazda merkezi bir role sahiptir: Vazodilator, hipotansif (Ferrario
vd 2005, Mercure vd 2008), damar dizeyinde antiinflamatuar etkileri oldugu
dusunulmektedir (Santos ve Ferreira, 2007). Mas reseptorinin bellek ile iliskili olmasi,
Ang 1-7’nin hipokampal uzun sureli (long term) potansiyasyonu gti¢lendirmesi dolayisyla
bellek ve d63renme fonksiyonlarinda 6énemli etkisinin oldugunu dustndirmektedir
(Hellner vd 2005).



1.1. Amag

Bu calisma ile in vitro alzheimer modelinde SH-SY5Y hiicrelerinde nikotinik ve
glutamaterjik reseptorlerin ekspresyonunda Mas reseptdr agonisti olan Ang1-7’nin
etkisinin gosterilmesi hedeflenmistir. AB1-42 verilen SH-SY5Y hicrelerindeki Ang1-
7'nin, AChR alt tipleri a4, a7 ve B2 ile glutamaterjik reseptor alt tiplerinden metabotropik
reseptdr mGIluR1 ve mGIuR5 ekspresyonu Uzerindeki etkisi western blot yéntemi ile
arastinimigtir. Kognitif fonksiyonlarda olumlu etkileri oldugu dusinulen Ang1-7’nin
etkileri Uzerinden AH patogenezine yonelik yeni tedavi stratejilerinin gelistiriimesine katki

saglanmasi amagclanmistir.



2. KURUMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1 Alzheimer Hastaligi (AH) Epidemiyolojisi

Alzheimer hastaligi (AH) ilk olarak 1906 yilinda Dr. Alois Alzheimer tarafindan
tanimlanmistir. AH demansin 6nde gelen nedenidir ve tipik olarak bellekteki bozulma ile
baslayan biligsel islevlerde ilerleyici bir diisUs ile karakterize edilir (Reitz vd 2011). AH,
anormal davranis ve Kigilik degisikliklerinin eslik ettigi hafiza kaybi ve bilis bozuklugu ile
iligkili ciddi, kronik ve ilerleyici ndrodejeneratif bir hastalik olarak tanimlanir. Dinya Saglik
Orgiti'ne (WHO) gére AH, senil demans vakalarinin % 60-70'ini olusturan ve 2015
yiinda dinya genelinde 47,5 milyon kisiyi etkileyen demansin en yaygin nedenidir.
Demansin baslamasindan sonraki medyan sag kalm sdresi 3,3 ile 11,7 yil arasinda

degismekte olup yas faktdri dnemli bir risk faktorudur.

Tedavide kullanilmakta olan ilaglarin AH temelindeki nérodejeneratif sureg Uzerine
bir etkileri yoktur, semptomatik tedaviye yodnelik ilaglardir. Bu ilaglarin hastaligin
kontrolinU saglamada yetersiz kaldiklari dugunuldagunde yeni ilag gelistiriimesine
ihtiyag vardir (Anand vd 2013).

2.2.  Alzheimer Hastaliginin Patogenezi

AH, genellikle asetilkolin eksikligi, glutamat eksitoksisitesi, ekstraselller -amiloid
(AB) plak birikimi, hiperfosforile tau proteinin birikmesiyle olugan nérofibriler yumaklar
(NFY) ve yaygin néron kaybi ile karakterize edilir (Hung vd 2017). Bu hastaligin
histopatolojisinin en az doért bilesene sahip oldugu iyi bilinmektedir: (Albuquerque vd
2009):



Kolinerjik nérotransmisyon kaybi,
Hucre disi amiloid beta (AB) peptidlerinin plaklara birikmesi,
Asiri norofibriller yumaklarin olusmasina yol agan Tau proteininin hiperfosforilasyonu

Lokal inflamasyonun artmasi

Norofibril yumaklar (NFY), mikrotlbul baglantili protein olan tau’nun hiperfosforile
formundan olusan cift sarmal iplikgik yiginlaridir, hiicre gbévdelerinde ve dendritlerde
birikir (Hung vd 2017). Noron igerisinde birikim gosteren norofibriler yumaklar ile hicre
disinda (ekstraselller) birikim gésteren amiloid plaklar hastaligin temel mikroskobik
degisiklikleridir (Duyckaerts vd 2009). Hicre ici NFY’lerin 6nemli bir bileseni
hiperfosforile tau proteinidir. ilk kez 1986’da tanimlanmis olan tau proteini 17. kromozom
tarafindan kodlanan mikrotubdl birlestirici proteinler (MAP) ailesindendir. Tau proteini
mikrotubullerin stabilizasyonu, hicre iskeleti butunligu ve aksonal iletide 6nemli rol
oynar. AH patogenezinde hiperaktif kinazlar ve/veya hipoaktif fosfatazlar tau proteininin
hiperfosforilasyonuna yol acarak mikrotibillere baglanma yetenegini bozarlar.
Baglanmamis fosforile tau, ¢éziilemeyen c¢ift sarmalli filamanlara (PHF, Paired Helical
Filaments) polimerize olur. Bunlar zamanla sinir hiicresi icinde c¢okelerek NFY’leri
olustururlar. Olusan NFY’ler hicre iskelet butlinliguni ve aksonal iletiyi bozarak hlicre
O0liumine neden olurlar. NFY’ler genellikle kortekste olmakla birlikte diger beyin
boélgelerinde de goérulebilir. Kortekste NFY’lerin en yogun oldugu bdlgeler hipokampus

ve entorhinal korteks gibi paralimbik ve limbik bélgelerdir (Binder vd 2002).

Alzheimer hastaliginda, senil plaklarda amiloid prekursor protein (APP)den
olusan A peptid ekstraseluler birikim gosterir. APP iki yol ile metabolize olur. Birincisi,
APP’yi parcalayan alfa sekretaz enziminin yer aldigi toksik olmayan non-amiloidojenik
yoldur. Ikincisi, beta sekretaz ve gama sekretaz enzimlerinin aracilik ettigi APP’nin AB1-
40 ve AB1-42 peptidlerine dénustiglu amiloidojenik yoldur. Amiloid birikiminin ana
bileseni AB1-42 dir. Hlcresel kompartmanlarda biriken ndrotoksik AB, tau proteininin
fosforilasyonuna, mitokondriyal ve sinaptik hasara yol agarak hicresel fonksiyonlara

zarar verir (Ischiropoulos vd 2003).

AB birikimi baslangigta NFY’lerin aksine limbik sistemde degil, neokortekste ve
gevsek (diffuse) plaklar seklindedir, zaman icinde patojenik senil (ndritik) plaklara

donusur. Bu donusimde pek cok etken yer almaktadir: Bunlardan en 6nemilisi tau



proteinidir. Tau proteini varliginda, AR birikimlerinin kademeli olarak patojenik noritik
plaklara dénustikleri goésterilmistir. Bu donlstimu baslatan bir diger olasi neden serbest
radikal ve reaktif oksijen tirleridir (Binder vd 2002). Stperoksit, hidrojen peroksit, nitrik
oksit ve peroksinitrit gibi reaktif oksijen ve nitrojen tarlerinin asiri Uretildigi ve bunlarin
hicresel hasara yol acarak apopitoz sinyaline aracilik ettigi bildiriimektedir. Saghkh
kontrol grubu ile AH olanlarin post mortem beyin doku &rneklerinin kiyaslandigi bir
arastirmada AH olan beyin doku drneklerinde, protein oksidasyon Urlnlerinin artmis
oldugu goézlenmistir. Beyin korteks hicrelerinin nikleer ve mitokondriyal DNA’sIni
etkileyen oksidatif hasarin ve artmis lipid peroksidasyonunun, AH gelisiminde rol

oynadigi bildirilmistir (Ischiropoulos vd 2003).

Bazi ¢alismalarda ise AB’nin serbest radikal olusumuna neden olarak, néronal hicre
kalturleri oksidatif toksisiteye karsi hassas kildigi ve ndronlar arasi kalsiyum duzeyi
artisina neden olarak plazma membraninda hasar olusmasina aracilik ettigi boylece
néronal degisikliklere ve beyin dokusunda hasar gelisimine neden oldugu bildirilmistir.
Noéronal inflamasyon, reaktif oksijen turlerinin (ROS) birikmesi, mitokondriyal hasar,
genetik faktorler, serebrovaskiler hastalik, travmatik beyin hasari, cinsiyet ve yasa bagh
ortaya konulan risk faktorleri AH'nin tedavisinde ilag gelistiriimesi icin hedef olarak kabul
edilmistir (Hung vd 2017).

2.3. Amiloid Hipotezi

Amiloid plaklarin temel bileseni ApR’dir. AB, bir transmembran protein olan APP’nin
metabolizma Urunlerinden biridir. Bu Grinin birikimi AH’nin temel o6zelligidir. AR
agregatlarinin AH'nin bir sonucu olmasindan ¢ok hastaligin sebebi olduguna dair artan
kanitlar mevcuttur. AR peptidinin asir Uretimi ve birikimi sonucu potansiyel toksik
etkisinin hastahgi baglatici ilk faktér oldugu gorusunun kabul edilmesi “Amiloid Kaskad
Hipotezi” olarak bilinmektedir (Finder vd 2007)

2.4. Nikotinik Asetilkolin Reseptérlerinin Alzheimer Hastalg ile iligkisi

AH’da hastalidinda nérotransmitter dizeylerinin degistigi gézlenmis ve en dnemli
degisikligin kolinerjik yolaklarda meydana getirdigi belirtiimistir (Hascup vd 2016). AH'da

asetilkolinesteraz aktivitesi diger tim alanlarda normal seviyelerin altinda oldugu ve



Ozellikle bu azalmanin amigdala, serebral korteks (Herholz vd 2004) hipokampusda

belirgin oldugu gdsterilmistir (Talita vd. 2016).

AHda kolinerjik sistemde etkilenme sonucu nAChR’i sayisinda da azalma rapor
edilmistir (Whitehouse and Kalaria 1995). Néronal nAChR’leri homopentamerik ya da
heteropentamerik olabilirler. 7 alfa sublnitesi; a2, a3, a4, a5, a6, a7, a9, a10 (a8
memelilerde goésterilmemistir) ayrica yine (2, B3, ve B4 subdiniteleri tanimlanmigtir.
nNAChR’leri iyonotropik yapida olup katyon kanallari ile direkt olarak kenetlenmis
reseptorlerdir (Edson vd, 2009).

Hem a hem de B alt birimleri, fonksiyonel homopentamerik reseptérleri olusturan a7-
a10 alt birimleri harig, fonksiyonel heteropentamerik reseptoérleri olusturmak igin
gereklidir. Beyinde a7 ve a432 heteropentamerik nAChR'lerin iki ana alt tiptir. Bu iki alt
tip, O6zellikle ndéroproteksiyon mekanizmasinda yer almaktadir (Shimohama ve
Kawamata 2018), sinaptik uyarilabilirlik ve plastisite Gzerindeki modulator fonksiyonlarini

aciga cikarir (Cheng ve Yakel 2015).

Nikotinik reseptorlerin buyuk bir kismi presinaptik néronal zarda eksprese edilir. En
onemli roll, nérotransmiterlerin salinimini dizenlemektir. Presinaptik nikotinik ACh
reseptorlerinin aktivasyonu sonucu olugsan depolarizasyon ile voltaj bagimli kalsiyum
kanallari acilir, dopamin (DA), noradrenalin, serotonin, ACh, y-aminobutirik asit (GABA)
ve glutamat gibi bircok norotransmiterin saliveriimesi module edilebilir. Bu
norotransmitter sistemleri, 6grenme, hafiza, dikkat, hareket, motivasyon ve kaygi gibi
bilissel ve biligssel olmayan islevlerde énemli rol oynarlar. (Kabbani ve Nichols 2018,

Shimohama ve Kawamata 2018).

Presinaptik terminallerdeki a7 nAChR dider noérotransmitterlerin saliveriimesini
module ederken, postsinaptik veya somatik lokalizasyondakiler ise, hicresel iglevlere
aracilik eden ikincil haberci yolaklarinin aktivasyonunu saglayan, intraselller Ca*?
konsantrasyonunda 6nemli degisiklikler meydana getirir (Lambardo ve Maskus 2014).
a7 nAChR’lerin yuksek kalsiyum gegirgenligi nedeniyle sinaptik plastisite
modulasyonunda N-metil-D-aspartat reseptorleri (NMDAR) benzeri etki gbsterir. Hem
spontan hem de uyarimis glutamaterjik sinaptik transmisyon c¢alismalari, a7

nAChR’lerin, glutamat saliveriimesindeki artisa aracilik ettigini gdstermistir. Bu durum,



a7 nAChR’lerin, nikotinik artigi sirdirmek icin glutamat saliveriimesini ve Ca*? bagimli
sinyal kaskadlarini aktive edebilecegini diisindirmektedir. a7 hAChR aktivasyonunun
sinaptik plastisite lzerindeki etkisi, aktivasyon zamanlamasi ve elektriksel stimilasyon
ile belirlenir. a7 nAChR agonistleri ile reseptoriin aktive edilmesi veya pozitif allosterik
modulatorlerle potansiyalize edilmesi Ca*? acgiga cikisina neden olmasi sinaptik
plastisiteyi destekler (Kabbani ve Nichols, vd 2018). Bu alt tip reseptorlerin hipokampal
ogrenme ve belledin gelistigi, LTP’nin indUklenmesini kolaylastirdigi gorulmustur.
Hipokampustaki a7 nAChR’lerin genetik olarak silinmesi veya farmakolojik
inhibisyonunun hafiza ve 6grenme bozukluklarina yol actigi goésterilmistir (Cheng ve
Yakel 2015).

04B2 alt tipi dusik Ca*? gegirgenligi ile karakterizedir. 2 nAChR’nin normal
yaslanmadaki beyin homeostazinin énemi fareler Uzerinde yapilan ¢alismayla ortaya
koyulmustur. B2 nAChR’den yoksun yasli farelerin, yaglanmig wild-type kontrollere gore
daha ince bir kortekse sahip olduklari gdsterilmistir. Bu ¢alisma endojen ACh ile B2
NAChR aktivasyonunun nérotrofik etkisi oldugunu géstermektedir (Lambardo ve Maskus
2014).

AH’nda beyinde AB 1-40 ve AB 1-42 baskin peptid izoformlari olup, AB42’ nin daha
toksik oldugu dusunulmektedir. Bununla birlikte fizyolojik konsantrasyonlardaki AR, LTP
ve norotransmitter modulasyonuna etki edebilir. AB42’nin pikomolar konsantrasyonda
a7nAChR’ne baglanarak aktive eder, glutamat saliveriimesini uyarir ve sinaptik
plastisiteyi artirabilir. Bu nedenle endojen AB42’nin olusumu ve disuk
konsantrasyondaki varligi normal beyin fonksiyonlari igin dnemlidir. Bu konsantrasyon
esigini gectiginde birikim ve agregasyon gdstererek norotoksisiteye yol actigi
dusunulmektedir (Mura vd 2012, Hascup vd 2016).

Bazi calismalarda ise AB’nin serbest radikal olusumuna neden olarak (Shelat PB
2008), ndronal kilturleri oksidatif toksisiteye karsi hassas kildigi ve néronlar arasi
kalsiyum diizeyi artisina neden olarak plazma membraninda hasar olugsmasina aracilik
ettigi boylece néronal degisikliklere ve beyin dokusunda hasar gelisimine neden oldugu
belirtiimistir. AB’nin glutamat transportuna etkilerinde olasi mekanizmalardan biri ROS
ve lipid peroksidasyon urlnlerinin oksidatif hasari sonrasi bu transportun bozulabilecedi,

bu driinlerden biri olan 4-hydroxy-2-nonenal (HNE)'un glutamat transportuna



konjugasyonu sonrasi glutamat uptakeinin bozulacadi bildirilmistir (Lauderback vd.
2001).

Mikroglia aktivasyonu sonucu ortaya cikan néronal kalsiyum sinyalizasyonunun
bozulmasi, mitokondriyal disfonksiyon ve inflamasyonun AH patogenezinde payi oldugu
dusunulmektedir. Tim bu patolojik mekanizmalar o6zellikle hafiza ile ilgili beyin
bdlgelerinde bulunan kolinerjik néronlar igin sinaptik kayip ve néronal élimle sonuglanir.
Hucre kayiplari beyinde genis bir alana yayilarak biligssel gerilemeye neden olur (Balez
ve Ooi 2016).

2.5. Metabotropik Glutamat Reseptorlerinin Alzheimer Hastaligi ile iligkisi

L-Glutamat, memeli merkezi sinir sistemindeki ana uyarici nérotransmitter olup
santral sinir sisteminde yaygin bir dagilim gdsterir, sinaptik plastisite ve hafiza olusumu
dahil olmak Uzere cesitli néronal siureglerde dnemli rol oynar. Glutamaterjik reseptorler
temel olarak iyonotropik reseptorler(iGIuR) (ligand kapili katyon kanallari) N-metil-D-
aspartat (NMDA) reseptorleri, a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolepropiyonik asit
(AMPA) reseptorleri, Kainate reseptorleri ve metabotropik (G-protein kenetli)
reseptorlerdir. Daha yavas ve modiuilator iletim mekanizmalarina aracilik eden G-protein-
kenetli metabotropik glutamat reseptér (mGIuR) ailesinin U¢ grupta sekiz Uyesi
tanimlanmistir: (MGIuR1-8): grup | (MGIuR1 ve 5), grup Il (MGIuR2 ve 3) ve grup llI
(mGIuR4, 6, 7, 8) (Kew ve Kemp 2005, Gasbarri ve Pompili 2014, Riberio vd 2017).

Noronal aktivitede iyonotropik ve metabotropik reseptdrlerin farkli rolleri vardir;
postsinaptik iGluR’leri direkt ve hizli bilgiyi transfer ederken, mGIluR’leri postsinaptik
seviyede noronal eksitabilite siddetini ya da nérotransmitter salinimini dizenler. Her iki
tip reseptdrde presinaptik olarak etki edebilir ve etki mekanizmalari oldukc¢a degiskendir
(Luo vd 2011).

Presinaptik depolarizasyon sonucu vezikil igerigindeki glutamat, eksositoz yolu
ile sinaptik araliga verilir, postsinaptik iGIuR’lere baglanir, katyonlarin igeri akimini
stimille ederek postsinaptik hiicreleri de uyarir (Walton ve Dodd 2007). Bu asiri uyarimi
engellemek igin glutamat, astrositler tarafindan alinir, toksik olmayan ve glutamat

reseptorlerini aktive etmeyen glutamin’e doénadstiralir. Daha sonra glutamin ndron



hicresine vezikiler transportirlar tarafindan geri alinarak fosfat aktive glutaminaz ile L-
glutamata doénustirulir (Walton ve Dodd 2007, Moriyama ve Omote 2008). Glutamin-
glutamat donglstinde yer alan transport proteinleri nérotransmitterin toksik ya da

nontoksik konsantrasyonlari i¢cin yagsamsal éneme sahiptir (Danbolt, 2001)

AH’da glutamat geri alinimi ve dénisimiinde, glutamat transport kapasitesinde
degisiklikler s6z konusudur. AH'da primer olarak perisinaptik astrositlerde lokalize
eksitatator amino asid tasiyicilarinin fonksiyonlarinin da bozuldugu goésterilmigtir (Kirvell
vd 2006). Noéronal hicre kalttrlerinde farkh tlrde AR kullanildiginda, toksik Af’larin
glutamat uptake/geri déntsiminid bozdudu, asiri glutamat varlidina neden oldugu,
eksitotoksisite ve nérodejerenatif hasara yol agtigi (Wang ve Reddy, 2017) &zellikle
AH'nda neokortikal ve hippokampal bdlgelerde glutamaterjik iletinin bozuldugu
gosterilmistir (Chen vd. 2011, Rvett vd. 2013)

Ayrica AHde anti-oksidasyon pro-oksidasyon mekanizmalari arasindaki
dengesizlik sonucu ortaya cikan oksidatif stres sonucu asiri serbest oksijen radikallerinin
birikimi AR toksik agregatlarinin olusmasina yol acar (Daulatzai 2017), glutamat
reuptake inhibisyonu yaparak glutamat reseptori aktivasyonuna neden olur (Alberdi
2010, Wang vd. 2018). Bunun sonucunda hcre igi kalsiyum artigina, sliperoksit ve nitrik
oksid (NO) olusumuna yol agabilir. NMDA reseptor aktivasyonuna bagl olarak Ca*?
iyonunun zararli duzeylerdeki yuksek konsantrasyonda hucre igine girisine yol agar.
Glutamat reseptor aktivasyonu sonucu gelisen kalsiyum artisi; protein kinaz, fosfolipaz,
NO sentezi, mitokondriyal fonksiyonda bozukluk ve serbest radikal olusumuna yol agar
(Akbostanci ve Yigit 1993, Alberdi vd 2010).

mGIuR’leri beyinde homojen olarak dagilmamistir. Hipokampus, serebellum,
amigdala, striatum, korteks dahil olmak Gzere bilis ve davranigla ilgili beyin yapilarinda
uyarici sinapslar tizerinde glutamaterijik iletimde énemili rolleri vardir (Gasbarri ve Pompili
2014). mGIuR ailesi, yavas uyarici postsinaptik potansiyellerin aktivasyonu yoluyla
sinaptik aktarima aracilik edebilmelerine ragmen, ndéronal uyarilabilirligi, sinaptik

aktarimi ve plastisiteyi duzenleyen daha modulator bir rol oynarlar (Kew ve Kemp 2005).

Noéronal olarak eksprese edilen grup | mGluR'leri tipik olarak somatodendritik

alanlarda postsnaptik olarak lokalizedir. Presinaptik yerlesim gdsteren Grup Il ve llI



10

MGIUR’i ndrotransmitdor saliverilmesini dlzenleyebilecekleri akson terminallerinde
bulunur. Glutamaterjik alt tip reseptérlerine bakildiginda mGIuR1 reseptorlerinin
hipokampustaki ekspresyonu 6grenme ve bellek, mGIuR5 reseptoérlerinin 6grenme,
hafiza, motor dizenleme ve mekansal 6grenme Uzerinde potansiyel rolleri vardir
(Gasbarri ve Pompili 2014).

Hem Grup Il hem de Grup Ill mGIuR’i presinaptik akson terminallerinde lokalize
oldugu igin Glutamat ve GABA saliverilmesini inhibe ederek otoreseptdr olarak etki
ederler. mGIuR Grup I'ler iyonotropik reseptdrleri ¢evreleyen perisinaptik bdlgedeki,
postsinaptik elemanlarda lokalize olarak néronal eksitabilite modulasyonunu saglarlar
(Riberio vd 2017).

Grup | mGluR’ler beyinde genis bir sekilde eksprese edilir. mGIuR1, serebral
korteks, lateral septum, globus pallidus, ventral pallidum, thalamik nucleus gibi
bdlgelerde ylksek seviyelerde bulunur. mGluRS ekspresyonu ézellikle serebral korteks,

hipokampus, striatum, nucleus accumbenste gézlenir.

mGluR’leri ndronal eksitabilite ve sinaps transmisyonunu module eden néronal
ve glial hucrelerde gereklidir. Bu nedenle glutamat reseptérlerindeki (hem metabotropik
hem de iyonotropik) sinyalizasyon degisimleri AH dahil olmak Uzere birgok
noérodejeneratif hastaliga neden olmaktadir. Bazi ¢caligmalar, AH fare modellerinin yani
sira noron kiltirlerinde mGIuR Grup | sinyalinin AB42 toksisitesini dizenledigini
gOstermektedir. Ayrica, AH beynindeki mGIuR Grup [Ilerin ekspresyonundaki
degisiklikler, AH patolojisinin ilerlemesinde farkli rollere sahip oldugunu ortaya
koymustur. insan AH beyninde mGIuR1 ekspresyonun azaldigi ve bu azalmanin
hastaligin gsiddeti ile baglantii oldugu bulunmustur. AB ile induklenen membran
depolarizasyonuna, AB42’'nin birikmis formu ve 6zellikle mGIuR?1’in aktivasyonunun
neden olabilecedi goésterilmistir. AB, K* akimlarinin modilasyonu ve bazi tirozin
kinazlarin aktivasyonu ile birlikte mGIuR1/G proteini sinyalizasyon aktivasyonuyla

depolarizasyonu indikler (Riberio vd 2017).

Grup | mGIuR Gqg11 proteinlerinin aktivasyonunu ve fosfolipaz CB1 uyarir.
Diacilgliserol (DAG) ve inositoltrifosfat (IP3) aktif hale getirir. IP3, IP3 reseptdrlerini

uyararak intraselliler depolardan Ca*? agiga c¢ikisini baslati. DAG plazma zarinda
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kalarak Ca*? ile birlikte mitojen aktive protein kinaz (MAPK)'lar, fosfolipaz A2 (PLA2) ve
fosfolipaz D (PLD) aktivasyonu olusturan protein kinaz C (PKC)’ nin uyariimasini saglar.
MGIUR5 lzerinden PKC aktivasyonu, NMDA reseptorinin uyariimasina neden olur
(Riberio vd 2017).

Glutamat Resetdrleri

—
f = ~
Iyvenotropik Glutamat Metabotrepik Glutamat
Reseptirleri [iGIuR] Reseptirleri (mGEluR)
| ’ 1 i
I | | | | |
AMPA i I ]
::'::;W Receptor ::I-:::ur Group | Group i Group Il
mGluR4
NR1 Glurl GluRS mGhR1 mGluR2 mg’l:ﬂﬁ
NRZA Glurz GluRe mGluRS miluR3
NR28 GluR3 GluR? g
i e KA1 mgluRs
NR2D e l
NR3A
R3S 'L ,L Gg/11 = Gifo
iJ h . t1p3, l |
G i DAG
Na (ca™) (ca™) BKC cAMP .L - cAMP .L
PKA PKA

Sekil 2.1. Glutamat reseptorleri, PKA; Protein Kinaz A, PKC; Protein Kinaz C,cAMP; Siklik
Adenozin monofosfat (Chandrasekar, 2013 )

Grup | mGluR'lerin uyariimasi, fosfolipaz D, siklik adenosin monofosfat (CAMP)
olusumunu, arasidionik asit agiga cikisini, MAPK yolagini ve fosfotidilinositol kinaz
(PI3BK) yolagininin aktivasyonunu saglar. MAPK/ERK yolaginin Grup | mGluR'ler
tarafindan aktivasyonu sinaptik plastisite ile iliskilendirilmistir (Riedel vd 2003, Mukherjee
ve Manahan-Vaughan 2013, Gasbarri ve Pompili 2014). Grup Il ve grup Il reseptorleri
adenilil siklaz aktivitesinin inhibisyonuna Gi / Go yoluyla baglanir

Homer proteinleri ile mGIuR1/5 etkilesimi sinyal yolaklarinin aktivasyonu igin
onemlidir. Homer proteinleri NMDA reseptor protein kompleksinin bir parcasi olan
SHANK proteinlerinin yani sira ryanodine ve IP3 reseptdrlerine de baglanabilir. Homer
proteinleri PIKE, PDK1 ve PI3K kapsayan mekanizma uzerinden AKT aktivasyonu ile

Grup | mGluR’ine baglanir. Grup | mGIuR stimilasyonu da Homer proteinleri Pyk2 ve IP
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ile stimlle edilmis Ca*™ salimi sayesinde primer noéron kdltirlerinde ekstraseliiler
Ekstraseliiler Sinyal iligkili Kinaz (ERK) aktivasyonuna yol acar. Pky2, mGluR?’in C-ug
bélgesine ve ikincil intraseliler déngtye baglanir. Pky2, PKC, kalmodulin ve Src bagimli
bir mekanizma Uzerinden ERK aktivasyonunu kolaylastirir. Pky2, IP olusumunu
dizenleyen Gag/11’den reseptéri ayirma fonksiyonu vardir. ERK, Beyin kaynakli
norotrofik faktér (BDNF) gibi tropik faktorlerin artmasinin yani sira hicresel blylime,
farklilasma, sag kaliminin modulasyonunda onemlidir. Bu nedenle hem ERK hem de
AKT’nin Grup | mGIuR tarafindan aktivasyonu énemli bir ndroprotektif mekanizma
olusturur (Riberio vd 2017).

2.6. Beyin Renin Angiotensin Sistemi (RAS)

Renin Anjiyotensin Sistemi (RAS) vicut sivisini, elektrolit homeostazi ve vaskuler
tonusu dizenleyen inaktif ve aktif peptidlerden olusan hormonal bir sistemdir. Son
zamanlarda renin-anjiotensin-aldesteron sisteminin (RAAS) sadece kan basincinin
duzenlenmesinde degil, ayni zamanda beyinde 6grenme, bellek ve emosyonel cevaplari
da etkileyen bircok ek fonksiyonda da etkili olduguna inaniimaktadir (Xu vd 2011,
Jackson vd 2018). AH'da, anjiotensin donustirici enzim (ACE) aktivitesinde artis
oldugu ve RAAS komponentlerinin duzeylerinin degistigi gOsterilmistir.  RAAS
komponentlerini; Angiotensin Il (Ang 1), Angiotensin Ill, Angiotensin IV, Angiotensin 1-7
(Ang 1-7) ve Angiotensin 3-7 gibi degisik biyolojik aktiviteleri olan angiotensin peptitler
olusturur (Ciobica vd 2009). Bunlardan Ang Il ve Ang Ill, AT1 ve AT2 reseptor alt tiplerine
baglanirken; Ang 1-7, Mas protoonkogeninden kodlanan G-protein kenetli reseptére
baglanarak etkisini gosterir (Ciobica vd 2009, Albrecht 2010, Freund vd., 2012). Ang Il
farmakolojik etkilerinin coguna aracilik eden AT1 reseptorl Uzerinden oksidatif stres ve
noéroinflamasyonu arttirir, serebral kan akimini azaltir ve bu etkileri ile kognitif

fonksiyonlarin bozulmasina neden olur (Albrecht 2010, Mawuenyega vd, 2010).
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Sekil 2.2. RAS’In iki ana yolagi olan Ang II/ACE1/AT1R mavi olarak; Ang 1-
7/ACE2/MasR kirmizi olarak cizilmistir. ACE1: Anjiotensin donlstlricli enzim 1,
ACE2: Anjiotensin doéndstirtict enzim 2, Ang 1-8: Anjiotensin 1-8, Ang 2-8:
Anjiotensin 2-8; Ang 3-8: Anjiotensin 3-8; Ang 1-9: Anjiotensin 1-9; Ang 1-7:
Anjiotensin 1-7; Ang 1-5: Anjiotensin 1-5; Ang 1-4: Anjiotensin 1-4; Ang 2-7:
Anjiotensin 2-7; Ang 3-7: Anjiotensin 3-7; Ang 3-4: Anjiotensin 3-4; Ang 1-12:
Anjiotensin 1-12; Ang 5-8: Anjiotensin 5-8; Ang 5-7: Anjiotensin 5-7; Ang 2-10:
Anjiotensin 2-10; Ang A: Anjiotensin A; AT1R: Anjiotensin II tip 1 reseptéri; AT2R:
Anjiotensin II tip 2 reseptdrl; AT4R: Anjiotensin II tip 4 reseptdrid; AP:
Aminopeptidaz (-A, -N, -M, -B); B1/B2: Bradikinin reseptérleri; CAGE: Kimostatin-
duyarl anjiotensin 1l olusturucu enzim; CP: karboksipeptidaz; EP: Endopeptidaz; Mas
reseptdrti: Ang 1-7 receptor; Nep: Neprilisin; PEP: Prolil endopeptidaz; PCP:
Prolilkarboksipeptidaz; tPA: Doku Plazminojen Aktivatéri (Holappa vd 2015)

2.7.  AH Anjiotensin iligkisi

Beyin RAS, demans hastaliginda énemli bir yere sahiptir. Genetik, klinik ve
epidemiyolojik verilerin yani sira deneysel hicre ve hayvan c¢alismalarinin timi AH
patogenezinde RAS’In bir roli oldugunu kanitlamaktadir (Wright ve Harding, 2010,
Kehoe vd 2016). Gegmis calismalarda, multiple skleroz dahil olmak Uzere

norodejeneratifik kosullar ile ACE2/Ang 1-7/MasR ekseninin aktivitesinin azalmasi
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arasinda bir baglanti oldugu ortaya koymustur. Son yapilan calismalarda AH'l
hastalarda, kontrol grubuna gére serum ACE2 aktivitesinin azaldigi gdsterilmistir.
Sporadik AH fare modelinde yapilan ¢alismalarda Ang 1-7 seviyesinin, tau fosforilasyonu

ile iligkili olarak azaldigi gosterilmistir (Kehoe vd 2016).

Angiotensin donustirtci enzim 2 (ACE2) Ang II'yi direk metabolize ederek Ang
1-7’yi olusturur. Angiotensin Il, hem AT1R hem de AT2R’Une baglansa da ACE
upregulasyonu 6zellikle AT1R aktivasyonun artmasina yol agar. AT1R sinyalizasyonun
hiperaktivasyonu ve ACE ekspresyonunun upregulasyonu, beyin icinde dzellikle biligsel
zayiflama, hicre Olumi ve inflamasyondaki siddetlenmeye neden olan oldugu
bilinmektedir (Jackson vd 2018). Angiotensin Il serebrovaskuler remodelling indukler ve
vaskuler inflamasyonu ve oksidatif stresi tetikler, sonugta serebral kan akiminda
dizensizlik gorulur. Ang 1-7, Ang II'nin patofizyolojik etkilerinin antagonisti olarak
nitelendirilmistir. Dokularda ACE2'nin ylUkselmesi, ndronal hastaliklarin ilerlemesinin
azalmasiyla iliskilendirilen Ang 1-7 seviyelerinin upregulasyonuna saglamistir (Karnik vd
2017). Ang 1-7 Mas reseptorli ile vazodilatasyon, antiproliferasyon, antihipertrofiyi
dizenler. ACE/Ang II/ATR1R ekseninin vasokonstriktif etkilerini dengelemede ACE2'nin

onemli bir roll vardir (Xu vd 2011).

Ang 1-7’nin ise Ang II'nin etkilerini inhibe ettigi ve AT1 reseptdrinin fizyolojik
antagonisti gibi oldugu goésterilmistir (Ciobica vd., 2009). Hem AT2R hem de MasR’leri
korteks, hipokampus ve bazal ganglianin microglia ve néronlarda bulunan GPCR’dir.
AT2R, MasR ve ACE2 beyinde antiinflamatuar, antioksidan &zellikleriyle hlicre sag
kalimi ve kognisyonun artmasina saglayan vasodilatasyonda rolu oldugu bilinmektedir.
AT2R ve MasR yollaklari birbirine baglidir. AT2R aktivasyonu ACE2 ekspresyonunu
artirir. AT2R’leri yok edildiginde MasR ve ACE2 aktivitesinde disls meydana gelir.
AT1R aktivasyonu upregulasyonu ACE2 downregilasyonuna yol agar. ACE2
upregulasyonu da AT 1R downregilasyonu ile sonuglanir. Bu karsilikl denge saglikli bir
beyindeki kognitif fonskiyonlar i¢cin énemlidir. Bu durum reseptér ve enzimlerin sinerjistik

etkilerinin oldugunu gdsterir (Jackson vd 2018).

AT2R’ine benzer sekilde MasR ve ACE2 sinyalizasyonu hem antioksidan hem de
antiinflamatuar 6zellikleriyle nedeni ile kognisyon ve hicre sag kalimini artirir (Jiang vd
2013b). MasR’leri mitokondriyal solunumu azaltmak ve superoksit seviyesini

dizenlemek igin NO’yu artirir, AT1R’in NADPH oxidase (NOX) aracil stperoksit artigini
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engeller (Costa-Besada, vd, 2017). AT2R aktivasyonu beyin hasarindan sonra
gerceklesen noroprotektif bir mekanizma olarak néronal ateslenme oranlarini
azalmasina ve NO artisina yol agar. Ang 1-7 varhdi reseptorlerin aktivasyonunun
artmasina saglayabilir. ROS uretimine baslica katki saglayan AT1R’leri oldugundan,
ACE2 aracili MasR ve AT2R aktivasyonunun artigi ile AT1R inaktivasyonu, beyindeki
oksidatif stresi sinirlandirmak icin énemli diizenleyici kilit yol olabilir. AT2R ve MasR'leri
yasla birlikte azalirken AT1R’leri artmaktadir. Kognitif bozukluklarin ilerlemesi,
Anjiotensin reseptdr dengesinin bozulmasi yoluyla ve ROS disfonksiyonu ile
indUklenebilir. Hipokampus ve bazal ganglialarda MasR aktivasyonu hiicre sagkalim ve
saglikh sinaps olugsumunu duzenlemektedir. Disfonksiyonel MasR sinyalizasyonun

kognisyonun bozulmasina neden olabilecegi bildirlmigtir (Jackson vd 2018).

Son zamanlarda yapilan arastirmalarda antihipertansif tedavide kullanilan
Angiotensin Donusturict  Enzim (ACE) inhibitorleri ile Angiotensin Reseptor
Blokorlerinin - (ARB) kognitif fonksiyonlara yararli geldikleri ve 6grenme-hafizayi
gugclendirdikleri gosterilmistir (Hajjar ve Rodgers 2013, Jiang vd., 2013a). Bu, hem
hipertansif insanlar (izerinde gézleme dayali olarak ylrutilmis calismalarda, hem de
deney hayvanlari Uzerinde yapilan deneysel calismalarla gésterilmistir (Ciobica vd.,
2009, Hajjar ve Rodgers, 2013). Bu calismalarda gorilen kognitif fonksiyonlardaki
artisin, Ang Il dizeylerinin azalmasiyla ve bunun yaninda Ang 1-7 duzeylerinin

artmasiyla iligkili olabilecegi hipotezi ortaya atilmigtir (Jiang vd. 2013a).

2.8. Hipotez

in vitro ortamda MasR agonisti olan Ang 1-7'nin; AB1-42 ile indiklenen
noroblastoma SH-SYSY hicrelerinde ACE2 seviyelerini artirabilecegi, nikotinik ve
glutamaterjik reseptdr ekspresyonlari tizerinde olumlu etkisinin olabilecegi ve ABR1-
42’nin olgllen parametreler Gzerindeki etkilerini zit ydnde etkileyebilecegi ¢alisma

baslangicinda hipotez olarak éne surilmustar.
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3. GEREG ve YONTEMLER

3.1. Deney Protokolii

Calismamizda, SH-SY5Y insan néroblastoma hicre hatti kullaniimistir. AR 1-42
ile indiklenen hicre hatlarinda nikotinik ve glutamaterjik reseptor alt tip ekspresyonu ile
AB 1-42, ACE2, Ang 1-7 ve duzeylerine bakiimistir.

Tim g¢ahsmalar Pamukkale Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Farmakoloji

Molekuler Laboratuarinda gergeklestirilmistir.

3.2.  Kullanilan kimyasallar

e Beta-Amyloid peptid (1-42) (human) (RP10017) GenScript firmasindan alinmistir ve
peptid 1 mg/ mL oranda distile su iginde ¢éztinerek ¢ozelti hazirlanmigtir.

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

e a7 anti-nikotinik asetilkolin reseptdr antikor (human) (ab23832) Abcam firmasindan
alinmistir ve 1 pg/ml konsantrasyonda WB yonteminde kullaniimistir.

e a4 anti-nikotinik asetilkolin reseptor antikor (human) (ab41172) Abcam firmasindan
alinmigtir ve 1/800 oraninda dilue edilerek WB yonteminde kullaniimistir.

e B2 anti-nikotinik asetilkolin reseptdr antikor (human) (ab55980) Abcam firmasindan
alinmigtir ve 2,5 pg/mL konsantrasyonda WB yonteminde kullaniimistir.

e Anti-metabotropik glutamat reseptér 5 antikor (human) (ab76316) Abcam
firmasindan alinmigtir ve 1/5000 oraninda dilie edilerek WB ydnteminde

kullaniimigtir.
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o Anti-beta Actin (ab8227) Abcam firmasindan alinmistir ve 1/1000 oraninda dilie
edilerek WB yénteminde kullaniimistir.

e Anti- metabotropik glutamat reseptér 1 antikor (op-1803R) 1/500 oraninda dilie
edilerek WB yonteminde kullaniimigtir.

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

e AP 1-42 ELISA kit (E-EL-H0543) Elabscience (ABD) firmasindan alinmistir.

e ACEZ2 ELISA kit (E-EL-H0281) Elabscience (ABD) firmasindan alinmigtir.

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

e Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (DPBS) (P04-36500) PanBiotech

e Dulbecco's Modified Eagle Medium/F12 (DMEM/F12) (DF-041-13) Specialthymedia
firmasindan alinmistir.

e Penisilin/Streptomisin (15140) GIBCO firmasindan alinmistir.

e Tripsin/EDTA (15400) GIBCO firmasindan alinmistir.

e WST-1 (ab65473) ABCAM firmasindan alinmistir.

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

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

3.3. SH-SY5Y Hiicre Kiiltiirii Hazirlanmasi

CGalismalarimizda kullanilan insan néroblastoma SH-SYSY hucre hatti morfolojik
olarak yapiskan (adherent) karakterde olup, i§ seklinde tek tabaka halinde

uremektedirler.

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

kultarl asagidaki protokole gére hazirlanmistir.

%10 DMSO ile -80°C’de dondurulmus SH-SY5Y hicrelerinin bulundugu
kriyotupler, hucrelerin ¢ézinmesi igin 37°C’ye ayarli su banyosuna konulmustur.

Gozunen hacreler Gzerine 3-4 mL taze DMEM/F12 besiyeri eklenerek, hizli bir sekilde
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15 ml'lik santrifij tiplne alinmigtir. Tapler, 1500 rpm’de 5 dk santriflij edilmis ve
supernatant kisim atilmistir. Hucre peletinin Uzerine, 1 mL besiyeri eklenmis ve pipetaj
yapilarak hucrelerin medium igerisinde homojen olarak dagilmasi saglanmistir. Steril
25cm?lik T25 flasklara toplam 8 mL DMEM/F-12 besiyeri eklenmis ve homojen haldeki

hicrelerden 3 ayri flaska ekim yapilmistir.

Ekim yapilan flasklar, 37 °C, %95 nem ve %5 CO; olacak sekilde karbondioksit
inkibatorine konulmusgtur. Her iki gunde bir, invert mikroskop altinda hucreler
yogunluklari ve morfolojileri bakimindan degerlendirilmis ve eski besiyeri ortami 8 mL
taze besiyeri ile degistiriimistir. Hicreler, %70-80 yogunluga ulastiklarinda pasajlama

islemine tabi tutulmustur.

3.4. SH-SY5Y Hiicrelerinin Pasajlanmasi

Flask igerisindeki besiyeri, hucrelere zarar vermeden serolojik pipet yardimiyla
uzaklastiriimistir. Hicreler Gzerine, 4 mL PBS eklenmis ve hlicrelere zarar vermeyecek
sekilde sekilde yikanmistir. 1-2 dk sonra PBS ortamdan uzaklastiriimigtir. Hicrelerin
flask ylUzeyinden ayrilmalarini saglamak igin 1 mL %0,05 tripsin-EDTA solusyonu flaska
eklenmistir. Flask, tripsinin etkisini gosterebilmesi igin 37 °C’ye ayarli karbondioksit
inkibatoértne, huacrelerin  zeminden kalktigindan emin oluncaya dek (~1-2 dk)
konulmustur. Tripsinin etkisini inhibe etmek amaciyla flaska 4 mL besiyeri eklenmisgtir.
Pipet yardimiyla, flask tabanindan kaldirilan hicreler 15 mL’lik santrifij tupline
toplanmigtir. Hucrelerin bulundugu tip, 1500 rpm’de 5 dk. sureyle santriflj edilmistir.
Santriflj islemi sonunda slUpernatant atilmistir. Hicre peleti Gzerine 1 mL besiyeri
eklenmis ve pipetaj yapilarak hicrelerin medium icerisinde homojen olarak dagiimasi
saglanmistir. Flasklarin igerisine toplam 8 mL besiyeri eklenmis ve 3 ayri flaska bir
onceki basamaktaki hiicre slspansiyonundan ekim yapilmistir. Ekim yapilan flasklar,
%95 nem ve %5 CO; olacak sekilde 37 °C’ye ayarli, karbondioksit inkibatériine

konulmustur.

3.5. SH-SY5Y Hiicrelerinin Dondurulmasi

Flasklarda bulunan hicreler, PBS ile yikandiktan sonra tripsin enzimi yardimiyla

kaldiriimistir. Tripsinizasyon igleminden sonra hucrelere 4 mL besiyeri eklenerek 15



19

mL’lik santriflj tlp icerisine alinmis ve tipler 1500 rpm’de 5 dk santriflij edilmistir.
Santriflij islemi sonunda, sipernatan kisim uzaklastiriimis ve kalan peletin yogunluk
durumuna goére peletin Gzerine 9:1 oraninda (%10’luk) Besiyeri:DMSO karigimi
hazirlanarak eklenmistir. Pipetaj yardimiyla hiicreler homojen hale getirilmistir. Homojen
haldeki hicre slispansiyonu pipet yardimiyla 1,5 mL’lik kriyotlpler icerisine aktariimistir.
Kriyotlpler 6n dondurma iglemi igin -20°C’de 4-6 saat bekletilmistir. Son olarak,

hicrelerin bulundugu kriyotipler -80°C’ye kaldiriimigtir.

3.6. SH-SY5Y Canl Hucrelerin Sayimi

SH-SY5Y hicrelerinin sayim islemi tripan mavisi diglama yontemine gore
yapilmigtir. Tripan mavisi boyasinin ¢alisma prensibi, canli hiicrelerin membranindan
gecememesi ve sadece Olu hlicrelerin membranlarindan gegebilmesidir. Sonug olarak,
Olt hicreler 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 igleminden sonra hucrelere
besiyeri eklenerek, 15 mL’lik santrifij tlp igerisine alinmig ve 1500 rpm’de 5 dk santrifyj
edilmistir. Santrif(j sonrasi olugan slpernatant uzaklastirilarak, hiicre peletinin tGzerine
pelet miktarina gore (~2-5 mL) besiyeri eklenmis ve pipetaj yapilarak hicrelerin homojen
sekilde dagiimasi saglanmistir. Hazirlanmis hiicre sispansiyonundan 50 uL ve tripan
mavisi boyasindan 50 pL alinarak pipetaj yoluyla karisim hazirlanmistir. Bu karisimdan,
10 pL ahnip Neubauer Lamina konularak isik mikroskobu altinda hicre sayima

gerceklestirilmistir.

Sekil 3.1.’de o6rnek olarak gdsterilen Neubauer lami sayim alaninda Sekil 3.2.’de
gosterilen alanlar sayilmistir. Sekil 3.3.’de yesil renk ile gosterilen yerde bulunan hiicreler
sayima dahil edilmemistir. Neubauer laminda, derinlik boyutu 0,1 mm’dir. Bir kiiguk
prizmanin hacmi 0,05 mm x 0,05 mm x 0,1 mm = 1/4000 mm?®t{r. Bir sayim alaninda 16
x 25 = 400 kiiguk kare oldugundan toplam hacim = 1/4000 x 400 = 0,1 mm¥dir. Bu
veriler esliginde, bu alandaki tim hicreler sayilirsa, 1 ml'deki yani Imm®deki hiicre
sayisi N x DF x 10* formdiliinden bulunmus olur (DF: Dillisyon faktér(, N: 1 mL deki hiicre

sayisl).
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Sekil 3.2. Neubauer laminda hiicre sayimi yapilan alanlar.
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Sekil 3.3. Neubauer laminda, kirmizi ile gosterilen gizgilerin Gzerindeki hicreler sayima dahil
edilmigtir. Yegil ile gosterilen cizgiler sayima dahil edilmemisgtir.

3.7. AP 1-42 Dozunun Belirlenmesi

AB 1-42'nin SH-SY5Y hicre hattindaki dozunun belirlenmesi icin Ug¢ farkli doz
calisiimistir. Bu Ug ayri doz igin steril 96 kuyucuklu plaka hazirlanmigtir. Her doz igin U¢

tekrar olacak sekilde toplamda 12’ser kuyucuk olusturulmustur.

Kontrol
AB 1-42 (1 uM)
AB 1-42 (3 uM)

AB 1-42 (10 uM)

96 kuyucuklu plakaya her kuyucuk basina 5x10* hiicre olacak sekilde SH-SY5Y
hicreleri ekilmistir. Hlcrelerin kuyucuk tabanlarina tutunabilmeleri icin 24 saat boyunca
karbondioksit inkiibatériinde inklbasyona birakilmistir. Her plakadaki, her bir grup icin
3’er kuyucuk belirlenmistir.  Hucrelerin 24 saat sonunda tutunmasindan sonra,
kuyucuklar icerisindeki besiyerleri uzaklastiriimigtir. Her bir kuyucukta 100 uL total
hacimde AB 1-42’nin son konsantrasyonu 1 pM, 3 pM, 10 uM olacak sekilde hicrelerin
Uzerine eklemistir. Dozlarin uygulandigi 96 kuyucuklu plakalar 37 °C, %95 nem ve %5
CO;olacak sekilde karbondioksit inkiibatdriine konularak, 24 saat boyunca inkibasyona

birakilmigtir.
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Hucreler, %70-80 yodunluda ulastiklarinda pasajlanarak ¢alisma igin hazir hale
getirilmistir. Calismamizda, AB 1-42'nin SH-SY5Y hicre hattindaki uygun dozu ve

inkibasyon suresi kolorimetrik bir yontem olan WST-1 ile ¢aligilarak belirlenmistir.

3.8. WST-1 ile Sitotoksisite Testi

Calismamizda, sitotoksisite yontemi i¢in kolorimetrik bir ydontem olan WST-1 {4-
[3-(4-lodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzendisulfonat} sitotoksisite testi
kullaniimistir. WST-1 sitotoksisite testi kitin temin edildigi firmanin belirledigi protokole
gore gergeklestiriimistir. WST-1 testi, suda ¢ozlebilir bir bilesik olan WST-1 maddesinin,

canli hucreler tarafindan formazan bilesinine indirgemesi prensibine dayanmaktadir.

ingirgenme isleminin sonunda ¢éziinen formazan kristallerine bagli olarak
meydana gelen renk degisimi, mikroplaka okuyucuda (ELISA reader-BIOTEK) protokol
gercevesinde verilen dalga boyunda okutulmustur. Formazanin kristallerinin olusumu,

metabolik olarak aktif hiicrelerin sayisi ile dogru orantili olmaktadir.

inklibasyona birakilan plakalara 24-48-72 saatlik bekleme siiresine gére WST-1
cell proliferasyon kiti uygulanmigtir. ilgili inkiibasyon sirelerinin sonunda, her bir
kuyucuga 10 pyL WST-1 solisyonundan eklenmigstir. Orbital Shaker ile 96-kuyucuklu
plakalar dusuk hizda karistirlmis ve karbondioksit inkUbatduriinde 4 saat boyunca
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon stresinin bitiminde, mikroplaka okuyucuda 450
nm dalga boyunda ve 630 nm referans dalga boylarinda okuma islemi gergeklestirilmistir.
Hucre canlihdi yluzdesi her bir kuyucukta dlgilen optik dansite degerinin kontrol optik
dansite degerine boélinmesi ve yiUz ile ¢arpiimasi ile agagidaki formile uygun olarak

hesaplanmigtir.

Hucre Canlilik Yiizdesi = (Doz grubu Absorbansi 450-630 / Kontrol Grubu Absorbansi
450-630) x 100

WST-1 analizinden sonra, yukarida belirtilen dozlar uygulanarak, inkiibasyon
suresi sonunda slUpernatanlar elde edilmis, BCA protein analizi ve western blot deneyleri

icin -80°C’ye kaldiriimistir.
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3.9. Ang 1-7 ve AB 1-42’nin Uygulanmasi Sonucu SH-SY5Y Hiicrelerinden

Protein Eldesi

WST-1 ile etkin dozu belirlenen AR 1-42 ile birlikte literatir bilgisi baz alinarak 1
nM dozunda Ang 1-7 uygulanmistir (Zhang vd 2016). 6 kuyucuklu plakalara, kuyucuk
basina 7,5x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Ekim sonucu hicrelerin tutunmasi
amaciyla plakalar karbondioksit inklUbatérinde 24 saat boyunca inklbasyona

birakiimistir. inkiibasyon sonucunda asagidaki gruplar olusturulmustur.

Grup A: Kontrol
Grup B: AB 1-42 (10 uM)
Grup C: Ang 1-7 (1 nM)

Grup D: AB 1-42 (10 uM) + Ang 1-7 (1 nM)

Plakalarin her bir kuyucuguna yukarida belirtilen molar konsantrasyonlar 2 ml
hacimde final molar konsantrasyon olacak sekilde uygulanmigtir. Doz uygulanan 6-
kuyucuklu plakalar 37 °C, %95 nem ve %5 CO, olacak sekilde karbondioksit

inkibatorinde 24 saatlik inkibasyona birakiimistir.

inklibasyon sonunda laminar flow cabin class 2 iginde kuyucuklardaki besiyerleri
cekilerek atilmistir. Her bir gruptaki hucrelerin Gzerine 2 ml soguk DPBS eklenerek, 2-3
dk boyunca DPBS igerisinde bekletilmistir. Bu basamak iki kez tekrarlanmistir. Strenin
sonunda, DPBS pipettorle ¢ekilerek plakalar buz Gzerine alinmis ve her bir kuyucuga
500 uL RIPA Liziz Tamponu eklenerek 5 dk inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonun
sonunda her bir kuyucuktaki RIPA soliisyonu icerisindeki hiicreler ayri ayri hiicre
kaziyici(cell scraper) ile kazinarak toplanmis ve 1,7 mL’lik mikrosantrifij tupine
mikropipet yardimiyla aktariimigtir. TUpler buz igerisinde yarim saat bekletilmis ve bu
sure boyunca 10’ar dakikalik araliklarla en az 15-20 kez pipetajlanmistir. Yarim saatlik
sure sonunda, tupler 14000 rpm’de 15 dk boyunca +4°C’ye ayarlanmis sogutmal
santrifijde santrifij islemine tabi tutulmustur. Santrif(jj isleminin sonunda stipernatanlar

yeni mikrosantrifij tuplerine aktariimis ve -80°C’ye kaldirilmigtir.
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3.10. Bicinchoninic Acid (BCA) Protein Analizi

Orneklerimizin BCA protein analizi temin etmis oldugumuz ticari kitin firma
tarafindan belirtiimis olan protokoliine gére gerceklestiriimistir. BCA standartlari, kitte
belirtilen sekilde distile su (dH2O) ile dilie edilerek 8 farkh konsantrasyon tipu

hazirlanmistir.

Kitte belirtilen sekilde ilk olarak “BCA working reagent” hazirlanmigtir. Bunun igin,
BCA working reagent A ve B 50:1 oraninda karistirimistir. Karigimin sonucunda yesil
renkte bir sollisyon elde edilmistir. Steril, temiz, diiz zeminli bir 96-kuyucuklu plakanin
kuyucuklarina 25’er uyL BCA standardi ve 25’er uL protein érneklerimizden konulmustur.
Standart ve o6rneklerin konulmasini takiben ilgili kuyucuklara 200 yL BCA working
reagent eklenmis ve 30 sn boyunca orbital karistiricida karistiriimigtir. Ardindan, 96-
kuyucuklu plaka 1sik gérmeyecek sekilde kaplanmis ve 37°C’de 30 dk boyunca
inkiibasyona birakilmistir. inkilbasyon sonunda, plaka oda sicaklijinda sogumasi
bekletilmistir. Bekleme suresinin ardindan mikroplaka okuyucuda 562 nm absorbans
degerinde 6lciim islemi gerceklestiriimistir. Olciim islemi sonucunda standartlarin
absorbans degerlerinden kalibrasyon edrisi grafigi cizilmis ve érneklerimizdeki protein
konsantrasyonlari y=ax+b denklemi baz alinarak hesaplanmistir (y=absorbans degeri,

x=konsantrasyon).

3.11. Sodyum dodesil silfat Poliakrilamid jel elektroforozi (SDS-PAGE) ve

Western Blot Yontemi

Western Blot Ydnteminde kullanilan solUsyonlar ve hazirlaniglari asagida

Ozetlenmistir.

e Yurutme (Running) Tamponu (10X); 15 g Tris-Base (25 mM), 72 g Glisin (192
mM) 500 mL dH20 ile ¢ozild.

e Yiurttme (Running) Tamponu (1X); 100 mL 10X YUratme tamponu Gzerine 900
mL dH20 eklenir. 1 g SDS eklenerek ¢dziundurulir.

e Transfer Tamponu: 35 mL 10X YUriGtme Tamponu, 245 mL dH20, 70 mL Metanol
eklenir. 0,01525 g SDS ¢ozindurilerek 4 °C kaldirildi.
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e TBS Tamponu (10X): 24,23 g Tris-Base, 80,06 g NaCl, 800 mL dH20O ile ¢dzuldu.
HCl ile pH 7,6 ayarlandi. Son hacim 1 L dH20O ile tamamlandi.

e TBS-T Tamponu: 1 L igin 10X 100 mL TBS Tamponu 1 ml Tween-20 (%0,1) son
900 mL dH20 eklendi.

e 1 M Tris HCI pH 7,4 hazirlanmasi: 12,1 g Tris, 30 mL dH20 ile ¢dzaltr. 1 M HCI
ile pH 7,4 ayarlanir. Son hacim dH20O ile 100 mL tamamlanir.

e Bloklama Solusyonu Hazirlanmasi (%1):1 g non-fat dry milk 10 mL TBST
Tamponunda ¢dzindurular, filtrelenerek -20 °C’de saklanir.

e Stock Seperating Tamponu: 18,15 g Tris-HCI (1,5 M), 50 mL dH20 ile ¢dzular.
HCI (10M) ile pH 8,8 ayarlanir. Son hacim 100 mL dH20O ile tamamlanir. 4 °C’de
saklanir.

e Stock Stacking Tamponu: 6 g Tris-HCI (0,5 M), 50 mL dH20 ile ¢ozulir. HCI
(10M) ile pH 6,8 ayarlanir. Son hacim 100 mL dH2O ile tamamlanir. 4 °C’de
saklanir.

e Stock Jel Solisyonu Hazirlanmasi: 29,2 g akrilamid, 0,8 g bisakrilamid, 100
mL dH20 ile tamamlanir. Filtre kagidindan sizuldu. 4 °C’de 11k gérmeyecek
sekilde saklanir.

e %10 SDS Hazirlanmasi: 10 g SDS dH20 ile ¢ézuldr. Son hacim 100 mL dH20
ile tamamlanir.

o %10 Amonyumpersdilfat (APS): 0,1 g amonyum persulfat 1 mL dH20 ¢ozilur.
Kullanimdan dnce taze olarak hazirlanir. Isiktan koruyarak saklanir.

e 10 M HCI hazirlanmasi: 88 mL HCI izerine son hacim 100 mL olacak sekilde
dH20 eklenir.

Western blot deneyi 6ncesi hazirlanan bu karisimlardan sonra ilk olarak Seperating
jel ardindan Stacking jel hazirlanmigtir. Jel hazirlanmadan 6nce Cleaver Scientific
firmasinin western blot sistemindeki jelin dokulecedi elektroforez sisteminde camlar
temizlenerek aparatina yerlestirilmistir. 2 jel icin Stacking ve Seperating jeller Tablo

3.1.’de belirtildigi gibi gbsterilen hacimlerde hazirlanmistir.



Tablo 3.1. 2 jel igin Stacking jel ve Seperating jel hazirlanigi.
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JEL IGERIGI SEPERATING JEL (%10) | STACKING JEL (%4)
Jel Cozeltisi 5mL 0,75 mL

dH-0O 6,5 mL 2,5mL

Seperating Tamponu 3,75 mL -

Stacking Tamponu - 1,25 mL

%10 SDS 150 pL 0,1 mL

APS 150 uL 25 uL

Temed 15 uL 5uL

Seperating jel karisimi hazirlandiktan sonra hizli bir sekilde camlar arasina tek
seferde serolojik pipet yardimiyla dokilmus ve hava kabarciginin olusmamasina dikkat
edilmistir. Seperating jelin Ust kisminin diiz olmasi ve havayla temasinin kesilerek daha
iyi polimerize olmasi icin 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 dokulmustir. Kuyucuk olusturmak igin kullanilan
tarak da bu ¢izgiye gére hizalanmistir. Yaklasik 45 dk sonra jelin dondugundan emin

olununca tarak ¢ikariimigtir. Olusan kuyucuklar running tampon ile iyice yikanmistir.

Protein &rneklerimiz ilgili kuyucuklara 7,5 pg olacak sekilde yUklenmistir.
Proteinleri yiklemede dnce denatire etmek amaciyla Laemmli Tamponu 2X ile muamele
edilerek 100°C’de 4 dakika termal cyclerda tutulmustur. Jelin ilk ve son kuyucuguna
marker, aradaki kuyucuklara da érnekler yuklenmigtir. Proteinler, 120 Volt, 20 mA’da 90

dk olarak yurutulmustar.

Jeller ¢ikarildiktan sonra stacking jel kismi kesilerek atilmistir. Kalan kisma uygun
olarak PVDF membran kesilmistir. Membran kullaniimadan 6énce %100 metanol
iceresinde 5 dk bekletilerek aktiflesmesi saglanmistir. Transfer isleminde kullanilacak
olan filtre kagitlari da transfer tamponu ile yikanmigstir. Transfer tamponu soguk olarak

kullanilmistir. Jel ve membranlar filtre kagitlari arasina yerlestirilmis ve yari-islak transfer
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sisteminde (SEMI DRY blotting system-Cleaver Scientific) 20 Volt, 600 mA olacak
sekilde 80 dk boyunca transfer islemi gergeklestirilmistir.

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, a4, a7, f2, mGlul ve mGlu5 primer
antikorlari ile B-aktin kullanilarak 16 saat boyunca +4°C’de isaretlenmistir. isaretleme
sonrasi membranlar, TBS-T/PBS-T ile 6 dakikallk periyodda 3 kez yikanmigtir.
Membranlar, HRP-bagl sekonder antikorda 90 dk boyunca isaretleme yapildiktan sonra
6 dakikalik periyodda 3 kez TBS-T/PBS-T ile yikanmistir. Yikama isleminden sonra
membranin Uzerini kaplayacak sekilde Enhanced Chemiluminescence (ECL) substrat
uygulanmistir.  Protein  bantlari, membranlarin Licor gorintileme sistemine

yerlestiriimesiyle bilgisayar ortaminda analiz edilmigtir.

3.12. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)

Calismamizda AB 1-42, Ang 1-7 ve ACE2 proteinlerinin konsantrasyonlari ELISA

kitleri araciligi ile degerlendirilmigtir.

3.12.1. AB 1-42 ELISA

AB 1-42 ELISA igin Elabscience (ABD) firmasindan ticari kit elde edilmis ve Uretici

firmanin belirttigi protokole gore islem yapilmigtir. Kitin protokoll asagida 6zetlenmistir.

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/mL’lik standart
konsantrasyonlari hazirlanmistir. Ayrica, sadece tampon igeren 0 pg/mL’lik bir tiip de
hazirlanmistir. RIPA tamponu igerisinde bulunan érneklerimizden 20 pL alinmis ve
tizerine 80 L Standart & Ornek Diliisyon tamponu eklenerek, 1/5 oraninda diliisyon
yapilmistir. Standart ve drnekler kitin igerisinden ¢ikan striplerin ilgili kuyucuklarina 100
uL olacak sekilde ve iki tekrarl olarak yiiklenmistir. Yiikleme isleminin ardindan, ELISA

plakasi seffaf, yapiskanl etiket ile kapatilarak 37°C’de 90 dk inkiibasyona birakilmistir.
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inkiibasyon sonunda Kuyucuklarin icinde bulundugu sivilar uzaklastiriimis ve
Uzerine 100 pL Biotinylated Detection Ab working solution eklenmigtir. 100X
konsantrasyondaki Biotinylated Detection Ab dilienti ile 1X konsantrasyona
ayarlanmistir. Ardindan, plakanin Ustl seffaf, yapiskanli etiket ile kapatilarak 37°C’de 60

dk inklibasyona birakilmistir.

Yine inkibasyon sonunda, kuyucuklardaki sivilar uzaklastirimis ve 100X
konsantrasyondan 1X'e dille edilen yikama tamponu kuyucuklara 350 pL olarak
eklenmistir. 1-2 dk’lik beklemenin ardindan yikama tamponu uzaklastiriimistir. Bu islem

3 kez tekrarlanmistir.

Yikama isleminin ardindan, kuyucuklara 100X konsantrasyondan 1X'e dillie
edilen “HRP Conjugate working solution” 100 pL olarak ilave edilmistir. Plakanin Usti
seffaf, yapiskanli etiket ile kapatilarak 37°C’de 30 dk inkibasyona birakilmigtir.
inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki sivi kisim uzaklastirimis ve daha énce belirtilen

ylkama igslemi 5 kez olacak sekilde tekrarlanmistir.

Yikama isleminin ardindan kuyucuklara 90 pyL Substrat Reagent eklenmis ve
plakanin Ustu seffaf, yapigskan etiket ile kapatilarak 37°C’de 15 dk inkibasyona
birakilmistir. inkiibasyonun ardindan kuyucuklara 50 pyL Stop Solution eklenerek
reaksiyon durdurulmustur. Vakit kaybetmeden mikroplaka okuyucuda (Thermo, ABD)
ELISA plaka 450 nm’'de okutularak, standart ve 6rneklerin absorbans degerleri elde

edilmigtir.

Okuma igleminin ardindan cihazin Skanlt yaziliminda tim kuyucuklardaki
absorbans degerleri 0 pg/mL’deki absorbans degerlerinden c¢ikartilarak normalizasyon
yaplimig ve standartlarin absorbans dederlerinden 4-parametrik lojistik egri (4-PL)

cizilerek 6rneklerimizin konsantrasyonlari hesaplanmistir.

Deneyin baginda drneklerimizi 5 kat sulandirdiJimiz i¢in analiz sonucu ¢ikan

sonuglar 5 ile carpilarak gergek konsantrasyon sonucu elde edilmigtir.
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3.12.2. ACE2 ELISA

ACE2 ELISA deneyi icin Elabscience (ABD) firmasindan ticari kit elde edilmis ve

Uretici firmanin belirttigi sekilde gerceklestirilmistir.

Kitin icerisinden ¢ikan 25 ng/mL’lik standarttan Standart & Ornek Dillisyon
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 ¢ercevesinde belirtilen oranlarda standart solisyonlar

ve 6rnek kullanilarak yapiimistir.

3.12.3.Ang 1-7 ELISA

Ang 1-7 ELISA Elabscience (ABD) firmasindan ticari kit elde edilmis ve Uretici
firmanin belirttigi sekilde gerceklestirilmistir.

Kitin igerisinden c¢ikan 1000 pg/mL’lik standarttan Standart & Ornek Dillisyon
tamponu kullanilarak seri dilisyon ile 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.63 pg/mL’lik standart
konsantrasyonlari hazirlanmigtir. Ayrica, sadece tampon igeren 0 pg/mllik bir tip de
hazirlanmistir. Tim islemler yukarida verilen AR 1-42 ELISA kitte uygulandi§i sekilde
protokol cercevesinde belirtilen oranlarda standart sollUsyonlar ve 6rnek kullanilarak

yapimistir.

3.13. istatistiksel Analiz

Degerler ortalama + standart deviasyon olarak gdsterilmistir. Tim analizlerde
SPSS 10.0 kullanilarak istatistiksel analiz hesaplama yapildi. istatistiksel analiz sonucu

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

4.1. Hucre Canlihigi Degerlendirmesi

AB 1-42°nin 1 yM, 3 uM ve 10 uM ug farkli dozunun 24-48-72 saatteki htcre canhhgi
tizerine olan etkisi aragtiriimistir. inkiibasyona birakilan 96-kuyucuklu plakalara bekleme
suresine gore WST-1 hiicre proliferasyon kiti uygulanmistir.

Amyloid p 1-42, 24 saat
120

100
p<0,0008
80 p<0,0022
p<0,0000

60

4
2

0

1 3 10

% Canlilik
(]

o

KONTROL

—Amyloid B 1-42 Konsantrasyon (uM)——

Sekil 4.1. AR 1-42’nin SH-SY5Y hcreleri Uzerinde 24 saatlik sitotoksik etkisi. p<0,05 vs kontrol,
anlamli kabul edilmistir

WST-1 hucre canlihgi degerlendirmesi sonunda 24 saatlik veriler daha anlamli ¢iktigi
icin, 24 saatlik sitotoksisite sonuglari esas alinarak AB 1-42’nin etkin dozu 10 uM olarak

belirlenmigtir. Calisma gruplarinda 10 uM AB 1-42 final molar konsantrasyonda
kullaniimistir.
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4.2. BCA protein Analizi

Orneklerimizin BCA protein analizi temin etmis oldugumuz ticari kitin firma
tarafindan belirtilmis olan protokolliine gére gerceklestirilmistir. BCA standartlarinin 562
nm dalga boyundaki absorbans degerlerinin ortalamasi alinarak BCA kalibrasyon egrisi
(Sekil 4.2.) cizilmistir. Egim grafigine gére érneklerimizdeki protein konsantrasyonlari
y=ax+b denklemi baz alinarak hesaplanarak protein konsantrasyonlari (Tablo 4.1.)

belirlenmisgtir.

BCA-Kalibrasyon Egrisi y -0,0013x+0,2169
R? =0,9932
3
= 25
E r
=
9 2
L
2 1,5
m
£ 1
(%]
£
< 05
0
0 500 1000 1500 2000 2500
Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 4.2. BCA-Kalibrasyon egrisi ve egimi

Tablo 4.1. Protein o&rneklerinin 562 nm dalga boyundaki absorbans degerleri ve BCA
standartlarina gére olusturulan Sekil 4.2.deki egime gore karsilik gelen protein konsantrasyonlari

ORNEKLER Protein Konsantrasyonu (pug/mL)
1 KONTROL 515,7179487
2 AB 1-42 503,4102564
3 Angiotensin 1-7 577,5128205
4 AB 1-42 + Angiotensin 1-7 569,0512821
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BCA analizi sonucu o6rneklerimizde yeterli protein saptanmistir. Western blot
analizlerinde protein 6rneklerimiz kuyucuklara 7,5 ug olacak sekilde yukarida verilen

protein konsantrasyonlari baz alinarak ve hesaplama yapilarak yliklenmistir

4.3. ELISA Sonuglari

Tdm ELISA kitlerle calisan 6rneklerin  sonuglari internet ortaminda
“elisaanalysis.com” sitesinde standart absorbans degerlerinden 4-PL grafigi cizilerek
yapilmig, Orneklerimizin  konsantrasyonlari hesaplanmigtir. Deneyin  basinda
orneklerimizi 5 kat sulandirdigimiz igin analiz sonucu ¢ikan sonuglar 5 ile ¢arpilarak

gercek konsantrasyon sonucu elde edilmigtir.

4.3.1. AB 1-42 ELISA

AB 1-42, 4-PL Egrisi

Absorbans (450 nm)
L

0 200 400 600 800 1000

Konsantrasyon (pg/mL)

y = 2,90906 + ( (0,00402653 - 2,90906) / ( 1 + (x/621,694)"1,66275) )
R:1

Sekil 4.3. . AR 1-42 ELISA 4-PL Egrisi
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AB1-42 ELISA
300
290
280

270

260
250
: I

Kontrol AB 1-42 Ang 1-7 AB 1-42 + Ang 1-7

AB1-42 konsantrasyon(pg/mL)

N
w
o

N
N
o

Sekil 4.4. ELISA kit araciligi ile 6lgulen AB 1-42'nin deney gruplarindaki konsantrasyonu

AB 1-42 ELISA kiti yardimi ile tim gruplarda AR 1-42 dlzeyleri dlgulmustar. Hicre
kultdrleri ortamina tek basina ayri ayri verilen AR 1-42 ve Ang 1-7 sonrasi elde edilen A
1-42 dlzeylerinin tek basina hicre iceren ortama gére daha yuiksek oldugu ancak 10 uM
AB 1-42 ve 1nM konsantrasyonda Ang 1-7 verilen grupta saptanan A@ 1-42 duzeylerinin
diger gruplara bakildiginda daha ylksek pg/mL konsantrasyonlarda oldugu goérilmustur.
Ang 1-7 varliginin AR 1-42 verilen ortamda, AR 1-42 dizeylerinde daha fazla artisa

neden oldugu gézlemlenmistir.

4.3.2. ACE2 ELIiSA

Ang 1-7'nin tek bagina verildiginde hicre kulturt ortaminda ACE2 duzeylerini belirgin
olarak arttirmistir. AB 1-42 tek basina verildiginde ACE2 dlzeylerini kontrole goére
artirmakla birlikte, en fazla artis Ang1-7 verilen grupta gérulmustir. AB 1-42 ve Ang 1-7
ayni anda verilen grupta ACE2 duzeyleri kontrol degere daha yakin bulunmustir.
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ACE2, 4-PL Egrisi

-
L

e
i

Absorbans (450 nm)

0 IS 1r0 1’5 20 25
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 Egrisi
ACE2 ELISA
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Kontrol AB1-42 Ang 1-7 AB1-42+Ang 1-7

Sekil 4.6. ELISA kit araciligi ile dlgilen ACE2'nin deney gruplarindaki elde edilen
konsantrasyonu (ng/mL)
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4.3.3. ANG 1-7 ELISA

Gerek kontrol grubunda gerekse tek basina AR 1-42 verilen grupta elde edilen Ang
1-7 dlzeyleri arasinda fark bulunmamistir. Ancak tek basina Ang 1-7 ve AB 1-42 ve
Ang1-7 birlikte verilen gruplarda Ang1-7 dizeylerinin arttigi géralmustar.

ANG 1-7, 4-PL Egrisi

Absorbans (450 nm)

- g

1000

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.7. Ang 1-7 ELISA 4-PL Egrisi

Ang1-7 ELISA
180,00
160,00
140,00
120,00
100,00
80,00
60,00
40,00
20,00
0,00
Kontrol AR 1-42 Ang 1-7 AR 1-42+ Ang 1-7

Sekil 4.8. ELISA kit aracihgi ile Olgilen Ang 1-7'nin deney gruplarindaki elde edilen
konsantrasyonu (pg/mL)
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4.4. Western Blot Sonuglari

Hucre kultirlerinden elde edilen drneklerde primer antikor olarak sirasi ile nAchR
antkoru olan a7, a4 ve antimetabotropik glutamat reseptor antikoru mGIuR1 ve mGIuR5
calisiimistir. Tium calismalarda elde edilen piksel dansite oranlari B-actin’'e goére

normalize edilerek hesaplanmigtir.

Kontrol AB1-42 Ang 1-7_.._ AB1-42 + Ang 1-7

a7nAchR [re— —— I S S
55 kDa

a4nAchR
70kDa P

alfa7 Protein Ekspresyonu alfa4 Protein Ekspresyonu
450,00 4000,00

400,00 3500,00

350,00 3000,00
300,00 S, 2500,00

250,00 >
2000,00

200,00 >
1500,00

150,00
100,00 £ 1000,00
50.00 S00,00
0,00 0,00
Kontro! AB1-42 Ang 17 AB1-42 + Kontro Ang 1-7
Ang 1-7

Protein Ekspresyon Orani
Protein Ekspresyon Orani

llllll

Sekil 4.9. Tek basina AR 1-42, Angl-7 ve AB 1-42+Ang1-7 verilerek hazirlanan hlcre kilttiriinden
elde edilen lizatlarda primer B-actin, a7 nAchR ve a4 nAchR‘e ait géruntiler ve elde edilen
grafikler

Ang 1-7, SHSY5Y hicre kiltirlerinden elde edilen hicre lizatlarinda a7nAchR
ekspresyonunu diger gruplara goére belirgin sekilde artirmistir. Tek basina AR 1-42
varliginda a7nAchR ekspresyonu kontrole gore artmakla birlikte, bu artis tek basina
verilen Angl-7’den daha fazla degildir. Ang 1-7’nin a7nAchR ekspresyonuna etkisi A 1-

42 varhginda azalmaktadir.

a4nAchR ekspresyonu tek bagina AB 1-42 verilen SHSY5Y hicre lizat érneklerinde
artmakta ve bu artis Ang1-7 varliginda daha da fazlalasmaktadir. Ang1-7 tek basina
a4nAchR ekspresyonunu artirmakla birlikte, ekspresyon artisi Ap 1-42 varliginda daha

da 6nem kazanmaktadir.
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B2 nAchR, western blot ¢alismalarinda sonug elde edilememistir. Olasilikla SH-

SY5Y hicrelerinin bu reseptéri eksprese etmedigi séylenebilir.

Kontrol AB1-42 Ang1-7 AB1-42 + Ang1-7
mGIluR1
130 kDa o — Ll ’
I — D T

42kDa

mGIuR1 Protein Ekspresyonu

600,00
500,00
400,00
300,00
. I I

yon Orani

Protein Ekspres

Sekil 4.10. Tek basina AR 1-42, Angl-7 ve AR 1-42+Angl-7 verilerek hazirlanan hicre
kultirinden elde edilen lizatlarda primer B-actin, mGIuR1 ‘e ait gorintler ve elde edilen grafikler

SH-SY5Y hicre kdiltlrlerinden elde edilen hicre lizatlarinda, AR 1-42’nin
glutamaterjik mGIuR1 reseptér ekspresyonunu kontrol gruba belirgin seklide artirdidi
gOrulmustur. Ang 1-7 varliginda mGIluR1 reseptor ekspresyonlari kontrol grubuna goére
daha fazla eksprese edilmekle birlikte en fazla artis tek basina verilen A 1-42 grubunda
gorulmustur. Ang1-7 varliginda AR 1-42’nin mGIuR1 reseptér ekspresyonuna etkisi

azalmaktadir.
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Kontrol AB1-42 Ang1-7 AB1-42 + Ang1-7
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Sekil 4.11. Tek basina AR 1-42, Angl-7 ve AR 1-42+Angl-7 verilerek hazirlanan hicre
kultirinden elde edilen lizatlarda primer B-actin, mGIuRS ‘e ait gorintiler ve elde edilen grafikler

Glutamaterjik mGIuR5 reseptdr ekspresyonu Uzerine AR 1-42’nin SH-SY5Y hiicre
kiltdrlerinden elde edilen hicre lizatlarinda etkisinin olmadigi, kontrol gruptan elde
edilen ekspresyon sonuglari ile benzer oldugu goérulmektedir. Angl-7 tek basina
verildiginde mGIuRS ekspresyonunu tum gruplardan farkli olarak artirmaktadir. Ancak

AB 1-42 varligi Ang 1-7’nin mGIuRS ekspresyonunu artirici etkisini 6nlemektedir.
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5. TARTISMA

SH-SYS5Y hucreleri, morfolojik ve nérokimyasal 6zellikleri néronlarla karsilastirilabilir.
Noérodejeneratif hastaliklar, epilepsi, serebral iskemi gbi néronal yaralanma veya olimu
kapsayan galismalarda model olarak kullaniimaktadir (Oguchi vd 2017). N6ron benzeri
hicrelere farklilasmasi, tau protein izoformlarinin aksonal ekspresyonu ile birlikte
ndronlarin uygun biyokimyasal 6zellikleri nedeniyle AH dahil olmak tzere nérodejeneratif
hastallk modellerine karsi noroprotektif etkileri arastirmak, degerlendirmek icin
noroblastoma SH-SY5Y hucre hatti modeli kullaniimaktadir (Omar vd 2018).

Norodejeneratif hastalik galismalarinda in vitro bir model olarak kullanilan insan
noroblostoma hicre hatti olan SH-SY5Y hiicreleri olgunlasmamis noronal protein
ekspresyonu ve proliferasyonu ile karakterize (De Medeiros vd 2019) olup dopaminerjik,
glutamaterijik, asetilkolinerjik ve adenozin nérotransmitter sistemlerini birlikte eksprese

ettigi bulunmustur (Szutowicz vd 2015, Elnagar vd 2018).

SH-SY5Y hucreleri, otonom ganglion néronlarinda bulunan a3, a5, a7 ve B2, B4
sublinitelerine benzer kombinasyonlari iceren dogal nAChR’lere sahip insan
noéroblastomasidir. Bu nedenle SH-SY5Y hdcreleri kolinerjik ligand yapilarindaki
NAChR’lerin uzun sureli degisiklikleri incelemek icin model olarak kullaniimaktadir
(Sokolova vd 2009).

AH’nda, 40-43 aminoasid uzunlugundaki ndrotoksik olan diffiiz oligomerik A sonucu
olusan sinaptik bozulma (Selkoe 2002, Wei vd 2000), induklenen aksonapati (Higuchi
vd., 2002) , ndronal apopitoz (Morishima vd., 2001) hem beyin dokusunda hem de in
vitro olarak néroblastoma hiicrelerinde gdsterilmistir (Mookherjee ve Johnson, 2001,
Datki vd 2004)
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Beyin RAS, angiotensinerjik néronal yolaklar ve angiotensin peptidler (McKinley vd,
2003) serebrovaskiiler sistem hastaliklarinda 6zellikle kognitif fonksiyon bozukluklari ve
demansta (Bodiga ve Bodiga, 2013) 6nemli diizenleyici bir role sahiptir (Jiang vd 2013,
Savaskan, 2011). Beyin Ang Il seviyelerinin AT1R aracili olarak strok sonrasi iskemik
dokularda arttigi, oksidatif stres ve inflamatuar olaylar sonrasi néronal hasara katkida
bulundug@u belirtiimistir. Beyinde ACE/Ang II/AT1R déngusunin zarar verici etkileri s6z
konusuyken (Fu vd, 2017) son yillarda gindeme gelen ACE2/Ang1-7/Mas déngusundn
santral sinir sistemi hastaliklarinda yararl etkileri olabilecegi ileri suralmastur (Jiang vd
2013, Kehoe 2016).

Fu X ve arkadaslarinin 2017 yilinda primer insan RPE ve ARPE-19 hicrelerinde
yaptigi ¢calismada ACE2 protein ekspresyonunun tek basina verilen AB 1-42 ile ¢cok az
artigl, ancak AB 1-42 ve ACE2 birlikte anlamh oranda yukseldigi gosterilmigtir. Elde
ettigimiz sonuclarda SH-SYS5Y hucrelerinde Ang 1-7 verilen grupta ACE2 seviyelerinin
diger gruplara gore anlaml sekilde arttmasi Ang 1-7'nin ACE2 ekspresyonlarinda artisa
neden oldugu yonindeki yayinlari desteklemektedir (Abuohashish vd 2017). Yalnizca
AB 1-42 verilen hiicrelerde ACE2 aktivitesinin kontrol gruba gore yiksek olmasi AR’ya
yanit olarak ortaya gikan protektif etkiden dolayi olabilir. SH-SY5Y hicrelerinde AB 1-42

verilerek elde edilen sonuglarda benzer sonuglar bulunmustur (Miners vd. 2009).

Ang 1-7 seviyeleri, kontrol ve yalnizca AR 1-42 verilen hlcrelerde benzer sonuglar
verirmigtir. AR 1-42 ‘nin direkt olarak Ang 1-7 Uzerine etkisi olmadigini sdyleyebiliriz.
Ang1-7 verilen hicrelerde beklenildigi gibi Ang 1-7 seviyeleri artmistir. Ang 1-7 + AB 1-
42 verilen grupta, elde edilen sonuglar tek basina Ang 1-7 verilen gruba benzerdir. Ap 1-
42'nin etkisinin ACE2/Ang1-7/Mas donglusunde oOzellikle ACE2 seviyeleri Uzerinde

oldugunu, Ang1-7 Uzerine direkt etkisinin olmadigini sdyleyebiliriz.

AB, AH patogenezinde énemli bir toksik faktor olup ayrica néron sag kalimi, sinaptik
plastisite ve bellek olusumunda da rol oynamaktadir. Siklikla AH‘da kolinerjik
disfonksiyondan s6z edilmesine karsin, AB'nin a7 nAchR’leri Gzerinde hem agonistik
hem de antagonistik etkileri vardir. Antagonistik etkilerin ve ortaya g¢ikan patolojik
bulgularin AB’nin doz bagimh etkisinden olabilecegi bildiriimektedir (Sadigh-Eteghad vd
2014). Zira dusik konsantrasyonlardaki AR’nin monomerik formlari néroprotektif etkili

olabilir.
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Saglikli birey beyin dokularinda AR konsantrasyonlari pikomol seviyelerinde iken bu
oran AH bireylerde nanomol diizeylerine ¢ikabilmektedir (Chambon vd 2011). insan sinir
sisteminde nAChR’leri 8 ayri a sublnite (a2-a7, a9, a10) ve 3 ayr1 B subunite (32-p4)
olarak yer almaktadir. Bazal 6n beyinde a7 nAChR ve AB ekspresyonu goézlenmekle
birlikte, a7 nAChR ekspresyonunda degisikliklerin kolinerjik nérotransmisyonu etkiledigi
(Parri vd, 2011) hatta patolojilerin gelismesine katkida bulunabilecegi belirtimektedir (Yu
vd 2012). AB’nin néronal eksitabilite, sinaptik plastisite, bellek olusumunda dizenleyici
rol oynadigi ve ilging olarak sentetik AB monomerlerinin ndronlari eksitotoksisteden
korudugu gosterilmigtir (Giuffrida vd, 2009). Bu olaylarin bayidk kisminin a7 nAChR
araciligi ile oldugu ve bu nikotinik alt tip reseptér agonizmasinin néroprotektif olabilecegdi
belirtiimistir (Shaffer vd, 2007, Sadigh-Eteghad vd 2014). Calismamizda Ang 1-7 tek
basina verildiginde a7 nAChR ekspresyonlarini belirgin sekilde arttirmaktadir. AR 1-42
ve Ang 1-7 verilen SH-SY5Y hiicrelerinde ise a7 nAChR ekspresyonunun tek basina A
1-42 verilen gruptan daha fazla oldugu gorulmektedir. AB 1-42’in oligomerik formlarinin
SH-SY5Y hucrelerinde a7 nAChR’lerinin ekspresyonunu aktive ettigi bildirilmektedir
(Lilja vd 2011). Secici bir a4B2 nAChR agonisti sitizin ve segici bir a7 nAChR agonisti
DMXBA uygulandigi zaman AR sitotoksisitesi onemli 6lcide azalmigtir. Bu bulgular hem
a432 hem de a7 nAChR stimilasyonunun AP sitotoksisitesine karsi koruyucu oldugunu
gOstermektedir (Shimohama ve Kawamata 2018). Calismamizda elde ettigimiz
sonuglarda Ang 1-7'nin a7 nAChR ekspresyonlarinda belirgin artisa neden olmasi A
sitotoksisitesine karsi koruyucu etkisinin oldugunu goésterebilir. Ang 1-7 bu etkilerini

ACE2 aktivite artigini saglayarak gergeklestiriyor olabilir.

Postmortem AH’larin temporal kortekslerinden elde edilen 6rneklerde a4 nAChR protein
seviyelerinde belirgin azalmanin oldugu ve bunun lipid peroksidasyonu ile parelellik
gosterdigi  bildirilmistir (Yu vd 2003). Ancak farkli yayinlarda nAChR’lerinin
subunitelerinin bulunduklari beyin boélgesine, subselliler yerlesimine gore farkli yanit
verdikleri gosterilmistir. Deneysel ¢alismalarda AB, nAChR alt tiplerini 6zellikle a4, 32 ve
a7 olmak Uzere aktive ya da antagonize edebilir. AB’nin konsantarsyonu, peptid
uzunlugu, konformasyonu gibi etkenler reseptdr protein seviyelerini degistirebilir (Dineley
vd 2015). Calismamizdan elde ettigimiz sonuglarda a4 nAChR ekspresyonunun en fazla
AB 1-42 + Ang 1-7 verilen grupta oldugunu goérduk. Tek basina AB 1-42’nin a4 nAChR
ekpresyonunu arttirmasina ragmen, Ang 1-7 varliginda bu etkinin daha da fazla oldugu
g6rilmektedir. Ang 1-7 kontrole goére bir miktar a4 nAChR ekspresyonlarinda artisa
neden olmakla birlikte AR 1-42 varliginda bu etkide artis olmaktadir. AH'da a4 nAChR
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ekspresyonlarindaki artista A 1-42 ve Ang 1-7 additif olarak etkilesmekte olup, bu

etkinin nedeni acgik degildir.

mGIuR’leri postsinaptik seviyede ndronal eksitabilite siddetini ya da
norotransmitter salinimini diizenler (Luo vd 2011). mGluR’ler hipokampus, serebellum,
amigdala, striatum, korteks dahil olmak Gzere bilis ve davranisla ilgili beyin yapilarinda
uyarici sinapslar lzerinde glutamaterijik iletimde dnemlidir. Grup | mGIuR bakildiginda
MGIUR1 reseptorlerinin hipokampustaki ekspresyonu 6grenme ve bellek, mGIuR5
reseptdrlerinin 6grenme, hafiza, motor dizenleme ve mekansal 6grenme Uzerinde
potansiyel rolleri vardir (Gasbarri ve Pompili 2014). AH fare modellerinin yani sira néron
kalturlerinde mGIuR Grup | sinyalinin AB42 toksisitesini duzenledigini gostermektedir.
Ayrica, AH beynindeki mGIuR Grup [I'lerin ekspresyonundaki degisiklikler, AH
patolojisinin ilerlemesinde farkh rollere sahip oldugunu ortaya koymustur (Riberio vd
2016). mGIuR bellek edinme, 6grenme ve bazi noérodejeneratif bozukluklarda yer
aldigindan, mGIuR sinyalizasyonu ile AB birikimi arasindaki iliski 5Gnem kazanmaktadir.
(Wang vd 2004). AHde mGIuR ekspresyon degisikligi s6z konusudur (Lee vd 2004,
Timothy vd 2013) . Grup | mGIluR’lerin etkileri protektif veya dejeneratif olabilir. Grup |
mGIuR’lerin dislk presinaptik aktivitede sinaptik transmisyon ve regillasyonda etkisi
minimum dizeydedir. Yiksek frekansli uyarida Grup | mGluR’lerin hticresel etkileri cok
guglenir. Bu aktivite artigi ile Ca*2-duyarli proteaz olan kalpain aktive olarak mGIuR1’in
C- ucundan kirpar ve nérodejeneratif hale getirir (Baudryvd 2012). AB ile indiklenen
membran depolarizasyonuna, AB42’'nin birikmis formu ve oOzellikle mGIuR?1’in
aktivasyonunun neden olabilecegdi goOsterilmistir. AR, K+ akimlarinin modulasyonu ve
bazi tirozin kinazlarin aktivasyonu ile birlikte mGIuR1/G proteini sinyalizasyon
aktivasyonuyla depolarizasyonu indikler (Riberio vd 2016). Calismamizda yalnizca AB
1-42 verilen SH-SY5Y hicrelerinde mGIuR1 protein ekspresyonun belirgin sekilde
artmasi nérodejenerasyon bulgularini desteklemektedir (Riberio vd 2016). Ang 1-7 + AB
1-42 birlikte verildiginde ise mGIuR1 proetin ekspresyonlarinda AB 1-42 verilmesi sonucu
gérilen belirgin artisin azaldigi gérilmektedir. Ang 1-7, AB 1-42 ile ortaya ¢ikan mGIuR1

protein ekspresyon artisini engellenmistir.

mGIu5R protein ekspresyonu artigi yalnizca Ang 1-7 verilen grupta gézlenmistir.
Ancak tek basina verilen AR 1-42 mGIuR5 Uzerine etkisiz gibi gézikse de Ang 1-7
varhginda, Ang 1-7 ‘in mGIuR5 ‘ler Uzerine olan etkisini engellemistir. MGIURS5

ekspresyonu a7 nAChR ekspresyonuna benzer sekilde sadece Ang 1-7 verilen grupta
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belirgin artis gdéstermistir. Ancak AB 1-42 varligi Ang 1-7 ile ortaya c¢cikan mGIuR5
ekspresyon artisini inhibe etmistir. mGIu5R’leri NMDA reseptéri bagimli 6grenme ve
calisan bellek gibi kognitif fonksiyonlari diizenleyici bir role sahip olup, NMDA reseptor
defisitlerinde kognitif fonksiyonlari dizenlemektedir (Homayoun H. vd 2004). Heniz
AHda roli net oalark ortaya konulamayan mGIuR5 ‘lerin etkileri acik olmayip
calismamizda Ang 1-7'nin mGIuR5 protein ekspresyonuna etkisi modile edici yonde

olabilir.
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6. SONUG

Calisamizda AH’da etkili olabilecedi dusunilen RAS kompenentlerinden biri olan
Ang 1-7’nin SH-SY5Y hdcrelerindeki nikotinik ve metabotropik glutamaterjik reseptoérlere
etkisi AB 1-42 verilerek indiklenen AH hiicre modelinde arastirildi. Calisma sonunda AR
1-42 verilen hicrelerden élgllen AB 1-42 seviyelerinin kontrole goére yikselmis oldugu

ancak Angl-7’nin ilgin¢ olarak bu yukselise katki sagladigi goriaimustur.

Ang 1-7 beklenildigi gibi ACE2 seviyelerinde artisa neden olmakla birlikte etkisi A
1-42 tarafindan inhibe edilmektedir. Tek bagina verilen Ang 1-7, Ang 1-7 seviyelerini

artirmaktadir. AB 1-42'nin Ang 1-7 varliginda, Ang 1-7 seviyelerine etkisi olmamaktadir.

Ang 1-7 belirgin olarak a7nAchR ekspresyonu kontrole gore artmakla birlikte, Ang 1-
7'nin a7nAchR ekspresyonuna etkisi AR 1-42 varliginda azalmaktadir. Ang 1-7 tek
basina a4nAchR ekspresyonunu artirmakla birlikte, ekspresyon artisi AB 1-42 varliginda

daha da onem kazanmaktadir.

AB 1-42, mGIuR1 reseptor ekspresyonlarinda belirgin artisa neden olmaktadir. Ang
1-7, AB 1-42’nin mGIuR1 reseptdr ekspresyonuna etkisini azalmaktadir. Ang 1-7 ise tek
basina verildiginde mGIuR5 ekspresyonunu tim gruplardan farkli olarak artirmaktadir.

Ancak AB 1-42 varhgi Ang 1-7'nin mGIuR5 ekspresyonunu artirici etkisini dnlemektedir.

Sonug olarak Ang1-7 ile AR 1-42 etkilesimi ACE2 metabolik yolaginda inhibe edici
sekilde gerceklesmektedir. Reseptdér ekspresyon dizeyinde ise AHda azaldigi
gosterilen a7nAchR ekspresyonunda artisa neden olan Ang 1-7’in etkisi oldukca
onemlidir. Ancak bu etki kullandigimiz 10 pM konsantrasyondaki AR 1-42 ile

azalmaktadir. Ang 1-7 ve AB 1-42'in a4nAchR’ler Uzerine olan etkisi ayni yonde gibi



45

g6zikmektedir. Bizim calismamizda da saptadigimiz ve benzer sekilde gosterilen,
AH’de iyi tanimlanan ve artti§i gosterilen mGIluR1 reseptér ekspresyonlarinin Ang 1-7 ile
inhibe edildigi gosterilmistir. mGIlu5R’lerin ekspresyonlarinin daha 6nceki yayinlarda

bildirildigi gibi AH modelinde artmadigi ancak Ang 1-7 ile artmis olmasi ilgingtir.

Elde ettigimiz bilgilere gére Ang 1-7, SH-SY5Y AH modelinde, a7nAchR Uzerinde
agonistik, mGIluR1’ler Uzerinde antagonistik etkiye sahip gozikmektedir. Beyin RAS, son
yillarda ilgi ¢ceken bir alan olup, bu yolakta yer alan peptidlerin 6zellikle Ang 1-7’nin

etkisinin daha acik bir sekilde konulabilmesi i¢in daha ayrintili galismalara ihtiyag vardir.
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