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OZET

Norodejenerasyonla iligkili néronal islev bozukluklarini arastirmak icin
kullanilan sinaptozomlar, sinaptik fonksiyonlarin incelenmesine olanak
saglayan bir in vitro model sistemidir. Sirtuin 1 (SIRT1) ve poli(ADP-riboz)
polimeraz-1 (PARP1)in yani sira peroksizom proliferator ile aktive edilmis
reseptor gama (PPARYy), Alzheimer hastaliginda (AD) rol oynayan stres yaniti
ve apoptotik yolaklar: regiile ederek noroprotektif etkiler gostermektedir. AD
etyopatogenezinde hentiz etkin bir tedavi sekli bulunmamaktadir. Bu nedenle,
potansiyel yeni terapotik ajanlarin AD’deki rollerini daha iyi1 anlayabilmek
icin noroprotektif sinyal yolaklar1 {tizerindeki etkilerinin arastirilmas:
gerekmektedir. Calismamizda, niikleer reseptor agonisti olan bexarotene ve
hiicresel biyoenerjetigin homeoastazindan sorumlu olan nikotinamid, AB(1-42)
ile inkiibe edilmis sinaptozomlardaki noéroprotektif etkilerinin antioksidan,
oksidatif stres, apoptoz ve SIRT1/PARP1/PPARy sinyal yolaklar1 tizerinden

arastirilmasi: amaclanmistir.

Calismamiz in vivo ve in vitro olmak tizere 2 kisimdan olusmaktadir. In
vivo kisminda, her grupta alt1 hayvan olacak gekilde yirmi dort adet Wistar
albino erkek sican 4 gruba (kontrol, DMSO, nikotinamid ve bexarotene)
ayrildi. Deney gruplarindaki hayvanlara 7 giin boyunca intraperitoneal olarak
DMSO (%1), nikotinamid (100mg/kg) ve bexarotene (0.1mg/kg) uygunland.
Ardindan, hayvanlar dekapite edilerek serum ve beyin dokular1 alindi.
Calismamizin in vitro kisminda ise, AD modelinin olusturulmasinda
kullanilacak olan sinaptozomlarin beyin dokusundan elde edilme i¢in 3 farkl
1zolasyon yontemi (Whittaker, Percoll gradient ve siikroz gradient) kullanilda.
Elektron mikroskop analiz sonuglarina gore, en efektif izolasyon yonteminin
stikroz gradient prosediirii oldugu belirlendi. 10uM AB(1-42) konsantrasyonu
ile inkiibe edilen sinaptozomlardaki TAS, TOS, CASP3, Cyt ¢, SIRT1, PPARy
ve PARP-1 seviyeleri ELISA yontemiyle 6l¢tildii.

Serum ve beyin 6rneklerindeki biyokimyasal analizler ve histopatolojik
incelemeler DMSO, nikotinamid ve bexarotene uygulamalarinin sican beyin

dokusunda herhangi bir hasara neden olmadiginm gosterdi. In vitro AB(1-42)
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uygulamasinin sinaptozomlarda TAS, SIRT1 ve PPARy seviyelerini
azaltirken, TOS, CASP3, Cyt ¢, ve PARP1 seviyelerini arttigimi bulduk.
Nikotinamid tedavisinin antioksidan kapasitesini destekleyerek oksidatif
stresi ve apoptozu baskiladigi ve SIRT1 aktivasyonu tizerinden PPARy
artirnrken, PARP1 distsiine neden olmustur. Bexarotene ise, PPARy

aktivasyonu ile SIRT1 seviyelerinde 1liml1 bir artigsa neden olmustur.

Sonu¢ olarak, AD patogenezinde nikotinamid sinaptozomlardaki
miktokondriyal fonksiyonlar1 diizenleyerek bexarotene gore daha etkili

olabilecegini bulduk.

Anahtar kelimeler: Alzheimer hastaligi, Sinaptozomlar, Nikotinamid,

Bexarotene, Antioksidan, Oksidatif stres, Apoptoz, SIRT1, PARP1, PPARy.
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SUMMARY

Synaptosomes used to investigate neuronal dysfunctions associated with
neurodegeneration are an in vitro model system that allows examination of
synaptic functions. Sirtuinl (SIRT1) and poly(ADP-ribose) polymerase-1
(PARP1) as well as peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARYy)
have neuroprotective effects by regulating stress response and apoptotic
pathways involved in the Alzheimer's disease (AD). There is no effective
treatment for AD pathogenesis yet. Therefore, it is necessary to investigate the
effects of potential new therapeutics on neuroprotective signaling pathways in
order to understand their role in AD. In our study, we were aimed to
investigate the neuroprotective effects of bexarotene, nuclear receptor agonist,
and nicotinamide, responsible for the homeoastasis of cellular bioenesthetics,
in synaptosomes incubated with AB(1-42) through antioxidant, oxidative

stress, apoptosis and SIRT1/PARP1/PPARYy signal pathways.

Our study consists of 2 parts, in vivo and in vitro. In the in vivo section,
twenty four Wistar albino male rats were divided into 4 groups (control,
DMSO, nicotinamide and bexarotene) with six animals in each group. DMSO
(1%), nicotinamide (100mg/kg) and bexarotene (0.1mg/kg) were administered
intraperitoneally to animals in the experimental groups for 7 days. Then,
animals were decapitated and serum and brain tissues were removed. In the in
vitro part of our study, 3 different isolation methods (Whittaker, Percoll
gradient and sucrose gradient) were used to obtain the synaptosomes from the
brain tissue that will be used to create the AD model. According to the electron
microscope analysis results, the most effective isolation method was
determined to be the sucrose gradient procedure. TAS, TOS, CASP3, Cyt c,
SIRT1, PPARy and PARP-1 levels in the synaptosomes incubated with a
concentration of 10uM AB (1-42) were measured by ELISA method.

Biochemical analysis and histopathological examinations in serum and
brain samples showed that DMSO, nicotinamide and bexarotene treatments
did not cause any damage to the rat brain tissue. We found that in vitro AB (1-
42) administration decreased TAS, SIRT1 and PPARy levels in synaptosomes
while increasing TOS, CASP3, Cyt c¢, and PARP1 levels. Nicotinamide
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treatment suppressed oxidative stress and apoptosis by supporting antioxidant
capacity and increased PPARy through SIRT1 activation, causing PARP1
decrease. On the other hand, bexarotene caused a moderate increase in SIRT1

levels with PPARYy activation.

Consequently, we found that nicotinamide can be more effective than
bexarotene in AD pathogenesis by regulating mycochondrial functions in

synaptosomes.

Keywords: Alzheimer's disease, Synaptosomes, Nicotinamide, Bexarotene,

Antioxidant, Oxidative stress, Apoptosis, SIRT1, PARP1, PPARYy.
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1.GIRIS VE AMAC

Ilerleyici bir nérodejeneratif bozukluk olan Alzheimer hastalifi (AD),
yashlarda demansin 6nde gelen nedenlerinden biridir. AD, amiloid-beta (AB)
plaklarin hiicre dis1 birikimi ve noérotoksisite ve sinaptik kayba neden olan
norofibriler diagimlerin (NFT) hiicre i¢i birikimiyle ortaya g¢ikmaktadir
(Masters vd., 2015). Ayrica, AB plaklarinin birikimi, nevritik yaralanma
kaskatini tetikleyici bir role sahip olmasi nedeniyle, AD'de noéronal
disfonksiyona ve hiicre 6limine yol acmaktadir. AB peptid, amiloid 6nci
proteininin (APP) B ve y sekretazlar tarafindan proteolitik yikilimi ile farkh
uzunluklardaki polipeptitlere ayrilir. Ancak, diger polipeptitlerden daha
hidrofobik yapiya sahip AB (1-42), AB peptitlerinin tiretiminin artmasi veya
klirensinin bozulmasi nedeniyle AD hastalarimin beyninde biriken baslica

taradiar (Scheltens vd., 2016).

AD, diinya nufusunun yaslanmasiyla belirgin sekilde daha yaygin hale
gelmektedir. 2050 yilina kadar her seksen bes kisiden birinin AD’ye
yakalanacagi tahmin edilmektedir (Brookmeyer, Johnson, Ziegler-Graham, &
Arrighi, 2007). Bu hastalikla iligkili kigisel ve mali yikler g6z oOniine
alindiginda, AD'nin 6nlenmesi ve/veya tedavisi i¢in yeni ve etkili terapotik

stratejilerin geligtirilmesine duyulan ihtiyag¢ her gegen giin artmaktadir.

Beynin farkli bolgelerinde izole edilebilen subseliiler membranéz yapilar
veya izole edilmis sinir terminalleri olan sinaptozomlar, beyin
noérotransmisyonu ve noroplastisitesinin yapisi ve molekiiler mekanizmalari
dahil olmak tizere birgok beyin fonksiyonunu incelemek i¢in kullanilan ilgi
cekici bir model sistemidir (Tai vd., 2014). Sinaptozomlar, protein sentezini,
plazma membran potansiyelini ve iyon homeostazini siirdiiren metabolik ve
enzimatik  olarak aktif dizenli —membranéz  yapilardir. Ayrica,
noérotransmitterlerin alinmasi, depolanmasi ve serbest birakilmasi1 ve sinyal
iletimi i¢in gerekli kanallar1 ve reseptorleri icerirler (Whittaker, 1993).
Sinaptozom c¢aligsmalari, norotransmisyon ve sinaptik protein-protein
etkilesimlerine olan molekiiler yaklagimlar hakkindaki anlayisimiza yardimeci

olan noérokimya arastirmalarinin temel taslarindan birini olusturmaktadir



(Ghijsen, Leenders, & da Silva, 2003). Ayrica, sinaptozomlarda aktif kalan
biyokimyasal stirecler daha fazla arastirma yapmaya ve noérodejeneratif
surecler hakkindaki yeni bulgularin ortaya konmasina olanak saglamaktadir.
Bu nedenle, AD gibi noérodejeneratif hastaliklarla iligkili sinaptik iglev

bozukluklarini arastirmak i¢in yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

Oksidatif stres, reaktif oksijen tirlerinin (ROS) tiretimine neden olan ve
ROS'un ortadan kaldirilmasindan sorumlu antioksidan mekanizmalar
arasindaki dengesizlik olarak tanimlanir. Yaslanma siireciyle yakindan iligkili
olan  oksidatif stres, hiicresel redoks dengesinin bozulmasindan
kaynaklanmakta ve apoptotik yolaklari indiiklemektedir (Smith, Harris,
Sayre, & Perry, 1997). Beyin vicudun toplam bazal oksijen tliketiminin
yaklasik %20'sini olusturur ve bu yuksek oksijen tiketimini ROS tlretimini
arttirabilir. Bu nedenle, beyindeki néronal sistemler énemli 6l¢iide oksidan
strese maruz kalmaktadir (Radi, Formichi, Battisti, & Federico, 2014).
Yaglanma siireci, ROS tretimindeki artigla iligkili oldugundan, yasla iligkili
bir norodejeneratif hastalik olan AD {tizerine yapilan calismalar, oksidan
hasarin AD'de sadece erken safhalarinda meydana gelen bir olay olmadigini,
ayni zamanda hiicre sinyal yolaklarin1 uyararak hastaligin baglatilmasinda da
onemli bir rol oynadig1 gosterilmistir (Su vd., 2008). AB aracili néronal
sitotoksisite, oksidan stresi artirarak noéronal apoptoza yol agmaktadir.
Apoptozu basglatan veya engelleyen sinyal yolaklarinin bilegenleri sinaptik
terminallerde yogunlasarak sinaptik fonksiyonlar:i dizenlerler. Sinaptik
terminallerde, AB birikimiyle indiiklenen oksidan stres, kaspaz kaskadini

aktive ederek noronal kayiplarina neden olur (Li, & Sheng, 2012).

Sirtuinler, AD, Parkinson hastaligi ve Huntington hastaligi gibi birgok
yaygin norodejeneratif hastalikta protektif etkiler sergileyen nikotinamid
adenin dintikleotit (NAD+) bagimhi enzimlerdir. NAD+-bagimh deasetilaz
sirtuin ailesinin 7 iyesinden biri olan sirtuin 1 (SIRT1)'in, in vitro ve in vivo
yapilan calismalarda AB birikimini azalttigi bildirilmistir. Ayrica, SIRT1'in
antioksidan, antiapoptotik, gen ekspresyonu ve mitokondriyal biyogenez gibi
noroprotektif islevlerin diizenlenmesinden sorumlu mekanizmalarda 6nemli

bir role sahip oldugu gosterilmistir (Albani, Polito, & Forloni, 2010). Fakat

2



SIRT1, hem noroprotektif hem de norodejeneratif paradigmalarla
iligkilendirilmistir. Ilging bir sekilde, SIRT1'in hem aktivasyonunun hem de
inhibisyonunun nérodejeneratif siireclerde etkili oldugu ifade edilmektedir

(Tang, & Ng, 2013).

ADP-riboz birimlerinin donéri olan poli (adenozin difosfat [ADP]-riboz)
polimerazlar (PARP'lar), NAD+1n substrat olarak kullanildigi mono- veya poli
(ADP-ribozil) transferaz aktivitesine sahiptir. Poli (ADP-riboz) polimeraz-1
(PARP-1, EC 2.4.2.30), genom stabilitesinin korunmasi, transkripsiyonunun
diizenlenmesi, hiicre cogalmasi ve apoptotik sinyal yolaklar1 gibi cesitli
biyokimyasal stireclerde rol alir. Cinki PARP-1 oksidatif ve genotoksik
streslerle aktive olmaktadir (Krishnakumar, & Kraus, 2010). PARP-1,
mitokondriyal proteinlerin ekspresyonunun epigenetik regiilasyonu ile
mitokondrideki enerji metabolizmasini etkiler. Cogunlukla mitokondride
lokalize olan hiicresel NAD+; PARP, mono-ADP-riboz transferazlar ve
sirtuinler tarafindan kullanmilir. PARP1, DNA onarimimi dizenleyerek ve
genomik biitlinliigiini koruyarak, hiicrenin hayatta kalmasini saglamaktadir.
Aynm1 zamanda, mitokondriyal hiicre 6lim efektoérlerinin modiilasyonunu
diizenleyerek apoptozu indiklemesi gibi c¢ift islevli sinyal molekuladir
(Aredia, & Scovassi, 2014). Bu nedenle, norodejenaratif streglerdeki PARP1
aktivasyonu veya inhibisyonuna yonelik tedavi stratejileri hala belirsizligini

korumaktadir.

Niikleer reseptorlerin bir alt ailesi olan peroksizom proliferator ile aktive
edilen reseptorler (PPAR'lar), insiilin duyarliliginin diizenlenmesinde 6nemli
bir rol oynarlar. Ayrica, AD tedavisinde potansiyel terapotik hedefler olarak
hizmet etmektedir. Son yillarda, bir PPAR ailesinin bir tiyesi olan PPAR gama
(PPARY)'nin, transgenik AD hayvan modellerinde AB ve tau patolojisini
azaltarak o6grenmeyi ve hafizayr gelistirdigi bulunmustur (Masciopinto vd.,
2012). Bununla birlikte, PPARy aktivasyonunun, AD etyopatogenezindeki
molekiiler sinyal yolaklar1 tzerindeki belirsizligi hala sliremektedir. Bu
yuzden, PPARy hedefli terapotik ajanlarin hiicresel hedefleri nasil modiile

ettigini arastiran daha kapsamli calismalara gereksinim vardir.



Retinoidler, niikleer retinoik asit reseptorlerine (RAR) ve retinoid X
reseptorlerine (RXR'ler) baglanarak, gen ekspresyonunu, hiicre farklilagsmasim
ve proliferasyonu ve 6liim yolaklarini regiile ederler. Bexarotene, 1999'da ABD
Cida ve Ilac Idaresi tarafindan kutanéz T hiicreli lenfoma tedavisinde
kullanilmak t{zere onaylanmig bir retinoittir (Gniadecki vd., 2007).
Bexarotene, yliksek kan-beyin bariyeri gecirgenligi ve mevcut giivenlik profili
goz Onune alindiginda, AD tedavisinde kullanilabilecek 1yi1 bir terapdtik
adaydir. Uygun dozlarda kullanilirsa, bexarotenenin noérodejeneratif
hastaliklarin tedavisinde de faydali1 olabilecegi bildirilmektedir (Cramer vd.,
2012). Bexarotene, PPAR-y ve RXR reseptorlerine baglanarak apolipoprotein E
(ApoE) ekspresyonunu ve AB klirensini arttirmasiyla, hafiza ve biligsel
aktivitedeki iyilesme ile iligkilendirilmistir (Tai vd., 2014). Ote yandan,
bexarotene’nin norofibriler diigiim olusumunu geciktirdigi, ancak AB plaklarin
temizlenmesinde dogrudan bir etkisinin olmadigi gosterilmistir (Huy vd.,
2017). Bu nedenle, bexarotene’nin noroprotektif mekanizmalari hakkindaki

arastirmalar halen devam etmektedir.

B3 vitamininin amid formu olan nikotinamid, c¢esitli hicresel
fonksiyonlarda ve metabolizmada rol alan koenzim NAD ve fosforlu tirev olan
NADP sentezinin énciisiidiir. Nikotinamid, NAD biyosentezinde hiz sinirlayic
bir enzim olan nikotinamid fosforiboziltransferazin (NAMPT) aktivasyonu
yoluyla NAD+’a doniistiiriilliir. Elektron transferi igin bir enerji substrati ve
kofaktori olarak NAD+, aerobik enerji metabolizmasinin ve redoks dengesinin
stirdirilmesi ile NAD+-bagh sinyal yolaklarinin regiile edilmesi gibi cesitli
fizyolojik ve biyokimyasal siiregler i¢in gereklidir (Belenky, Bogan, & Brenner,
2007). Ayrica, nikotinamidin kan-beyin bariyerini kolayhikla gegebilmesiyle,
AD’de AB araciligiyla indiiklenen norodejeneratif siireglere karsi koruyucu
etkilere sahip oldugu da gosterilmistir (Green vd., 2008). Bu nedenle
nikotinamid, hiicredeki NAD+ konsantrasyonunu koruyarak noérodejeneratif
hastaliklar ile hiicre 6lim mekanizmalarina kars1 gosterdigi protektif etkiler

bakimindan gelecek vadeden terapotik bir ajandir.

Tez calismamizda ilk olarak, sicanlar kontrol, DMSO, nikotinamid ve

bexarotene olmak tlzere dort gruba ayrildi. Bexarotene DMSO igerisinde
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¢oziindiiglinden, DMSO grubu deneysel protokole eklendi. Deney prosediiriin
in vivo kisminda, sicanlara bir hafta boyunca intraperitoneal olarak DMSO,
bexarotene ve nikotinamid uygulanmasi yapildi. Kontrol grubundaki sicanlara
ise serum fizyolojik verildi. Bu sirenin sonunda, siganlar dekapite edilerek
serum ve beyin dokular1 alindi. Calismamizin in vitro kisminda, AB (1-42)
aracili ex vivo AD modelini olusturmak i¢in kullanilacak sigcan beyin
sinaptozomlarinin elde etmeyil amacladik. Bu amacla, beyin sinaptozomlarinin
elde edilmesinde yaygin olarak kullanilan 3 yontemin (Whittaker ve ark.
(1964), stukroz gradient ve Percoll gradient yontemleri) metodolojik
kargilagtirilmasini yapmay: planladik. Boylece, 3 farkli yontem ile elde dilen
sinaptozomlarin transmisyon elektron mikroskobu (TEM) yardimiyla
presinaptik ve postsinaptik membran yapilarinin morfolojik olarak
incelenmesiyle, kullanilan izolasyon yontemlerinden hangisinin daha etkili
veya verimli olduguna karar vermeyi amacladik. Izolasyon yonteminin
belirlenmesinden sonra, AB (1-42) maruziyetine karsi deney gruplarindaki
sicanlarin beyin dokusundan izole edilen sinaptozomlarda, nikotinamid ve
bexarotene’nin noroprotektif etkilerinin arastirilmasini hedefledik. Bu amagcla,
AB (1-42) inklibasyonu 6ncesi ve sonrasinda sinaptozomlardaki total oksidan
kapasite (TOS), total antioksidan kapasite (TAS), kaspaz 3 (CASP3), sitokrom
C (Cyt c), SIRT1, PARP1 ve PPARy seviyeleri olgmeyi planladik. Ayrica,
bexarotene ve nikotinamid uygulamasinin sigan beyin dokusunda
histopatolojik bulgulara neden olup olmadigini belirlemek i¢in histolojik ve

immunohistokimyasal analizler de gerceklestirdik.

Sonu¢ olarak tez calismamizda, bexarotene ve nikotinamid gibi AD
tedavisinde kullanilabilecek potansiyel terapotiklerin oksidatif ve apoptotik
mekanizmalar yani sira SIRT1/PARP1/PPARy sinyal yolaklar1 tizerindeki
etkinliklerinin arastirilmas1 amaclanmistir. Boylece, nikotinamid ve
bexarotene’nin bu biyokimyasal yolaklar tzerindeki literatirde yer alan
celigkili sonuclara yeni bulgular sunarak bu alandaki bilimsel birikime 6nemli

bir katki saglayabilecegini diisiiyoruz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Alzheimer Hastalig1 ve Norodejeneratif Mekanizmalar

Diinya nufiisundaki yaglanma oraninin artmasiyla, son yillarda AD’ye
yonelik yogun bilimsel 1ilgi, bu ilerleyici nérodejeneratif bozuklugun
yayginliginin énemli bir yansimasidir. AD ilk kez 1907 yilinda Alois Alzheimer
tarafindan tanimlanmistir ve giniimizde dinya capinda yirmi milyondan
fazla insani etkileyen en yaygin demansla iligkili hastalik haline gelmistir.
Alois Alzheimer 1907de dikkat cektigi amiloid plaklarin ve noérofibriler
digtimlerin, vakalarin yaklasik %50 ila %701 i¢in patolojik substrat gibi

gorundigini gostermisgtir.

AD, NFTlerin olusumuna ve noéronal hicrelerin kaybina yol acan AB
peptitlerinin ve tau proteininin patolojik birikimi ile karakterizedir. 39-43
amino asitlik bir peptid olan AB, saglikli insan beyninde de bulunur ve normal
bir fizyolojik roli oldugu distiniilmektedir. AD'de, beyin hiicrelerinin
ekstaseliiler kisminda amiloid plaklarin birikimi; sinaptik disfonksiyon,
inflamatuar yanitlar ve néron kaybi ile yakindan iligkilidir. AD patolojisinde,
tau proteini yogun hiperfosforilasyona ugrar ve bu da hiicre i¢ci NFTleri
olusturan tau proteininin birikimine yol acar. NFT'min hiicre i¢gi olusumu
mikrotiibiill deformasyonuna, dendritik spinal bozulmaya ve aksonlarin

dejenerasyonuna neden olur (Combs, Hamel, & Kanaan, 2016).

AB-proteinin senil plaklarda ve serebral kan damarlarinin duvarlarinda
birikimi, AD patolojisinin temel o6zelligidir. AB, cesitli hiicrelerde eksprese
edilen kromozom yirmi bir tzerinde bulunan bir gen tarafindan kodlanan
~110-130 kDa’lik tip I transmembran glikoprotein olan APP’nin proteolitik
yikihmiyla tretilir (Selkoe, 1994). Insan dokularmmin tamaminda ifade
edilebilen bu protein, plazma zari, endoplazmik retikulum (ER), golgi aygit1 ve
mitokondri gibi ¢esitli organellerde bulunmaktadir. Amino asitlerin sayisina
ve sekansina gore degisen birkac¢ AB tiri vardir; kirk ve kirk iki amino aside
sahip olanlar (sirasiyla, AB 1-40 ve AB 1-42) beyinde en bol AB tirleridir
(Recuero, Serrano, Bullido, & Valdivieso, 2004). AB olusumunda sorumlu olan

APP, salg1 yolu (veya amiloidojenik olmayan) ve amiloidojenik yol olmak tizere



2 farkli mekanizma ile metabolize edilir. Birinci yolakta, APP ilk olarak a-
sekretaz tarafindan proteolize ugrayarak c¢ozlinir fraksiyonlar olan N-
terminal (SAPPa) ve C-terminal (C83) parcalarini olusturur. C83 devaminda, 3
kDa’lik (C3) daha kiigiik bir C-terminal pargasini olusturmak i¢in y-sekretaz
tarafindan parcalanir. APPnin a-sekretaz ile bolinmesi AB peptidine ait
engeller. Amiloidojenik yolakta APP, B-sekretaz ile proteolizi sonucunda kisa
N-terminal parcasi1 (sAPPB) ve amino asitlerin tam amiloidojenik sekansini
iceren daha uzun C-terminal parcasi (C99) olusumunu saglar. Ardindan,
APPnin daha sonra ikinci kez y-sekretaz ile bélinmesiyle, AB peptitleri
olusturur (Sekil 2.1). AB tirleri, nihayetinde amiloid plaklarini olusturmak
i¢in dimerler, trimerler, oligomerler, protofibriller ve fibriller halinde kademeli
olarak toplanan monomerler olarak salinir. Benzerliklerine ragmen AB (1-42),
agregasyona ve fibrilizasyona daha yatkin norotoksik AB peptid tiiridir. Bu
nedenle, AB (1-42), AD patogenezinde 6nemli bir rol oynar (Rhein, & Eckert,
2007).

Amiloid peptit
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Sekil 2.1 Transmembran proteini olan APP’nin sekretaz enzimleri tarafindan
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proteolizi (De-Paula, Radanovic, Diniz, & Forlenza, 2012).

AB oligomerleri, amiloid turevlerinin en toksik formlari olarak kabul

edilir. Bu oligomerler noéronlar ve glial hiicrelerle etkilesime girerek, pro-



inflamatuar kaskadlarin aktivasyonuna, mitokondriyal disfonksiyona, artmis
oksidan strese, hiicre i¢i sinyal yolaklarinin bozulmasina, sinaptik plastisiteye,
tau hiperfosforilasyonuna, kalsiyum metabolizmasinin deregiilasyonuna,
noronal apoptozun indiiksiyonuna ve hiicre 6liimiine neden olmaktadir. Bu
mekanizmalar, sonugta APP metabolizmasinin iglev bozukluguna ve AB
peptitlerinin daha fazla tretimine yol actigindan, kendi kendine devam
edebilen, pozitif bir geri besleme donglisiine yol acar (Sanz-Blasco, Valero,

Rodriguez-Crespo, Villalobos, & Nunez, 2008).

Norodejenerasyonun ilerlemesi, hem AB hem de NFTlerin birikim
derecesi ile yakindan iligkilidir. Bu patoloji NFT’lerin esasen hiicre ici
birikimiyle olusur. Bu digimlerin ana bilegseni, mikrotiibil ile iligkili tau
proteinidir. Noronlarda hiicre iskeletinin 6énemli bir bileseni olan tau, cogu
dokuda bulunan ve periferik sinir sisteminde yiiksek oranda eksprese edilen
bir proteindir. a- ve B-tibiilin ile etkilesime giren tau'nun fosforilasyon
durumu, mikrotibillerin stabilizasyonu i¢in 6nemlidir. Noronlardaki
mikrotiibiiller, noéronal yapi, aksonal tasima ve noronal plastisitenin
korunmasi i¢in gereklidir (Lindwall, & Cole, 1984). Tau, merkezi ve periferik
sinir sisteminde yaygin olarak eksprese edildiginden, noéronal fosfoprotein
olarak kabul edilebilir. Taunun noéronal sentezinin korunmasi,
mikrotibiillerin stabilitesi ve noérotransmitterlerin aksonal tasinmasi igin
gereklidir (Shahani, & Brandt, 2002). Tau'nun anormal fosforilasyonu,
mikrotiibiillerin yapisin1 bozarak tubiline baglanma yetenegini olumsuz
etkiler. Ek olarak, hiperfosforillenmis tau, aksonal tasimayi ve sinaptik
metabolizmay1 bozarak, hiicre iskeletinin bozulmasina ve néronal 6liime neden
olur. Tau'nun serin ve treonin kalintilarinin fosforilasyonu ve defosforilasyonu
noronal homeostazda kritik diizenleyici olaylardir. Fosforillenmis tau proteini,
NFT’lerin ana bileseni olan eglesmig helikoidal filamanlarla (PHF) bir arada
bulunur. PHF-tau kompleksi, tau proteini molekiili basina 6 ila 8 fosfat
grubuna sahiptir; bu da, saglikli beyindeki tau proteininin (normalde, protein
basina 2 fosfat grubu) normal fosforilasyon derecesinden ¢ok daha ytliksektir
(Wang, Grundke-Igbal, & Igbal, 2007). Ancak, embriyonik gelisim

asamalarinda, noronal tau baskin olarak hiperfosforillenmis durumdadir.



Bunun nedeni, merkezi sinir sisteminin (MSS) erken gelisim asamalarinda
noronlarda ve sinapslarda noroplastik degisiklikler icin hiperfosforile tau
proteinlerine ihtiya¢ duyulmasidir. Yetiskin MSS’de tau, baskin bir sekilde
defosforile halde bulunur; ¢iinkii néronal homeostazi korumak igin hiicre
iskeletinin gerekli stabilitesi defosforile haldeyken saglanmaktadir (Johnson,

& Stoothoff, 2004).
2.1.1. Oksidatif stres

Yaglanma ile beyinde artan bir slire¢ olan oksidatif stres, ROSun asir1
Uretimini veya antioksidan sistemin islev bozuklugunu iceren redoks
durumundaki bir dengesizlik ile indiiklenir. Mitokondriyal elektron tasima
zincirindeki sitokrom oksidaz kompleksi molekiiler oksijenin (O2) yaklasik
%98'1ini kullanmir ve kalan oksijen hidrojen peroksit (H202) ve siiperoksit
radikallerine (O2-) indirgenir. Oksijenin bir elektron tarafindan indirgenmesi,
oksidatif stres zincir reaksiyonlarinda ROS o6nciillerinin olusumuna neden

olur. Asamali olarak Oz 'nin indirgenmesi asagidaki gibi gergeklesir:
O2+ e+ H"— HO2" (Hidroperoksil radikali)
HO2* — H*+ O2'-
Oz~ + 2H*+ e — H202
H202+ e — OH-+ "OH
HO" + e+ H* — H20

O2'- ve H202'in agir1 iretimi, demir veya bakir gibi ge¢is metallerinin
varliginda Haber-Weiss reaksiyonuyla (Oz2- + H202 — HO® + OH- + Oy)
genellikle yiiksek derecede reaktif hidroksil radikali (*OH) ve hidroksil iyonu
(OH-) gib1 oksidan molekiillerin olusumunu icerir (Leeuwenburgh, &
Heinecke, 2001). Ayrica O2'- , nitrik oksit (NO) gibi diger radikallerle de
reaksiyona girer ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS) olarak adlandirilan son
derece gii¢lii bir oksidan olan peroksinitrit (ONOO-) olusumuna neden olur.
Buna gore, ROS ve/veya RNS, sinmirli antioksidan savunmasi mekanizmasi
varliginda oksidatif stresi indiikleyen ana molekiillerdir. Bununla birlikte,

redoks dengesindeki hafif bir dalgalanma kontrol altina alinmadiginda,



oksidan konsantrasyonunda artisa yol acarak lipitleri, proteinleri,
polisakkaritleri ve hatta DNA'y1 hedefleyen ROS aracili zincir reaksiyonlarin
baslatilmasina neden olur (Droge, 2002). O2'- , mitokondri tarafindan
enzimatik ve enzimatik olmayan iglemlerin kontrolii altinda tretilmektedir.
Mitokondriyal elektron tasima zinciri, elektronlar1 oksijene tasiyan bir dizi
redoks merkezi igerir. Bu nedenle, O2'- 'nin baglica enzimatik kaynaklari,
sitokrom P450 sistemi ve H2Oz'ye bagli oksijenazlar dahil olmak tizere cesitli
hiicre zarlarinda bulunan NADPH oksidazlardir. Oz2'- 'nin bir bagka enzimatik
kaynag:r 1ise, ksantin dehidrojenazin ksantin oksidaza proteolitik
dontisimidir. Enzimatik olmayan Ogz°- lretimi ise, oksijenin dogrudan,
indirgenmis koenzimler veya flavin, demir kiikiirt proteinleri gibi prostetik

gruplar tarafindan transferi yoluyla gerceklesir (Hlavica, 2015).

AD’de, beyin dokusun anormal sekilde AB peptitlerin ve NFTlerin
birikimi ile oksidatif hasar da artmaktadir. AB aracili nérodejenerasyonda
demir (Fe), ¢cinko (Zn) ve bakir (Cu) gibi indirgeyici ge¢is metalleri énemli bir
rol oynar. Cinkii AB ve APPnin N terminal alanlarinda bakir ve ¢inko i¢in
yiksek afiniteli baglanma boélgeleri bulunur. Bu metallerin birikimi,
yaslanmadan etkilenen ve AD sirasinda amiloid ve tau patolojileri tarafindan
artan bozulmus noéronal metal homeostazindan kaynaklanmaktadir. Proteinin
yanlis katlanmasi, agregasyonu ve metal iyonu homeostaz1 arasinda siki bir
baglant: vardir. Ozellikle Zn, APP’ye baglanarak proteinin islenmesini
dogrudan etkiler. Zn, Fe ve Cu, AB'ye baglanarak agregasyona neden
olmaktadir. Benzer sekilde, bu gecis metallerinin tau’ya baglanmasi, proteinin
fosforilasyonuna ve mikrotiibiillerden ayrilarak NFT’lerin olusumuna neden
olmaktadir (Barnham, & Bush, 2014). Zn, Fe ve Cu, Oz- ve H202'yi HO"
dontistirdiigiic Fenton reaksiyonuna benzer katalitik reaksiyonlar kullanarak
ROS {iretimini tegvik ederler. Cu atomunun yiiksek derecede reaktif ‘OH’in
uretimine aracilik etmesi, amiloid plaklarda bulunan yiksek Cu
konsantrasyonu nedeniyle AD beyninde oksidatif stresi indiklemektedir.
Ayrica, AB peptitlerinin uzunlugu oksidatif hasar ile dogrudan iligkilidir. AB
(1-42) AB (1-40)’den daha toksiktir ve H20Og2y1 ve diger ROS tiretme olasiligi
daha ytiksektir (Valko, Morris, & Cronin, 2005).
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2.1.2. Mitokondriyal disfonksiyon ve apoptoz

ABnmin aracilik ettigi ROS iretimi, mitokondriyal membran hasarina
neden olarak; mitokondriyal disfonksiyona, anormal enerji metabolizmasina
ve sinaptik kayba yol acarak ROS tiretimini hizlandirabilmektedir. Mitokondri
hem enerji metabolizmas1 hem de ¢esitli apoptotik yolaklar tizerindeki kavsak
noktasi oldugundan, noéronal hiicrelerin canliligini devam ettirebilmesi i¢in
kritik oneme sahip bir organeldir. AD’li hastalarin beyninde artmis oksidatif
stres, sinaptik aktivite kaybi da dahil olmak {izere birden fazla hicresel
fonksiyonu kademeli olarak etkileyebilirken; ayni zamanda Cyt c’nin
mitokondriden sitoplazmaya gecisiyle de apoptozu tetikleyebilir. Bu nedenle
mitokondriyal disfonksiyonlar, hiicresel yasamda néronlarin normal igleyisini
etkileyen 6nemli metabolik anormalliklere neden olmaktadir (Padurariu vd,

2013).

Programlanmis hiicre o6limiinin 6zgin bir formu olan apoptoz, cok
hiicreli organizmalarin gelisimi ve homeostazi i¢in 6nemli bir yolaktir. Memeli
hiicrelerinde ekstrinsik veya o6lim reseptori tarafindan baslatilan yol ve
intrinsik veya mitokondriyal bagimli yol olmak iizere 2 ana apoptotik yolak
vardir. Intrinsik yolaktaki, pro-apoptotik protein olan Cyt ¢'nin mitokondriden
sitozole salinimi DNA hasar1 ve oksidatif stres gibi sinyaller tarafindan
tetiklenir (Liv d., 2000). Mitokondriyal i¢ zarin periferik bir proteini olan Cyt
¢, solunum zincirindeki kompleks III ve kompleks IV arasinda bir elektron
mekigi olarak iglev goriir. Cyt c, sitozol icinde bir apoprotein olarak sentezlenir
ve mitokondriye translokasyondan sonra hem grubuyla iligkilendirilir.
Dolayisiyla, fonksiyonel Cyt ¢ veya holo-Cyt ¢, hem grubuna kovalent olarak
baglanan 104 amino asit kalintisindan olusan tek bir polipeptit zincirinden
olusmaktadir (Kagan vd., 2004). Fizyolojik pH'da, Cyt c¢ c¢ogunlukla
protonlanir, yani ¢ogu Cyt c, elektrostatik baglar yoluyla mitokondriyal ig
zarinda bol miktarda bulunan asidik fosfolipitlere baglanir. Bu nedenle,
mitokondrideki Cyt c¢nin c¢ogunlugu membrana baglh halde bulunur.
Mitokondriyal Cyt cmin en az %151 hem elektrostatik hem de hidrofobik
etkilesimler yoluyla membran fosfoliptlerine sikica baglanir. Geriye kalan Cyt

¢, zayif elektrostatik etkilesimlerin bir sonucu olarak mitokondriyal i¢ zarina
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gevsek bir sekilde baglanir ve kolayca mobilize edilebilir. Gevsek ve sikica
baglh Cyt ¢ havuzlar: farkl iglevlerde rol oynamaktadirlar. Gevsek bagh Cyt c,
elektron tasinmasina katilarak ROS olugsumunu ve oksidatif stresi onler.
Digeri ise, biiyiik 6l¢lide mitokondriyal i¢ zari ile simirli olan bir lipit olan
kardiyolipine baghdir. Kardiyolipin, Cyt c¢nin mitokondriyal membranlara
baglanabilmesi i¢in gereklidir. Kardiyolipine bagli Cyt ¢, solunum zincirinde
elektron tasimina katilmaz, ancak Cyt c’ye atfedilen peroksidaz aktivitesinden

sorumludur (Garrido vd., 2006).

Mitokondriden salinan Cyt c, sitozol i¢cindeki apoptotik proteaz aktive
edici faktor-1 (Apaf-1) ile etkilesime girerek apoptozom olusumunu ve kaspaz
aktivasyonunu saglar. Kaspazlar aktif bolgesinde yeralan sistein kalintilar: ile
proteolitik aktiviteye sahiptirler ve proteinleri aspartik asit kalintilarindan
kesebilirler (Adrain, Brumatti, & Martin, 2006). Kaspazlar bir kez aktive
olduktan sonra, hiicre 6limiine karsi geri donisi olmayan biyokimyasal
mekanizmalar:1 baglatmis olurlar. Kaspazlar, apoptozdaki (memelilerde
kaspaz-3, -6, -7, -8 ve -9) ve inflamasyondaki (insanlarda kaspaz-1, -4, -5, -12)
rollerine goére smiflandirilirlar. Apoptozda rol alan kaspazlar etki
mekanizmalarina gore baslatici kaspazlar (kaspaz-8 ve -9) ve uygulayici
kaspazlar (kaspaz-3, -6 ve -7) olmak tzere 2 alt sinifa ayrilir. Kaspazlar
baslangigta, genellikle aktivasyon i¢in dimerizasyon ve hidroliz gerektiren
inaktif monomerik prokaspazlar olarak sentezlenir (Taylor, Cullen, & Martin,
2008). Insanlarda en az on dért kaspaz olmasina ragmen, bu enzimlerin sadece
bazilari, farkli hiicre tiplerinde c¢esitli 6liim uyaranlar: tarafindan proteolitik
olarak aktive edilirler. Bununla birlikte, pro-CASP3 genellikle otoproteolitik
bolinme ile aktif hale gelir. Pro-CASP3 regiile edilmezse, kaspaz aktivitesi
hiicreleri ayrim gézetmeden éldiriar. Bir uygulayici kaspaz olarak pro-CASP3,
apoptotik sinyaller olustuktan sonra bir baglatic1 kaspaz tarafindan proteolize
ugrayana kadar hicbir aktiviteye sahip degildir. CASP3in katalitik bolgesi,
163. pozisyondaki sisteinin (Cys-163) sulfidril grubunu ve 121. pozisyondaki
histidinin (His-121) imidazol halkasini igerir. His-121, hedef molekiildeki
aspartat kalintisinin karbonil grubunu stabilize ederken; Cys-163 ise peptit

bagini1 hidrolize eder. Cys-163 ve 238. pozisyondaki glisin (Gly-238) ayrica
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enzim-substrat kompleksinin tetrahedral ge¢is durumunu hidrojen bagiyla
stabilize etme iglevi gorir. CASP3, diger uygulayic1 kaspazlarin birgogundan
biraz daha genis bir pH araliginda aktiftir. Bu genis aralik, CASP3'iin normal
ve apoptotik hiicre kosullar: altinda tamamen aktif olmasini1 saglamaktadir
(Stennicke, & Salvesen, 1997). CASP3 apoptotik hiicrede hem digsal
(ekstrinsek-6lim ligandi) hem de igsel (intrinsik-mitokondriyal) yollarla aktive
edilir. Her 2 yolakta, enerjiye bagh bir molekiiler olay dizisinin baslamasi i¢in
spesifik tetikleme sinyallerine ihtiya¢ duyar. Her bir yol kendi baglatic
kaspazini (-8, -9, -10) aktive ederek CASP3’lin aktivasyonunu saglar.

Kaspazlar, APP proteolizinde ve AB peptid tirlerinin biyogenezinde
dogrudan bir role sahiptirler. Ozellikle, CASP3 aracili APP hidrolizi ile elde
edilen C31 C-terminal peptidi, baz1 genlerin transkripsiyonel regiilasyonu ile
apoptoza aracilik etmektedir. Noronlarin AB'ya maruz kalmasi veya AB
birikmesine neden olan APP’nin asir1 ekspresyonu, CASP3’iin hem ekstrinsek
hem de intrinsik yolaklar tizerinden aktive ederek apoptozu indiklemektedir

(Glabe, 2001).
2.1.3. Antioksidan mekanizmalar

Norodejeneratif hastaliklar beyin ve plazmadaki antioksidan seviyeleri
ile yakinda iligkilidir. Antioksidanlar, oksidatif strese karsi néronal korumada
ve AD’nin biligsel ve davranigssal semptomlarini tedavisinde 6nemli bir yere
sahiptirler (Khlebnikov, Schepetkin, Domina, Kirpotina, & Quinn, 2007).
Antioksidanlar ilk olarak “oksitlenebilir bir substratin oksidasyonunu 6nemli
O0lcide  geciktiren veya engelleyen herhangi bir madde” olarak
tanimlamiglardir (Halliwell, & Gutteridge, 1995). Daha sonra bu tanim
geligtirilerek, antioksidanlar “ROS’u dogrudan temizleyen ya da dolayli olarak
antioksidan savunma sistemlerini destekleyen veya ROS iiretimini engelleyen
herhangi bir madde” olarak tanimlanmistir. Bir antioksidan molekiil,
oksidasyon sirasinda uretilen radikalik formlar1 temizledikten sonra,
molekiiller arasi hidrojen baglar1 kurarak yeni radikallerin olusumunu
engellemektedir (Khlebnikov vd., 2007). Antioksidanlar serbest lipit

radikallerinin olugsgumunu engellemek, otoksidasyon zincir reaksiyonunun
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yayllmasini o6nlemek (zincir kirici antioksidanlar), diger antioksidanlarla
sinerjizm olusturarak hidroperoksitleri kararli bilesiklere indirgemek,
indirgeyici gecis metallerini (demir ve bakir tlirevleri) selatlamak ve pro-
oksidatif enzimleri (lipooksijenazlar) inhibe etmek gibi cesitli biyokimyasal

yollarla aktivitelerini gésterebilirler (Kancheva, 2009).

Antioksidan savunma mekanizmalari, endojen ve ekzojen olmak lzere 2
ana gruba ayrilmaktadir. Endojen antioksidanlar enzimatik veya non-
enzimatik 2 alt sinifa sahiptir. Endojen enzimatik antioksidanlar glutatyon
peroksidaz (GPx), katalaz (CAT), stperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
rediktaz (GR) ve glutatyon S transferaz (GST)dan olusurken, non-enzimatik
antioksidanlar glutatyon (GSH), trik asit, lipoik asit, koenzim Q ve
selenyumdur. Ekzojen antioksidanlar ise E vitamini, A vitamini, C vitamini,

dogal flavonoidler ve fenolik asitlerdir (Pisoschi, & Pop, 2015).

Enzimatik antioksidanlar, ROS olusumunu 6nleyen veya nétralize eden
enzimlerden olusur. Peroksitleri indirgemek igin 2 elektron veren ve aym
zamanda Fenton reaksiyonu (Fe* + H202 — Fe3* + OH- + *OH) i¢in
potansiyel substrat olarak peroksitleri ortadan kaldiran selenyum iceren bir
enzim olan GPx, H202nin su (H20) veya ilgili alkollere indirgenmesini
katalize eder. CAT ise, H2O2’yu H20 ve Oz dontstirir. Memeli dokularinda
kofaktor olarak bakir-¢cinko iceren sitozolde (Cu,Zn-SOD), kofaktér olarak
manganez i¢ceren mitokondriyal matrikste (Mn-SOD) ve hiicre disinda olmak
uzere 3 izoforma sahip SOD, siiperoksit anyonlarimi (O2 ") HoOz2'ya dontstirir.
GR, glutatyonu okside halden (GSSG) indirgenmis hale (GSH) donustirerek
ROS noétralizasyonunu saglar. Sitozol, mitokondri ve mikrozomlar gibi farkl
hiicresel organellerde bulunan GST, GSH'1n konjugasyon aktivitesiyle
ksenobiyotiklere ve zararli bilesiklere karsi hiicresel detoksifikasyona ve
oksidatif strese karsi kritik bir rol oynar (Allocati, Masulli, Di Ilio, & Federici,
2018).

Non-enzimatik antioksidanlardan bir hidrojen atomu veya bir elektron
donéri olarak GSH, hiicreleri ROS’a kars1 koruyan endojen bir tripeptittir (y-

glutamil sisteinil glisin). Hiicrenin ana tiyol-disiilfid redoks tamponu olan
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GSH, detoksifikasyonda ve antioksidan mekanizmalarda onemli rol oynar.
Urik asit, hemoglobinin otoksidasyonu veya makrofaj aracili peroksit tiretimi
gibi reaksiyonlardan kaynaklanan radikalleri temizleme yetenegine sahiptir.
Benzer sekilde, lipoik asit ve elektron tasima zincirindeki temel elektron
tasiyicist olan koenzim Q, ROS ve RNS kaynakli lipit peroksidasyonunu
onlemektedir. Selenyum 6ncelikle GPx kofaktori olarak islev goriir ve H2O2'ye

kars1 koruma da saglar (Carocho, & Ferreira, 2013).

E vitamini (a-tokoferol), radikallerin zincir reaksiyonlarinmi durdurarak
hiicre zarlarimi lipit peroksidasyonuna karsi korur. C vitamini, lipitlerin
peroksidasyondan korunmasi i¢cin E vitamini ile birlikte hareket eden suda
¢ozlinir bir antioksidandir. C wvitamini, hidroksil, alkoksil ve slperoksit
radikal anyonunu ve RNS’leri temizleyerek DNA, lipitler, proteinler ve
karbonhidratlar gibi makro molekiillerin oksidasyonunu o&nler. ROS’lar
uzerinde selator etkiye sahip olan fenolik asitler ve bir karotenoid olan A
vitamini ROS temizleyicileri olarak antioksidan aktiviteye sahiptirler (Jee,

Lim, Park, & Kim, 2006).
2.2. Sirtuinler

Sirtuin ailesi, simif I ve II histon deasetilazlarindan farkli olarak,
kofaktor olarak NAD+-bagimli olan sinif III protein deasetilazlardan olusur.
Ik olarak Saccharomyces cerevisiae’de tamimlanan sirtuinlere sessiz bilgi
diizenleyicileri (SIR) adi verilmisti. Ardindan sirtuinlerin, ¢ok ¢esitli histon
(H3 ve H4) ve histon olmayan proteinlerde hidroliz yoluyla asetil gruplarim
lizin kalintilarindan uzaklastirdiginin bulunmasiyla, genel olarak lizin

deasetilazlar olarak adlandirilmiglardir (Chang, & Guarente, 2014).

Sirtuinler deasetilasyon mekanizmalar1 ile hiicresel fizyolojinin birgok
yonlini etkilemektedir. Memelilerde, her biri farkli hiicresel lokalizasyona
sahip oldukca spesifik fonksiyonlar gosteren 7 farkli sirtuin proteini (SIRT1-7)
bulunur. SIRT1 ve SIRT2 hem c¢ekirdekte hem de sitoplazmada lokalizedir.
Cekirdege lokalize olan SIRT1, insiilin sinyalinin inhibisyonu gibi sitoplazmik
hedefler tizerinde hareket etmesi gerektiginde sitoplazmaya transfer edilir.

SIRT2 sitoplazmaya lokalize olmasina karsin, bir niikleer protein olarak
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hareket edebilir ve hiicre dongisiini dizenleyebilir. SIRT2, tiibilin
mikrotiibiillerini ve sitoplazmadan cekirdege gecen transkripsiyon faktorlerini
deasetile eder. Mitoz sirasinda hiicrelerin mitotik fazdan cikigi icin SIRTZ2
gereklidir. SIRT3, SIRT4 ve SIRT5 sadece mitokondriye lokalizedir ve
mitokondriyal strese yanit olarak enerji metabolizmasim diizenler. Ornegin
SIRT3, amino asit metabolizmasini, yag asidi oksidasyonunu, trikarboksilik
asit dongiisiini, elektron tasima zinciri aktivitesini, mitokondriyal DNA
replikasyonunu, transkripsiyonunu ve translasyonunu diizenlemek i¢in cesitli
proteinleri deasetile eder. SIRT4iin bir¢cok hedef proteini, SIRT3 tarafindan da
diizenlenebilir. SIRT5 o6zellikle enerji metabolizmasinin diizenlenmesinde
sorumlu enzimlerle etkilesime girer. SIRT6 ve SIRT7, histonlar dahil olmak
uzere hiicre i¢1 sinyal proteinlerini deasetile ederek gen ekspresyonunu

diizenlerler (Donmez, 2012).

Genel olarak, sirtuinler protienlerin sentezini ve fonksiyonunu
diizenleyerek hiicrelerin metabolik streslere uyum saglamasina yardimci
olurlar. Her sirtuin karakteristik bir deasetilaz aktivitesine sahiptir.
Deasetilasyon, SIRT1 ve SIRT2nin en belirgin aktivitesidir. Buna karsilik,
SIRT4 ve SIRT6 ¢cogunlukla mono-ADP-ribozil transferaz aktivitesine sahiptir.
SIRT3 ve SIRT6 ise her 2 aktiviteye de sahiptir (Morris, 2013).

SIRT1'in C-terminal alanindaki yirmi bes amino asitlik sekans,
deasetilaz aktivitesi i¢cin gereklidir. Tek basina disik katalitik aktiviteye
sahip C-terminal, N-terminaliyle birlikte katalitik aktiviteyi on iki ila kirk beg
kat daha fazla guclendirir. SIRT1’in aktivitesi, substratlarindan biri olan
NAD+1n hiicresel seviyeleri tarafindan siki bir sekilde kontrol edilir. NAD
tim canli hiicrelerde bulunan 6énemli bir koenzimdir. Metabolizmada, NAD
elektron transferi yoluyla redoks reaksiyonlarinda okside (NAD+) ve rediikte
(NADH) formlarda bulunabilir. NAD+ ve NADH metabolik reaksiyonlarda
yaygin olarak kullamilmaktadir ve NAD+nin hiicresel seviyesi, hiicresel enerji
durumunun o6nemli bir gostergesidir. Sonug¢ olarak SIRT1, hiicresel enerji
durumu ile uyarlanabilir transkripsiyonel faktorler arasinda molekiiler bir

baglant1 saglar. Sistemik metabolik homeostazda yer alan ¢ok sayida
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transkripsiyon faktorii regiile etmesi nedeniyle, SIRT1 metabolizmanin

entegrasyonunda kritik bir 6neme sahiptir (Li, & Kazgan, 2011).

2.3. Poli (ADP-Riboz) Polimerazlar

Poli (ADP-ribozilasyon) (PARilasyon), poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP)
enzimleri tarafindan katalize edilen bir posttranslasyonel protein
modifikasyonudur. PARP enzim ailesi on sekiz tyeden olugsmakta ve bu
enzimlerin sadece 30 protektif etkili PARP olarak kabul edilebilirken, diger
aile tyeleri mono (ADP-ribozil) transferazlar olarak islev gormekte veya
enzimatik aktiviteleri heniiz belirlenmemistir. PARP’larin hedef protein ve
substratlarla etkilesimiyle aktivasyona ugramasi, transkripsiyon ve
replikasyondan DNA onarimina kadar bir¢cok hiicresel olayr etkiler. Bu
molekiiler yolaklar; hiicre proliferasyonu, farklilagmasi, metabolizmas1 ve
hiicre 6liumi gibi hiicresel fonksiyonlarin temelini olusturur (Sekil 2.2).
PARilasyon islemi sirasinda, substrat olarak NAD+ kullanilir ve bu yiiksek
enerjili metabolit, aktif PARP enzimleri tarafindan nikotinamid ve ADP-riboza
hidrolize edilir. Buna karsilik, PARPlar ilk ADP-riboz birimini uygun
substratlara baglar ve daha sonra tekrarlanan NAD+ hidrolizi ile diger ADP-
riboz birimlerini olusturarak ADP-riboz kisimlarini polimerize eder. PARP’lar,
multikatalitik domainlere sahip enzimlerdir. Bu katalitik bolgeler PARP’larin
protein-protein, protein-nikleik asit ve protein-metabolit etkilesimlerinin

gerceklestirilmesinden sorumludurlar (Burkle, & Virag, 2013).

17



Hiicre sinyali

%20 ¢

Hiicre sekli

®
Dep®
C.:.\_"I‘rans]asyon ®®
v_\i_.‘ o
-Hiicre dongiisii, Metabolizma
©\ 0900 00

DNA'nin korunmasi

000000

Hiicre 6liimii

%0002

Sekil 2.2 PARP ailesi. PARP’lar tim hiicresel siireclerle iligkilendirilmistir.
Renkler PARP’larin sahip oldugu enzimatik aktiviteyi gostermektedir: mavi =
poli (ADP-ribozil) transferaz, kirmizi = mono (ADP ribozil) transferaz, yesil =

transferaz aktivitesi yok (Daniels, Ong, & Leung, 2015).

PARPlar hiicresel homeostaz icin hayati 6nem tasiyan fonksiyonlara
sahiptirler. PARilasyonun etkileri, hiicresel tepkilere cesitli sekillerde c¢evrilir.
PARP (oto-PARilasyon) ve diger substrat veya proteinlerin PARilasyonu
(hetero- PARilasyon), proteinlerin aktivasyonunu, inhibisyonunu veya hiicre
i¢ci translokasyonu ile sonuglanan hedeflerin fizikokimyasal o6zelliklerini
degistirir. PARP’lar DNA onarim siregleri, transkripsiyonel diizenleme ve
oksidatif stresle iligkili hiicre 6limi yolaklarinda da rol almaktadirlar.
Hicresel PARP aktivitesinin c¢ogunlugu cekirdekte gerceklesir, ancak
sitoplazmanin PARP aktivitesini de barindirdigi bilinmektedir. PARilasyona
ugrayan proteinler ¢ekirdekten sitozole transfer edilebilmektedir (Bai, Nagy,

Fodor, Liaudet, & Pacher, 2015).

PARP1, DNA tek ve cift zincirli kiriklar: ile aktive edilen ve DNA hasari
i¢in oldukca hassas bir sensor enzim olarak karakterize edilmigtir. Niikleer bir

enzim olan 116-kD’lhik PARP1, N-terminal DNA baglama alani, otomatik

18



modifikasyon alani ve C-terminal katalitik alami olmak tzere 3 temel
kisimdan olusur. PARP1, N-terminal DNA baglanma bélgesinde bulunan
c¢cinko parmak motifleri yoluyla kirik DNA wuglarina baglanir. C-terminal
bolgesi, substrat olarak NAD+ kullanir ve poli (ADP-riboz) polimerlerin
katalitik sentezinde rol oynar (Langelier, Servent, Rogers, & Pascal, 2008).
Bir¢cok ROS ve RNS tiirti, DNA zincirlerinin kopmasina neden olabileceginden
PARP1’1 bu yolla aktive eder. Ayrica, AD’de, AB sentezi ve klirensi arasindaki
dengesizlik, elektron transport zincir komplekslerinin inhibisyonuna neden
olarak ROS tiiretimini ve oksidatif stres seviyesini arttirir; béylece PARP1’'in
aktive etmekte ve mitokondriyal membran potansiyelindeki degisimlerle

apoptotik yolaklar: indiklemektedir (Kraus, & Hottiger, 2013).
2.4. Peroksizom Proliferator ile Aktive Edilen Reseptorler

Peroksizom proliferator ile aktive edilen reseptorler (PPAR’lar), cesitli
metabolik slireclerde rol alan ve hiicresel fonksiyonlar i¢in gerekli olan genleri
diizenleyen ligandla aktive edilen transkripsiyon faktoérleridir. PPAR’lar, N-
terminalinde bir DNA baglayici bolge, peroksizom proliferatér yanit
elemanlarini (PPRE) spesifik olarak taniyan esnek bir DNA baglayici bolge ve
C-terminalinde bir ligand baglayici bélge icermektedir. Spesifik ligandlarla
etkilesimin ardindan PPAR’lar, yapilarim1  degistirdikleri ve gen
transkripsiyonunu diizenledikleri cekirdege tasinir ve baska bir niikleer
reseptor olan retinoidd X reseptorit (RXR) ile heterodimerize olurlar.
PPAR/RXR heterodimeri, hedef genlerin promotoér bolgesindeki PPRE’ye
baglanir ve birlikte hedef genlerin transkripsiyonunu diizenlemek igin
kromatin gevsemesini baslatan histon asetil transferazlar ve RNA
polimerazlar ile etkilesime girmektedir. Ayrica, PPARlar mitokondriyal
biyogenezi, oksidatif metabolizmayi, yag asidi oksidasyonunu ve
glukoneogenezi diizenler; mitokondri lizerindeki koruyucu etkileri sayesinde
beyin fonksiyonlarini da iyilestirebilirler. PPAR ailesi PPARa, PPARB/S ve
PPARYy olmak tzere 3 izoformdan olusurlar. Bu 3 izoform, doku dagilimlari,
ligand o6zgilliikleri ve fizyolojik rolleri bakimindan birbirinden farklidir (Zoete,

Grosdidier, & Michielin, 2007). PPARa esas olarak karaciger, bébrek, beyaz ve
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kahverengi yag dokusu dahil olmak tlizere yiksek yag asidi metabolizmasina
sahip olan dokularda eksprese edilir. PPARB/6 hemen hemen tiim dokularda
eksprese edilir ve yag asidi oksidasyonunu diizenler. PPARy, insan ve
kemirgenlerde 2 izoformdan olusur: PPARy1, ~54.5 kDa daha kisa form ve
PPARy2, ~57.6 kDa daha uzun form. PPARy2 yag dokusu ile simirhdir ve
adiposit farklilagsmasinda 6nemli bir rol oynar. Aksine, PPARY1, néronlar ve
glia gibi beyin hicreleri ve kemik iligi kaynakli bagisiklik hiicreleri dahil
olmak tlzere cesitli hiicre tiplerinde eksprese edilir (Yonutas, & Sullivan,

2013).

PPARy, G-protein bagli reseptorler, bliyime faktorleri, antioksidan
enzimler, kok hiicre genleri, kinazlar, sitokinler/kemokinler, pro-inflamatuar
faktorler, iyon kanallar1 ve tasiyicilar dahil olmak tizere birgok genin
ekspresyonunu siki bir gekilde diizenlemektedir. Diizenlenen genler 3 ana
kategoriye ayrilabilir: 1) yag asidi/glukoz metabolizmasi, 2)
inflamasyon/oksidatif stres/apoptoz ve 3) kanser. PPARy, oksidatif hasara,
mitokondriyal disfonksiyona ve apoptoza karsi noéronlar1 ve glial hiicreleri
korumaktadir. PPARy, hem antioksidan yanmit elemanini (ARE) hem de PPRE
bolgelerine sahip GSH, CAT, SOD ve GST gibi redoks homeostazinin
korunmasi i¢in kritik éneme sahip antioksidan genlerini aktive eder (Wang

vd., 2014).

PPARy, cesitli norodejeneratif hastalik modellerinde umut verici
terapotik potansiyele sahip olan ve AD tedavisi icin PPARy agonisti geligtirme
konusunda biyiik ilgi yaratan PPAR ailesinin en ¢ok c¢aligsilan izoformudur.
PPARy  reseptoriniin PPARy agonisti  tarafindan aktivasyonu,
noérodejenerasyonun onlenmesine yardimci olur ve noérogenezi tesvik eder.
ADmin ayirt edici 6zelligi ve hastaligin ilerlemesinden sorumlu olan AB
plaklarimin sentezi ve temizlenmesi, AD hastalarinda hastalik ilerlemesinin
kontrol edildigi mekanizmalardan biridir. PPARy agonistleri, PPARy’nin
APPnin sekretazlar aracili parcalanmasini etkileme kabiliyeti nedeniyle
amiloid patolojisinin tedavisi icin umut vadetmektedir (Cheng, Shang, Jiang,

Shi, & Wang, 2016).
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2.5. Sinaptozomlar: Sinaptik Fizyolojinin Incelenmesi Icin

Model Sistemler

Beyindeki sinir terminalleri sekilleri ve buytikliikleri, mitokondri ve
sitoiskelet 1icerikleri ve postsinaptik hiicrelerle olan baglanti sayilar:
bakimindan farklilik gésterir. Sinir aglarin baglanti noktalar: olan sinapslar, 2
noron arasindaki elektriksel veya kimyasal iletisim noktalaridir ve sinyal
iletim mekanizmalarina bagh olarak kimyasal ve elektriksel sinapslar olmak
tuzere 2 temel tipi vardir. Elektriksel sinapslar (noéronal baglanti noktalar),
elektriksel impulslarin bir hiicreden digerine dogrudan ve fiziksel temas
yoluyla yayilmasinda iglev goriirler. Bu sinapslar, membran yapisinin ve
iligkili organellerin nispeten basit bir organizasyonu ile karakterize edilir.
Karakteristik olarak kimyasal sinapslar, hiicreler arasi iletisim i¢in gerekli
olan cesitli noérotransmiterleri ve noropeptitleri icerirler. Kimyasal iletim ile
meydana gelen hiicre-hiicre iletisimi noérotransmitter sentezi, depolanmasi,
salinim1 ve alimi gibi protein odakli molekiiller mekanizmalar: ile karakterize
edilir. Genel olarak sinapslar 3 ana yapidan olusur: presinaptik boélge
(presinaptik son, akson terminali), sinaptik yarik ve postsinaptik bolge
(dendritik omurga) (Sekil 2.3). Pre- ve postsinaptik membranlar, sinaptik
yarik ile birlikte sinaps olarak adlandirilir (Pocklington, Armstrong, & Grant,
2006). Presinaptik bolge, norotransmitterin depolandig vezikiilleri yogun bir
sekilde igerir. Presinaptik bolgedeki vezikiiller depolarizasyonuna yanit
olarak, ekzositoz ile sinaptik yariga salinir. Presinaptik bolge ayrica
mitokondri, diiz endoplazmik retikulum, mikrotiibiiller ve noérofilamentler gibi
diger organelleri de igerir. Postsinaptik bolgeler, sitoplazmik ylizeyinde yogun
membranéz yapilar: iceren kisimlardir. Postsinaptik yogunluk (PSD) olarak
adlandirilan bu boélgeler, hiicre iskeletinin bilesenlerini ve diiz endoplazmik

retikulumu igermektedir (Bermejo, Milenkovic, Salahpour, & Ramsey, 2014).
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Sekil 2.3 Sinaptozom yapisi (Binder, Hirokawa, & Windhorst, 2009).
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Beyindeki sinaptik terminalleri incelemek i¢in subseliiler fraksiyonlama
teknikleri ile dokulardan izole edile sinir uglar:i bakimindan zenginlestirilmis
preparatlara “sinaptozomlar” denir. “Sinaptozom” terimi ilk kez 1964 yilinda
Whittaker, Michaelson, & Kirkland tarafindan yayinlanan bir makalede
belirtilmistir. O zamanlar amag, bilinen ve varsayilan nérotransmitterlerin ve
bunlari sentezleyen enzimlerin sinaptozomal lokalizasyonunu arastirmakti.
Bu baglamda sinaptozomlar, organellerden ziyade, sinaptik bilegenler iceren
membranéz yapilardir ve homojenize edilmis sinir dokusunun subseliiler
fraksiyonlanmasi ile izole edilirler. Genellikle “sikismig sinir uglar1’” olarak
adlandirilirlar. Ciinkii akson terminalleri homojenlestirmenin fiziksel kuvveti
tarafindan yirtildiktan sonra dogal olarak birlikte tekrar reorganize olurlar.
Sinaptozomlar, postsinaptik membran ve PSD ile birlikte mitokondri ve
sinaptik vezikiiller de dahil olmak tiizere tam bir presinaptik terminali
icermektedir. Beyin dokularindan taze olarak hazirlanan sinaptozomlar
metabolik ve enzimatik olarak aktiftir (Whittaker, 1993). Norotransmitterlerin
alinmasi, depolanmasi ve serbest birakilmasi i¢in gerekli molekiiler
mekanizmalar: ve sinyal iletimi i¢in gerekli kanallar1 ve reseptorleri icerirler.

Ayrica sinaptozomlar, protein sentezi, plazma membran potansiyelinin
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korunmasi ve iyon homeostazi acisindan aktiftirler. Sinaptozomlar daha ileri
fraksiyonlama yontemleriyle sinaptik vezikiiller, PSD ve sinaptik plazma
membranlar: gibi cesitli subseliiler bilegenleri ayri ayri elde etmek icin de
kullanilabilirler (Bai, & Witzmann, 2007). Sinaptozomlarin incelenmesi,
noérotransmisyon ve sinaptik protein-protein etkilesim aglarinin molekiiler
mekanizmalar1 hakkindaki anlayisimiza yardimci olan ndérokimya
arastirmalarinin temel taslarindan biri olmustur. Sinaptozomlarda aktif kalan
biyokimyasal reaksiyonlara ait bilgiler, gelisen analitik yontemlerle birlikte

artmaya devam etmektedir.
2.6. Bexarotene

Bexarotene [Targretin; (4-{1-(3,5,5,8,8-pentametil-5,6,7,8-tetrahidro-2-
naftil) etenil} benzoik asit] izopren omurgas: disinda dogal retinoidlere ¢ok az
benzeyen sentetik bir bilesiktir (Sekil 2.4). Bexarotene 348.48 kD molekiiler
agirhgr ve Cg4H2802 molekiiler formiilii ile lipofilik bir karaktere sahiptir.
Bexarotene, hiicresel farklilasma ve biliyimede rol alan genleri diizenlemek
icin retinoid reseptorleri (RXR agonisti olarak) tlizerinden hareket eden
sentetik bir retinoid analogu ve antineoplastik ajandir. Bexarotene, A vitamini
benzeri aktivitelere sahip oldugu icin liglinci nesil bir retinoid olarak kabul
edilir ve RXR’lere (RXRa, RXRB, RXRy) secici olarak baglanir ve aktive eder.
RXR’nin baglayici cebi hidrofobiktir ve geleneksel olarak, RXR agonistleri van
der Waals etkilegsimleri ag1 tlizerinden ligandlarla etkilesime giren polar
olmayan bir yuzeye sahiptir. Bexarotene 2000 yilinda kutanéz T hiicreli
lenfomada (CTCL) kullanim i¢in onaylanmistir ve bu lenfoma formunun
kutanoz belirtileri i¢in ikinci basamak bir tedavi olmaya devam etmektedir.
Bexarotene, CTCL hiicre hatlarinda hiicre dongiisiinii durdurmasinin yani
sira, CASP3Un eglik ettigi apoptoz indiiksiyonu yoluyla hicre
proliferasyonunu da inhibe etmektedir. Bexarotene’nin Amerika Birlesik
Devletleri'min Saghk Bakanlhigi'na bagh Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan
CTCL hastalarinda tiim evrelerde tedavi i¢in kullanilabileceginin
onaylanmasindan sonra, bexarotene’nin potansiyel etki mekanizmalari meme

kanseri, akciger kanseri, kolon kanseri ve kontrolsiiz hiicresel proliferasyonun
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oldugu hastaliklarin tedavisi i¢cin de arastirilmaya baslanmistir (Qu, & Tang,

2010).
o I I

O

Sekil 2.4 Bexarotene (targretin) yapisi.

Bexarotene plazma proteinlerine yiiksek afiniteyle baglanabilmektedir
(>%99). Bununla birlikte, bu ajanin saglikli bireylerdeki kan-beyin veya
plasenta bariyerlerini gecme etkinligi diistiktiir. Bexarotene halihazirda AD’de
klinik denemeleri devam etmesine ragmen, hastalarda goézlenen terapdétik
yanitlarin, RXR ve PPAR aktivasyonundan veya hastalardaki kan-beyin
bariyeri (KBB) fonksiyonunun degistirilmesinden kaynaklanabilecegini
distindurmektedir. Cinkii RXR’lerin heterodimer ortagi olan PPAR’lar ile
aktivasyonu, RXR’lerin diizenledigi genlerin ekspresyonunu arttirarak
hiicresel farkhilasmayr ve c¢ogalmayr diizenlemekte ve malignitelerin
tedavisinde aktif bir rol oynamaktadir. RXR’ler ayrica, lipitlerin
transportundan sorumlu olan apolipoprotein E (ApoE) ve ATP baglayic1 kaset
Al (ABCA1) genlerinin transkripsiyonunu aktive ederek ekspresyonlarini
arttirmakta ve aym zamanda AB klirensini hizlandirmaktadir (Skerrett,
Pellegrino, Casali, Taraboanta, & Landreth, 2015). Ote yandan bexarotene, AB
peptidinin monomerik yapisindaki B-tabakalara baglanarak fibril olusum
stiresinin artmasina yol acar (Pham vd., 2018). Bu da, bexarotenenin fibril
olusumunu geciktirdigi, ancak AB plaklarinin beyinden temizlenmesi lizerinde
etkisinin olmadigimi disindirmektedir. Fakat sinaptik iglevsellikte ve diger
noronal fizyolojide bexarotenenin kesin rolleri ve hastalik tzerindeki
terapotik etkileri hala tam olarak anlasilamamistir. AB patogenezinin altinda
yatan olas1 mekanizmalardan hangisinin bexarotene tedavisi ile tersine

cevrilebildigini belirlemek i¢in daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir.
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2.7. Nikotinamid

B3 vitamininin suda ¢6zinir amid formu olan nikotinamid, NAD’1in
uretiminde yer alan metabolik yolun 6énemli bir bilesenidir. Nikotinamid, 2
koenzim formu olarak bulunur: nikotinamid adenin dintkleotid (NAD+,
NADH) ve nikotinamid adenin dinikleotid fosfat (NADP+, NADPH).
Nikotinamid yumurta, et, balik ve mantar gibi gidalardan saglanabilirken,
esansiyel bir amino asit olan endojen triptofan metabolizmasindan (de novo
sentezi) da sentezlenebilir. Nikotinamid ayrica, NAD hidrolizi ile niasinden de

uretilebilir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5 NAD sentezinde nikotinamid, niasin ve triptofan metabolizmasi i¢in

anahtar yolaklarin basitlestirilmis sematik gosterimi

Nikotinamid, karacigerde sadece kiigiik miktarlarda depolanirken, gogu,

metabolik reaksiyonlar sirasinda katalize edilir. Nikotinamidin farmakolojik
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olarak yuksek dozlardaki asiri alimi genellikle herhangi bir anomaliye neden

olmazken, ancak nadiren hepatotoksisiteye neden olabilmektedir (Imai, 2009).

Nikotinamid fosforiboziltransferaz (NAMPT) enzimi, nikotinamitten
nikotinamid monontkleotitin (NMN) sentezini katalize eder. NAD+
biyosentezinden sorumlu bu enzimin rolii, néronlar gibi NAD+ seviyelerindeki
azalmaya duyarh hiicrelerde daha ¢ok one ¢citkmaktadir. NAD+ homeostazinin
yagslanma 1ile degistigi de bulunmustur; bu nedenle, noéronlardaki NAD+
seviyelerini etkileyen nikotinamid, noronal gelisimde ve noroproteksiyonda

onemli bir rol oynamaktadir (Zhu, Lu, Lee, Ugurbil, & Chen, 2015).

NMN adenililtransferaz (NMNAT), NMN'yi NAD+a dontstirir.
Izoenzimleri, NMNAT1, 2 ve 3, sirasiyla ¢ekirdek, sitoplazma ve mitokondride
lokalize olur. NMNAT aktivitesindeki bir artisin niikleer NAD+ seviyelerini
artirarak, noroproteksiyonda rol alan NAD+-bagimli protein deasetilaz
SIRT71’in aktivasyonuyla Wallerian dejenerasyonuna sahip noronlarda aksonal
korumay1 sagladigi gosterilmistir (Jayaram, Kusumanchi, & Yalowitz, 2011).
Insanlarda nikotinamid, nikotinamid N-metiltransferaz (NNMT) enziminin
aktivitesiyle N-metil nikotinamide donustirialir. Geri kalan nikotinamid,
adenozin trifosfat (ATP) sentezi ve mitokondriyal solunum i¢in énemli olan
hem oksitlenmig hem de indirgenmis formlardaki NAD/NADP koenzimlerinin
sentezine katilir; ayrica antioksidan rollere sahip iki ytizden fazla enzimatik

reaksiyonda da rol oynamaktadir (Anderson, Bradbury, & Schneider, 2008).

NAD+ ayrica karaciger ve bobreklerdeki triptofan metabolizmas: ile
diyetle alinan nikotinik asit ve niasinden de sentezlenebilir. Triptofan, daha
sonra NAD+a donustiirilebilen az miktarda nikotinik asit mononitikleotide
(NAMN) metabolize edilebilir. Bununla birlikte, 1 mg niasine esdeger
miktarda NAMN’yi tretebilmek i¢cin 60 mg triptofan gereklidir. Triptofan
metabolizmas1 9 basamakli bir siirectir ve bunun kinurenin yolu olarak bilinen
1lk kismi, Parkinson hastaligi (PD), Huntington hastaligi (HD) ve AD ve diger
norolojik hastaliklar dahil olmak tzere bir dizi noérodejeneratif hastalikta
inhibisyona ugramaktadir. NAD+ hidrolizi nérotoksin Gretimini artirmakta ve

ayni zamanda NAD+ seviyelerini diislirerek néronlari hasara karsi daha
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duyarlh hale getirmektedir. Bu nedenle, nikotinamid ve NAD+ arasindaki
denge noronal sagligin stirdiriilmesinde biyiik 6neme sahiptir (Davis, & Liu,

2015).

Beyin, sistemik enerji homeostazinin diizenlenmesinde kritik bir rol
oynar. Ayrica, endokrin ve noronal sinyallerin degerlendirilmesi ve
entegrasyonu yoluyla, periferik metabolizmanin akut ve kronik enerji
gereksinimlerini diizenlemektedir. Hizla artan yaslanan nifusun bir sonucu
olarak, AD gibi norodejeneratif hastaliklar kiiresel halk saglig1 icin énemli bir
sorun haline gelmektedir. Norodejeneratif hastaliklarda yer alan molekiiler
yolaklar:1 ilgili bir¢ok ilerleme kaydedilmis olsa da, henliz AD i¢in etkili bir
tedavi sekli yoktur.

Bu calismamizda, stres yaniti ve noroprotektif etkileri sayesinde
norodejeneratif hastaliklarda umut vadeden nikotinamid ve bexarotene’nin,
AB kaynakl1i AD patogenezindeki potansiyel terapotik hedefler olan oksidatif,
antioksidan ve apoptotik stireclerin yani sira SIRT1/PARP-1/PPARy sinyal

yolaklar1 tizerindeki etkilerini arastirdik.

28



3.GEREC VE YONTEMLER

Deneysel calismalarimizi Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi ve
Cerrahi Deneysel Arastirma Merkezi (TICAM), Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
ve Klinik Biyokimya laboratuvarinda gerceklestirdik. ESOGU Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulun (HADYEK)'dan 18.09.2018 tarihli, 128 toplant:
sayili, 654-1 karar numaras1 ile onaylanan protokole gore calismamizi
gerceklestirdik.

3.1.Deney Hayvanlari

Deneysel calismamizda TICAM’dan temin edilen 490+50 gram agirlikta,
saghkli, 19-20 aylik, Wistar albino cinsi, yirmi dort adet erkek sican kullanilda.
Deney hayvanlar1 deney siiresince, on iki saatlik aydinlik/karanlik dongiisi
olan, 1s1 (24+2°C) ve nemi (%45+5) otomatik olarak ayarlanmis odalarda
yagsatilmigtir. Deney stirecinde tim sicanlar polikarbonat seffaf kafeslerde

standart pellet sican yemi ile beslenmis ve ¢cesme suyu verilmistir.

3.2.Deneysel islemlerde Kullanilan Sarf Malzemeler
e Nikotinamid (72340, Sigma-Aldrich)
e Bexarotene (SML0282, Sigma-Aldrich)
e Dimetil sulfoksit (D8418, Sigma-Aldrich)
e Serum fizyolojik (Polifarma)
e 1 ml, 5ve 10 ml steril enjektor
e 10— 1000 pL hacim aralikli pipetorler ve uglari (Nichiryo)
e Siikroz (S0389, Sigma-Aldrich)
e 4-(2-hidroksietil)piperazin-1-etansilfonik asit (HEPES; H3375, Sigma-
Aldrich)
e Sodyum klorid (NaCI; 567442, Millipore)
e Potasyum klorid (KCI; 529552, Millipore)
e Magnezyum klorid (MgCls; M8266, Sigma-Aldrich)
¢ Sodyum fosfat monobazik (NaH2PO4, S8282, Sigma-Aldrich)
e Sodyum bikarbonat (NaHCOs; S5761, Sigma-Aldrich)
e Kalsiyum klorid (CaClz; C1016, Sigma-Aldrich)
e Glukoz (158968, Sigma-Aldrich)
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Percoll (GE17-0891, Sigma-Aldrich)

Etilen glikol diamin tetraasetik asit (EGTA; E3889, Sigma-Aldrich)
Tris(hidroksimetil)aminometan (Tris; T1503, Sigma-Aldrich)
Ditiyotreitol (DTT; D0632, Sigma-Aldrich)

Etilendiamintetraasetik asit (EDTA, E9884, Sigma-Aldrich)
Magnezyum sulfat heptahidrat (MgS04.7H20; 63138, Sigma-Aldrich)
Potasyum fosfat monobazik (KH2PO4; 795488, Sigma-Aldrich)
Potasyum hidroksit (KOH; P5958, Sigma-Aldrich)

Glutaraldehit (354400, Sigma-Aldrich)

Etanol (32205, Sigma-Aldrich)

Osmium tetroksid (OsOg4; 75632, Sigma-Aldrich)

Epon 812 (Fluka)

Potasyum fosfat dibazik (KH2POy; 795496, Sigma-Aldrich)

Bakir stilfat (CuSOy; 451657, Sigma-Aldrich)

Bovin serum albumin (05470, Sigma-Aldrich)

Sodyum karbonat (Na2COs; S7795, Sigma-Aldrich)

Sodyum hidroksit (NaOH; S8045, Sigma-Aldrich)

Sodyum potasyum tartarat (KNaCsH406-4H20O; 217255, Sigma-
Aldrich)

Metiltiyazolildifenil-tetrazolium bromir (MTT) Hicre Cogalmasi ve
Sitotoksisite ELISA kit 96T (IS074, Cloud-Clone Corp.)

Serum TAS kit (RL0O017, Rel-Assay)

Serum TOS kit (RL0024, Rel-Assay)

Rat CASP3 ELISA kit 96T (SEA626Ra, Cloud-Clone Corp.)

Rat Cyt ¢ ELISA kit 96T (SEA594Ra, Cloud-Clone Corp.)

Rat SIRT1 ELISA kit 96T (SEE912Ra, Cloud-Clone Corp.)

Rat PPARy ELISA kit 96T (SEA886Ra, Cloud-Clone Corp.)

Rat PARP1 ELISA kit 96T (LS-F27548, Lifespan Biosciences Inc.)

3.3.Deneysel Islemlerde Kullanilan Cihazlar

Homojenizator (Janke and Kunkel ultra-turrax T25)

pH metre (Ino Lab)
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e Mikro plate yikayic:1 (ELx50, BIOTEK)
e ELISA okuyucu (ELx808 model, BIOTEK)

e Roche Cobas ¢501 otoanalizor cihazi (Roche Diagnostics GmbH,

Mannheim, Germany)
e Mikrotom bigcag1 (RM 2025, Leica)
e (CH40 151k mikroskobu (Olympus)
e 3.2.0. model dijital kamera(Spot Insight)
e Buzdolab1 (Arcelik)
¢ Derin Dondurucu, -80°C (Thermo, ULT 1386-5-V40)
e Distile su cihazi
e Ktuv (Binder)
e Hassas terazi (Sartorius)
e Santrifiij (Nive NF800)
e Sogutmali santrifiij (Jouan MR22)
e Ultrasantrifiy (4.0 Hanil science industrial)
e Ultramikrotom (LEICA UltraCut R)

¢ Transmisyon elektron mikroskobu (JEOL JEM-1220)

3.4.Deney Gruplarinin Olusturulmasi

3.4.1. In vivo deneyler

Sicanlar agirliklar1 birbirine yakin olacak sekilde, her grupta alti sican
olacak sekilde (n=6) dort gruba ayrildi. Gruplar ve yapilan uygulamalar
asagida belirtilen sekilde gerceklestirildi. Yapilan literatiir arastirmasi ve doz-
cevap calismalar1 sonucuna gore belirlenen dozlarda 1 hafta boyunca glinlik
taze olarak hazirlanan nikotinamid (100 mg/kg, serum fizyolojik ile hazirlandi)
(Bayrakdar vd., 2014) ve bexarotene (0.1 mg/kg, %1’lik DMSO ile hazirland)
(Tunctan vd., 2018) intraperitoneal (i.p.) olarak uygulandi. Uygulama yapilan
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hayvanlar ¢calisma siliresince polikarbon ve tistiinde ¢elik 1zgara bulunan deney

grubuna gore isaretlenmis tekli kafeslerde tutuldu.

e Kontrol Grubu: Bu gruptaki deney hayvanlarina 1 hafta boyunca
giinde 1 defa olacak sekilde 0.5ml serum fizyolojik enjeksiyonu i.p.
olarak uygulanmisgtir.

e DMSO Grubu: Bu gruptaki deney hayvanlarina 1 hafta boyunca
glinde 1 defa olacak sekilde 0.5ml %1’lik DMSO enjeksiyonu i.p. olarak
uygulanmigtir.

e Nikotinamid Grubu: Bu gruptaki deney hayvanlarina 1 hafta
boyunca giinde 1 defa olacak sekilde 0.5ml 100 mg/kg nikotinamid
enjeksiyonu 1.p. olarak uygulanmigtir.

e Bexarotene Grubu: Bu gruptaki deney hayvanlarina 1 hafta boyunca
giinde 1 defa olacak sekilde 0.5ml 0.1 mg/kg bexarotene enjeksiyonu

1.p. olarak uygulanmistar.

Tim cerrahi islemler steril ortamda ve steril cerrahi aletler kullanilarak
gerceklestirildi. Deney gruplarindaki hayvanlara yedinci giiniin sonunda
intramuskular olarak 10 mg/kg ksilazin ve 70 mg/kg ketamin anestezisi
uygulandi. Anestezisi altindaki hayvanlardan intrakardiyak olarak kalpten
tim kanin alinmasi ile yasamlar1 sonlandirildi ve dekapite edilerek beyin
dokular1 gikarildi. Total beyin agirliklar1 alindiktan sonra serebral korteks
bolgeleri buz tustiinde disekte edildi. Beyin dokusu ornekleri deney giiniine

kadar -80°C’de saklanda.

Kalpten alinan kan, biyokimyasal analizlerin yapilmasi igin jelli
biyokimya tiiplerine alindi. Alinan kan 6rnekleri MSE Mistral 2000 marka ve
model santrifiiyj cithazinda 10 dk 3000 rpm’de santrifiijlenerek serumlar elde
edildi. Serum 6rnekleri polietilen tliplere aktarilarak analiz siiresine kadar -80
°C’deki derin dondurucuda saklandi. Alinan kan o6rneklerinden elde edilen
serumda, bobrek fonksiyon testleri, karaciger fonksiyon testleri, lipit profili ve
elektrolit diizeylerinin belirlenmesi i¢in glukoz, kan ture azotu (BUN),
kreatinin (CREA), turik asit (UA), aspartat aminotransferaz (AST), alanin
aminotransferaz (ALT), gama glutamil transferaz (GGT), trigliserit (Trigl),
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total kolesterol (T'C), diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL), yiiksek yogunluklu
Lipoprotein (HDL), sodyum (Na) ve potasyum (K) ol¢cimleri Eskisehir
Osmangazi Universitesi Klinik Biyokimya Laboratuvar’nda Rosche COBAS

C501 marka otoanalizor ile yapildi.
3.4.2. In vitro deneyler

In vitro nérodejenerasyon olusturmak amaciyla kullamlacak olan
sinaptozomal fraksiyonlar, noérodejeneratif hasar ve oksidatif strese daha
duyarh olan sicanlarin beyin serebral korteks bolgesinden izole edildi. Clinkii,
AD hastalarinda AB, beyinin plaku mezensefalon, alt beyin sap1 ve serebellar
korteks bolgelerinde yogun bir sekilde birikmektir (Rovelet-Lecrux vd., 2006).
Sinaptozomlar 3 farkli izolasyon yontemiyle elde edildi. Boylece sinaptozom
1zolasyonunda siklikla kullanilan 3 yontemin metodolojik karsilastirilmasi ile
izolasyon yontemlerinden hangisinin daha etkili veya verimli olduguna karar

verildi.
3.4.2.1. Whittaker yontemi

Sinaptozomal fraksiyonlarin izolasyonu i¢in Whittaker vd. (1964)
uygulandigi yontemin modifiye edilmis hali kullanildi. Sinaptozomal
fraksiyonun eldesi i¢in korteks bdélgelerinin tartimi yapildiktan sonra 1:10
(a/h) oranminda olacak gekilde 0.32 mM sikroz ve 10 mM 4-(2-
hidroksietil)piperazin-1-etansiilfonik asit (HEPES) icerisinde 1500 rpm’de
homojenize edildi. Homojenat +4°C’de 3000xg’de 10 dakika santrifiij edilip,
stipernatant kismi alindi. Stipernatant 1:10 (h/h) oraninda 0.32 mM ve 10 mM
HEPES icerisinde +4°C’de 15000xg’de 20 dakika santrifiyj edildikten sonra
supernatant kismi atildi. Geriye kalan sinaptozomca zengin pellet kism
2ml'lik yapay serebrospinal sivi (CSF; 116mM NaCl, 5.4 mM KCIl, 0.9 mM
MgClg, 0.9 mM NaH2PO4, 25 mM NaHCO3, 1.8 mM CaClz ve 10 mM glukoz,
pH 7.2) icinde restispanse edilerek +4°C’de saklanda.

0.32 mM stikroz ¢ozeltisi: 0.01 g stkroz tartilip 100 ml distile saf suda

cozdurulir.

10 mM HEPES: 2.38 g stikroz tartilip 100 ml distile saf suda ¢ézdurilir.
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Yapay serebrospinal sivi: 0,7 g NaCl (116mM), 0.4 g KCI (5.4 mM), 0.008
g MgClz (0.9 mM), 0.01 g NaH2PO4 (0.9 mM), 0.2 g NaHCOs (25 mM), 0.02 g
CaClz (1.8 mM) ve 0.2 g glukoz (10 mM) artilip 100 ml distile saf suda

cozduriliir.
3.4.2.2. Percoll gradient yontemi

Percoll, 17 nm capinda polivinil pirolidon kapli silika parcaciklarinin
koloidal bir stispansiyonudur. Hiicresel organellerin izolasyonu ic¢in gelistiren
Percoll’'un 2 buytk avantaji vardir: (1) hizli sedimantasyona ve daha disiik
merkezkac¢ kuvvetlerinin kullanilmasina izin veren diisiik viskoziteye sahiptir

ve (11) ozmolariteyl korumak i¢in izotonik ¢ézelti iginde hazirlanabilir.

Percoll gradient c¢ozeltileri Tablo 3.1’de gosterildigi gibi buz tzerinde
polikarbonat santrifiij tipinde hazirlandi. Ik olarak 2 ml %23 Percoll
gradient tamponu eklendi. Daha sonra, bunun tuzerine 45° ’lik ag1 ile bir
pipetor yardimiyla yavasca 2 ml %15 Percoll gradient tamponu, ardindan 2 ml
%10 Percoll gradient tamponu ve son olarak 2 ml %3 Percoll gradient tamponu

eklendi. Boylece 4 adimda stireksiz Percoll gradienti hazirlanda.

Tablo 3.1 Percoll gradient ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Percoll (ml) Gradient 50 mM DTT Su hacmi
tamponu (nl) (ml)
(ml)
%3 Percoll 0.75 6.25 125 17.875
%10 Percoll 2.50 6.25 125 16.125
%15 Percoll 3.75 6.25 125 14.875
%23 Percoll 5.75 6.25 125 12.875

Sican korteks bolgeleri 1:10 (a/h) oraninda, +4°C’deki homojenat tamponu
(0.32 M stikroz ¢ozeltisi, 50 mM Tris-HC1, 2 mM EGTA ve 1mM DTT, pH 7.4)
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icerisinde 800 rpm’de homojenize edildi. Homojenatlar +4°C’de 10 dakika
boyunca 3000xg'de santrifiij edildi ve stipernatant alinarak yeniden 1:10 (h/h)
oraninda homojenat tamponu igerisinde ikinci kez +4°Cde 20 dakika
14000xg’de santrifiij edildi. Bu islemden sonra 2 ml siipernatant alinarak 1
ml/dk olacak sekilde Percoll gradient tiipl tizerine yavas ve dikkatli bir sekilde
aktarildi. Ardindan, Percoll gradient tipi +4°Cde 5 dakika boyunca
31000xg’de santrifiiyj edildi ve Sekil 3.1’de gorilen hiicresel yapilar, Percoll
gradientinin birbirini izleyen tabakalari arasinda birbirinden ayrilmasi
saglanmis oldu. Percoll gradient tiipiindeki %23 Percoll ve %15 Percoll
tabakalar1 arasinda bulunan sinaptozomlar: toplamak i¢in 5 ml pastor pipeti
yardimiyla tst tabaklar dikkatli bir sekilde uzaklastirildi. Sinaptozomal
fraksiyon buz tizerindeki bog bir santrifiij tipiine aktarilarak tizerinde 10 kat1
kadar siikroz/EDTA tamponu eklenerek +4°C’de 30 dakika boyunca 20000xg’de
santrifiij edildi. Elde edilen pellet daha sonraki deneyler ig¢in gereken
konsantrasyona kadar yavasca yeniden Krebs tamponu ile siispanse hale

getirildi ve +4°C’de saklandh.

Percoll
%3

Membranlar

l

%10
Miyelin

l

%15
Sinaptozom

Mitokondri %23

l

Sekil 3.1 Homojenize beyin dokusunun siireksiz Percoll gradient yardimiyla

fraksiyonlara ayrilmasi (Dunkley, Jarvie, & Robinson, 2008).
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Homojenat tamponu: 10.95 g siikroz, 0.6 Tris, 0.08 g EGTA ve 0.01 g
ditiyotreitol 70 ml distile su igerisinde c¢ozilliir ve tlzerine azar azar HCI

eklenerek pH 7.4’ye ayarlanarak 100 ml’ye tamamlanir.

Gradient tamponu (1.28 M siikroz, 4 mM EDTA, 20 mM Tris-HCI, pH
7.4): 43.18 g siikroz, 0.1 g EDTA ve 0.24 g Tris 70 ml distile suda ¢ozilir ve

uzerine azar azar HCI eklenerek pH 7.4’ye ayarlanarak 100 ml’'ye tamamlanir.
DTT c¢ozeltisi: 0.7 g DTT 100 ml distile suda ¢ozdurilir.

Stikroz/EDTA tamponu (0.32 M Siikroz, 1 mM EDTA, 5 mM Tris-HCI,
pH 7.4) 10 ml gradient tamponunu distile su ile 40 ml'ye seyreltilir.

Krebs tamponu (pH=7.6): 7 g NaCl (120 mM), 0.36 g KCI (4.8 mM), 0.1
mg CaCly (1.3 mM), 0.3 g MgS04.7H20 (1.2 mM), 0.16 g KH2PO4 (1.2 mM), 2.1
g NaHCOsz (25 mM), 1.1 g glukoz (6 mM) tartilip 100 ml distile suda

¢ozdurulir.
3.4.2.3. Stiikroz gradient yontemi

Polikarbonat santrifiij tiiptinde sirasiyla 3 ml 1.2 M, 3ml 0.8 M ve 3 ml
0.3 M siikroz c¢ozeltiler:i pipetor yardimiyla 45° 'lik aci1 ile yavas bir sekilde

eklenerek 3 adimda silireksiz siikroz gradienti hazirlandi (Tenreiro vd., 2017).

Sican korteks bolgeleri 1:10 (a/h) oraninda +4°C’deki 0.5 M HEPES (pH
7.4) igerisinde 1000 rpm’de homojenize edildi. Homojenatlar +4°C’de 20
dakika boyunca 1400xg’de santrifiij edildi ve pellet atilarak siipernatant 1:10
(h/h) oraninda sollisyon A ile resiispanse edildi ve ardindan +4°C’de 10 dakika
32000xg’de santrifiijlendi ve supernatant kismi atildi. Ardindan pellet,
soliisyan B i¢inde 1:10 (a’/h) oraninda resiispanse edildi. 2 ml siispansiyon
siikroz gradienti lzerine eklenerek +4°C’de 60 dakika 82000xg’de santrifi
edildi. 0.8 M ve 1.2 M siikroz tabakalar1 arasindaki sinaptozomal fraksiyon
(Sekil 3.2) 5 ml pastor pipeti yardimiyla toplanarak 1 mM NaHCOs ile

restspanse edildi ve +4°C’de saklanda.
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Sekil 3.2 Siikroz gradient ile sinaptozomlarin saflagtirilmasi

0.5 M HEPES ¢ozeltisi: 11.9 g HEPES 70 ml distile su igerisinde ¢ozulir
ve lzerine azar azar 100 ml igerisinde 2.8 g ¢oziilerek hazirlanmis 0.5 M KOH

eklenerek pH 7.4’ye ayarlanarak 100 ml'ye tamamlanir.

Soliisyon A: 10.9 g siikroz (0.32 M), 0.01 g MgCls (1 mM), 0.0005 g CaCls
(0.5 mM), 0.008 g NaHCO3 (1 mM) 100 ml distile su igerisinde ¢ozdurilir.

Soliisyon B (0.32 M sukroz, 1 mM NaHCOs). 10.9 g siikroz ve 0.008 g
NaHCO3 (1 mM) 100 ml distile su igerisinde ¢ézdurilir.

3.5. Transmisyon Elektron Mikroskobu Analizi

Transmisyon elektron mikroskobik (TEM) analizi, 3 farkli yontemle izole
edilmis sinaptozomlardaki morfolojik farkliliklar: belirlemek i¢in yapilmistir.
Stispansiyon haldeki sinaptozomlar, 30 dakika boyunca 9000xg’de
santrifiijlendi, sipernatan atildi ve elde edilen pellet, oda sicakliginda 2 saat
boyunca %2.5 glutaraldehid ile sabitlendi. Daha sonra sinaptozomlar, 10
dakika boyunca 16000xg’de santrifijjlendi. Pelletler 2 kez 0.1 M pH 7.4 fosfat
tamponu ile yikandi ve oda sicakliginda 2 saat boyunca %1 OsOs icinde
sabitlendi. Ardindan, sinaptozomlar 4 saat boyunca uranil asetat ve kursun
sitrat ile boyandi ve %75, %85, %90 ve %96’1ik artan etanol konsantrasyonlar:
ile dehidre edildi. Son olarak, epon reginesine gomiuldi ve ultramikrotomda
100-200 nm’lik kesitler alinarak JEOL JEM 1220 transmisyon elektron

mikroskobunda fotograflanda.

Fosfat tamponu (0.1 M, pH:7.4): 3.4 gram KH2PO4 tartilir ve 250 ml
distile suda ¢oziilir. 4.35 gram KoHPOy4 tartilir ve 250 ml distile suda ¢oziiliir.

KoHPO4 tizerine azar azar KH2PO4 eklenmesiyle pH’s1 7.4’e ayarlanir.
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%1 OsO4 ¢ozeltisi: 1 g OsO4 100 ml distile suda ¢ozdurilir.

%2.5 glutaraldehid c¢ozeltisi: 10 ml %25lik glutaraldehid c¢6zeltisinden

alinarak 100 ml tamamlanir.

3.6. AB (1-42) Konsantrasyonunun Belirlenmesi ve MTT

Analizi

Uygulama oncesi 5, 10, 20 ve 40 uM konsantrasyonlarda olacak sekilde
distile suda c¢oziundirilerek hazirlanan AB (1-42) c¢ozeltileri oda sicakliginda
24 saat boyunca inkiibe edilerek fibrile olmasi saglanmistir. En etkili izolasyon
yonteminin belirlenmesinde sonra, in vitro noérodejenerasyon modelini
olusturmada en uygun AB (1-42) konsantrasyonunu belirlemek i¢in kontrol
grubuna ait sinaptozomlar, belirlenen AB (1-42) konsantrasyonlar: ile 6 saat

37°C’de inkiibe edildi. Deney gruplar: agagidaki gibi olusturulmustur:

¢ Kontrol Grubu: Kontrol grubu sinaptozomlar: + distile su

e 5 uM AP (1-42) Grubu: Kontrol grubu sinaptozomlar: + 5 uM AB (1-
42)

e 10 uM AP (1-42) Grubu: Kontrol grubu sinaptozomlari + 10 uM AB (1-
42)

e 20 uM AP (1-42) Grubu: Kontrol grubu sinaptozomlari + 20 uM AB (1-
42)

e 40 uM AP (1-42) Grubu: Kontrol grubu sinaptozomlari + 40 uM AB (1-
42)

MTT analizi, hiicre metabolik aktivitesini degerlendirmek i¢gin kullanilan
bir kolorimetrik analizdir. MTT, pozitif bir yik ve glcli bir membran
gecirgenligi olan hidrojen iyonlarinin alicisi olan bir boyadir. MTT canl
hiicrelere girdiginde, mitokondriyal siiksinat dehidrojenaz tarafindan MTT
koyu mavi renkli formazan kristallerine indirgenir. Formazan kristali hiicre
zar1 gecirgenligine sahip olmadigindan canli hiicrelerde kalici olarak
korunacak ve canli hiicreleri renklendirecektir. Ote yandan &lii hiicreler,
mitokondriyal aktiviteye ve secici gecirgen bir zara sahip olmadigindan,

MTT’yi formazan kristaline indirgeyemezler. Belirlenen konsantrasyonlardaki
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AB (1-42) ile inkube edilmis sinaptozomlardaki mitokondriyal aktivite MTT

ELISA kiti (IS074 Cloud-Clone Corp.) kullanilarak belirlendi. ELISA analizi
kit protokolleri takip edilerek gerceklestirildi.

3.6.1. Calisma prosediirii

MTT analizinde 96'lik steril plakalar kullanildi. Her kuyucuga MTT
¢ozeltisinin (5 mg/ml) 10 pl'sine 1 mg/ml toplam proteine egdeger 100 pul
sinaptozom 1ilave edildi. Daha sonra ornekler, karanlik ortamda 2 saat
boyunca 37°C’de inkiibe edildi. Formazan kristallerinin ¢oéziindiiriilmesi i¢in
100 ul DMSO eklendi ve 4 saat boyunca 37°C’de inkiibe edildi. Ardindan,
plakalardaki renk degisikligi 570 nm dalga boyuna ayarlanmis ELISA
okuyucuda spektrofotometrik olarak optik dansiteleri okundu. Sonuclar,

kontroliin ylizdesi olarak ifade edildi.

3.7. Norodejenarasyon Modelinin Olusturulamas1 ve

Biyokimyasal Analizler

In vitro nérodejenerasyon modelini olugsturmak amaciyla 10 pM AB (1-42)
konsantrasyonu; kontrol, DMSO, bexarotene ve nikotinamid gruplarina ait

sinaptozomlarla 37°C’de 6 saat boyunca inkiibe edilmistir.

inkl’ibasyon sonrasinda sinaptozomlardaki TAS, TOS, CASP3, Cyt c,
SIRT1, PPARy ve PARP1 parametreleri rat spesifik ELISA kitleri (sirasiyla
katalog no: RL0O017, RL0024, SEA626Ra, SEA594Ra, SEE912Ra, SEA886Ra
ve LS-F27548) kullanilarak belirlendi. ELISA analizi kit protokolleri takip
edilerek gerceklestirildi.

3.7.1. TAS ve TOS seviyelerinin belirlenmesi

Sinaptozomlardaki TAS seviyeleri, renkli 3-etilbenzotiyazolin-6-
stilfonatin (ABTS) antioksidanlar tarafindan renksiz ABTS formuna
indirgenmesi esasina gore belirlendi. TAS 6l¢im prosediiriinde, antikor ile
kaplanmamis streil plakalar kullanildi. Standart, kér ve numunelerin her biri
plakalardaki uygun kuyucuklara 18 pl eklendi. Her bir kuyucuga 300 pl
reaktif 1 eklendikten sonra meydana gelen karisimin ilk absorbans degeri 660

nm’de belirlendi. Daha sonra her bir kuyucuga 45 pl reaktif 2 eklendi ve 5 dk
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37°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi son absorbans degerleri

660 nm’de okunarak kaydedildi. Sonuclar mmol Trolox Equiv/mg protein

olarak ifade edildi.

Sinaptozomlardaki TOS seviyeleri, ortamdaki oksidanlar tarafindan
ferr6z demirin ferrik demire oksidasyonu esasina goére belirlendi. TOS 6l¢iim
prosediiriinde, antikor ile kaplanmamig streil plakalar kullanildi. Standart,
kér ve numunelerin her biri plakalardaki uygun kuyucuklara 45 pl eklendi.
Her kuyucuga 300 pl reaktif 1 eklendikten sonra meydana gelen karisimin ilk
absorbans degeri 530 nm’de belirlendi. Daha sonra her kuyucuga 15 pl reaktif
2 eklendi ve 5 dk 37°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi son
absorbans degerleri 530 nm’de okunarak kaydedildi. Sonuglar pmol H20:
Equiv/mg protein olarak ifade edildi.

3.7.2. CASP3, Cyt ¢, SIRT1 ve PPARy ve PARPI1 icin reaktiflerin

hazirlanmasi ve calisma prosediirii

Calisma oncesi tim reaktifler oda sicakligina (25°C) getirildi. 20 ml
yikama soliisyonu konsantresini (30x) 580 ml distile suyla seyreltilerek 600 ml
yikama solisyonu hazirlandi. Biyotin konjuge antikor ve avidin konjlge

yabanturbu peroksidaz (HRP) 1:100 oraninda seyreltilerek hazirlanda.

CASP3, Cyt ¢, SIRT1 ve PPARYy 6l¢timii i¢in kit igerisindeki standartlar,
1 ml standart dilisyon ile sulandirilip hafifce karistirilarak hazirlandi. Stok
¢ozeltisindeki standardin konsantrasyonu 20 ng/mlidi. Ilk olarak, stok
¢ozeltisi 10 ng/ml'ye seyreltildi. Ardindan, 500 pul standart diliisyon (SIRT1 i¢in
250 pl) igceren 1.5 ml'lik 8 tiip (SIRT1 i¢in 7 tlp) hazirlanir ve Sekil 3.3’ki gibi
seyreltme serisi olusturmak icin seyreltilmis standart kullanilir. Standart

diliisyonun 0 ng/ml oldugu son tiip kor olarak kullanilda.
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Sekil 3.3 CASP3, Cyt ¢, PPARy ve SIRT1 standartlarinin hazirlanisi. A:
CASP3, Cyt ¢ ve PPARYy icin diliisyon serileri. B: SIRT1 i¢in diliisyon serileri

Her kitte yer alan spesikif antikorla kalanmis plakalar kullanildi. Standart
diliisyonlar, kér ve numunelerin her biri plakalardaki uygun kuyucuklara 100
pL eklendi ve adhezif film ile kaplanarak 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra tiim kuyucuklar bosaltildi. Hazirlanan biyotin konjiige
antikor ¢ozeltisinden 100 pl eklenerek 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Sonra,
hazirlanan yikama soliisyonu ile 3 kez 350 pl'lik yikama islemi ve aspirasyon
gerceklestirildi. Hazirlanan avidin konjige HRP ¢o6zeltisinden 100 pul
eklenerek 37°C’de 30 dk inkiibe edildi. Aspirasyon ve yikama islemi bes kez
tekrar edildi. Her kuyucuga 90 nl substrat sollisyonu eklendi ve 37°C’de 15 dk
1isiktan koruyarak inkibasyonu saglandi. Substrat soliisyonu eklendiginde
kuyucuklarin mavi renge dondigi gozlendi. Enzim-substrat reaksiyonu 50 ul
sulfirik asit soliisyonu eklenerek sonlandirildi. Plakalardaki renk degisikligi
450 nm dalga boyuna ayarlanmig ELISA okuyucuda spektrofotometrik olarak
optik dansiteleri okundu ve standart grafigi yardimiyla numunelerdeki

parametrelerin konsantrasyonlari hesaplandi.
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3.7.3. PARP1 c¢alisma reaktiflerinin hazirlanmas:t ve c¢alisma

prosediirii

Calisma oncesi tim reaktifler oda sicakligina getirildi ve 10 ml yikama
soliisyonu konsantresini (100x) 990 ml distile suyla seyreltilerek 1000 ml
yikama soliisyonu hazirlandi ve 4°C’de saklandi. Biyotin konjuge antikor ve
avidin konjige yabanturbu peroksidaz (HRP) 1:100 oraninda seyreltilerek
hazirlandi. PARP1 o6l¢imi icin kit icerisindeki standartlar hazir halde

bulundugundan ilave seri diliisyonlar yapilmada.

Kit icerisindeki plakanin her kuyucugu, PARP1 6zgl antikoru ile énceden
kaplanmigtir. Standartlar, kor ve numunelerin her biri plakalardaki uygun
kuyucuklara 50 pL eklendi ve adhezif film ile kaplanarak 37°C’de 1 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra tiim kuyucuklar bosaltildi. Hazirlanan
biyotin konjlige antikor ¢ozeltisinden 100 pl eklenerek 37°C’de 1 saat inkiibe
edildi. Sonra, hazirlanan yikama solisyonu ile 3 kez 350 pl'lik yikama islemi
ve aspirasyon gerceklestirildi. Hazirlanan avidin konjiige HRP ¢6zeltisinden
100 pl eklenerek 37°C’de 30 dk inkiibe edildi. Aspirasyon ve yikama islemi bes
kez tekrar edildi. Her kuyucuga 50 pl substrat soliisyonu eklendi ve 37°C’de 15
dk 1siktan koruyarak inkibasyonu saglandi. Substrat soliisyonu eklendiginde
kuyucuklarin sar1 renge dondiigii gozlendi. Enzim-substrat reaksiyonu 50 pl
durdurma soliisyonu eklenerek sonlandirildi. Plakalardaki renk degisikligi
450 nm dalga boyuna ayarlanmig ELISA okuyucuda spektrofotometrik olarak
optik dansiteleri okundu ve standart grafigi yardimiyla numunelerdeki PARP1

konsantrasyonlar: hesaplanda.
3.7.4. Protein analizi

Sinaptozomlardaki protein miktar1 Lowry, Rosenbrough, Farr, & Randall
(1951) bildirdikleri yonteme gore ol¢iilmistiir. Bu 6l¢imde, alkali ortamda
once peptid baglar1 bakir ile mavi-mor renkli bir kompleks olusturur. Daha
sonra Folin-Ciocalteu reaktifinin eklenmesiyle protein yapisindaki tirozin ve

triptofan aminoasitlerinin indirgenmesi renk olusumuna katkida bulunur.

Stispanse haldeki sinaptozomlara 1:5 (h/h) oraninda alkali bakir ¢6zeltisi

eklenip 20 dakika boyunca oda sicakliginda inkibe edildi. Sonrasinda, tizerine
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20 pl folin-ciocalteu ¢ozeltisi eklenerek oda sicakliginda 1 saat daha inkiibe
edildi. Protein miktarina bagli olusan renk yogunlugu 750 nm’de

spektrofotometrik olarak ol¢ildii.

Tablo 3.2 Protein miktarinin 6lgiimii ve standartlarin hazirlanmasi

KOR NUMUNE STANDARTLAR

Sinaptozom - 40 pl
Standart - - 40 pl
Alkali bakir ¢ozeltisi 200 pl 200 pl 200 pl
Folin-ciocalteu ¢ozeltisi 20 ul 20 ul 20 pl
Distile su 40 nl
0.6

g

E 03

=

a

S 0.15

=

% y=0.453x + 0.0135

2 |

5 0.05 R2=0.991

&

< 0.025

5 10 25 50 100
BSA konsantrasyonu (pg/ml)

Sekil 3.4 Protein standart kalibrasyon egrisi

Standartlarin Hazirlanmasi: Standart olarak Bovin serum albumin (BSA)
kullanildi. 1 mg/ml stok ¢ozelti hazirlanarak seri diliisyonlar ile 100-50-25-10-
5 ug/mL hacimde standartlar hazirland.

%211k sodyum karbonat ¢ozeltisi: 2 g NasCOs tartilip 100 ml 0.1 N NaOH

icinde ¢ozlndurulir.

%2’1ik sodyum potasyum tartarat ¢ozeltisi: 2 g KNaCsH406 -4H20 tartilip

distile suyla 100 mlI’'ye tamamlanir.
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0.1 N sodyum hidroksit c¢ozeltisi: 0.4 g NaOH tartilip distile suyla 100

ml’ye tamamlanir.

%1’lik bakir silfat ¢ozeltisi: 1 g CuSO4 tartilip distile suyla 100 mlye

tamamlanir.

Alkali bakir ¢ozeltisi: 100 ml %2lik Na2COs ¢ozeltisine 1 ml %21k
sodyum potasyum tartarat ve 1 ml %1’lik CuSO4 ¢6zeltileri eklenerek glinlik

taze olarak hazirlandi.

Folin-ciocalteu fenol ¢ozeltisi: Giinliik taze olarak 1:1 oraninda distile

suyla seyreltilerek hazirlandi.
3.8. Histolojik Analiz

Tim gruplarda dekapitasyonun hemen sonrasina beyin dokusu alinip
belirli bir kisim histolojik analizler i¢in %10’luk nétral formaldehit igerisine
fiksasyon amaciyla koyuldu. Ardindan, beynin dokular1 %10 tamponlanmis
notralformaldehit soliisyonunda 24 saat stre ile bekletildi. Kimyasal
fiksasyonu tamamlanan dokular etil alkol serisinde sirasiyla 1’er saat %70,
%80, %90(1), %90(2), %96(1), %96(2) ve 30 dakika absoli etil alkolden
gecirilerek dehidratasyon saglandi. Kimyasal fiksasyonu tamamlanan dokular
30’ar dakika 2 kez ksilol uygulamasiyla dokularin seffaflanmasi saglandiktan
sonra, dokular parafinizasyon i¢in 60°C’deki etiivde 3 ayr1 parafinde sirasiyla
30, 60 ve 90 dakika surelerle bekletilerek bloklandi. Bu bloklardan standart
hematoksilen-eosin (HE) boyama uygulamasi yapilmak iizere kesit aligim
kolaylagtirmak amaciyla mikrotom bicagi ve diger malzemeler -20°C de

sogutuldu.

Mikrotom (Leica RM 2025) kullamilarak 4-5 pm kalinliginda kesitler
alindi ve su banyosunda parafin acilarak poli-L-lizin kapli lamlar {izerine
kapatildi. Kesitler 37°C etiivde 1 gece bekletildikten sonra ksilolde
deparafinize edildi. Kesitler derecesi azalan etil alkol serilerinde hidratasyonu
saglanarak HE boyamalari yapildi ve preparatlar entellan ile kapatilarak
daimi hale getirildi. HE ile boyanmis beyin kesitlerinde 1s1k mikroskobu

diizeyinde histolojik incelemeleri yapildi. Hazirlanan tiim doku kesitleri
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Olympus marka, CH40 1s1k mikroskobunda incelenerek Spot Insight marka
3.2.0. model dijital kamera ve Spot advanced, 4.0.6 version program

yardimiyla fotograflandi.
3.8.1. Beyin dokusunda apoptotik hiicrelerin belirlenmesi

TUNEL yoéntemi, DNA kiriklarinin in situ olarak taninmasini sagladigi
i¢cin doku kesitlerinde ¢ok duyarli bir testtir. Doku genelindeki apoptotik
hiicreleri belirlemek icin ise TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase
dUTP nick end labeling) yonteminden yararlanildi. Apoptotik hiicrelere ait
DNA’lar hizla parcalandiklarindan, hiicre icerisindeki kromatin ag
butinligini kaybeder ve 3’-OH u¢ iceren DNA parcaciklarinin sayis1 artar.
Hiicrede terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) enzimi, ortama eklenen
biyotin isaretli dUTP’yi, parcalanmis DNA parcaciklarinin serbest 3’-OH
uclarina transfer eder. Biyotin ile isaretlenmis DNA parcaciklar: 1sik
mikroskobunda veya ortama floresans veren bir madde ile baglanmis
streptavidin eklendiginde floresan mikroskobunda gorinir hale gelirler. Beyin
dokusundaki apoptotik hiicrelerin analizi i¢in ticari olarak satilan Apoptag

Plus Peroxidase Tunel (Millipore S7101) kiti kullanilda.

3.9. Istatistiksel Analiz

Sonuglar, Kolmogorov-Simirnov ve Shapiro-Wilk normalite testleri
kullanilarak degerlendirildi. Normal dagilim gostermeyen veriler i¢in Kruskal-
Wallis testi uygulandi. Normal dagilim goésteren deney gruplari arasindaki
fark, tek yonli varyans (One-Way ANOVA) analizi kullanilarak gosterildi.
Veriler ortalama + standart hata olarak verilirdi. Analizler %5 anlam diizeyine
gore yapilmis ve %5’ten diisiik olasilik (p<0.05) gosteren degerler arasindaki
farkliliklar anlamli olarak kabul edilmistir. Coklu karsilastirmalarda Tukey
ve Dunn testi kullamildi. Istatistiksel analiz SPSS Versiyon 21.0 (IBM
Corporation, Armonk, New York, USA) ve Graphpad 7 Prism yazilim
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA) programlar1 kullanilarak
yapildi.
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4. BULGULAR
4.1. Subakut Bexarotene ve Nikotinamidin Tedavisinin Kan

Parametreleri Uzerindeki Etkisi

Her gruptaki 6 hayvandan elde edilen serum o6rneklerinin biyokimyasal
6lcim sonuclari normal dagilim gosterdigi i¢i veriler One-Way ANOVA ile
analiz edildi ve ardindan Tukey HSD testi ile gruplar karsilastirildi. Tim
deney gruplarina ait kan biyokimya analiz sonuclari Tablo 4.1, Tablo 4.2 ve

Tablo 4.3’de verilmistir.

Tablo 4.1 Nikotinamid ve bexarotenenin kan sekeri, ALT, AST ve GGT

seviyeleri lizerindeki etkisi

Glukoz ALT AST GGT

Gruplar (mg/dl) (U/L) (U/L) (U/L)
Kontrol 79.3+2.1 84.7+2.1 276.4+4.2 1.6+0.2
DMSO 81.5+£3.7 86.8+3.5 278.1+£5.5 1.5+0.7
Nikotinamid 77.2+2.4 85.2+1.5 277.2+3.9 1.4+0.5
Bexarotene 80.1+2.4 86.1+3.7 278.6+£5.5 1.6+0.4
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Tablo 4.2 Nikotinamid ve bexarotene’nin lipit seviyeleri tizerindeki etkisi. *:

Kontrole gore karsilastirildiginda p<0.05

Trigl TC LDL HDL
Gruplar (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
Kontrol 48.5+2.2 55.1+2.6 7.4+1.5 36.44+1.2
DMSO 45.7+43.5 56.4+1.1 7.9+1.3 38.1+£2.5
Nikotinamid 47.1+1.8 55.841.5 7.2+1.6 37.2+3.9
Bexarotene 52.1+1.6* 59.6+1.2* 8.8+1.5% 45.6+1.4*

Tablo 4.3 Nikotinamid ve bexarotenemnin BUN, CREA, UA ve kan elektrolit

diizeyleri tizerindeki etkisi

BUN CREA UA Na K
Gruplar (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mmol/l) (mmol/l)
Kontrol 20.6 0.87 0.91 139 5.3
+1.3 +0.03 +0.08 +5.5 +0.8
DMSO 21.5 0.87 0.90 138 5.5
+1.1 +0.06 +0.03 +6.1 +0.3
Nikotinamid 20.2 0.86 0.91 140 5.1
+1.5 +0.05 +0.05 +3.7 +0.6
Bexarotene 20.1 0.86 0.90 139 5.5
+1.7 +0.08 +0.02 +4.9 +0.4
DMSO, nikotinamid ve bexarotene gruplari kontrol grubu ile

karsilastirildiginda, glukoz, ALT, AST ve GGT seviyelerinde istatistiksel bir
fark gozlenmedi (p>0.05) (Tablo 4.1 ve Sekil 4.1). Bexarotene grubunda Trigl,
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TC, HDL ve LDL seviyeleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak daha yliksek oldugu tespit edildi (p<0.05) (Tablo 4.2 ve Sekil 4.2).
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Sekil 4.1 Deney gruplarina ait kan sekeri, ALT, AST ve GGT seviyeleri
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Sekil 4.2 Deney gruplarina ait total kolesterol, trigliserit, LDL ve HDL
seviyeleri. *: Kontrolle kargilastirildiginda p<0.05

Tablo 4.3 ve Sekil 4.3te gorildigi gibi, bobrek fonksiyonlari
degerlendirmek icin 6l¢ilen BUN, CREA ve UA seviyeleri kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, tedavi gruplar1 arasinda istatistiksel olarak bir fark

gozlenmedi (p>0.05).
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Sekil 4.3 Deney gruplarina ait BUN, CREA ve UA seviyeleri

Sekil 4.4’de goruldigi gibi, serum elektrolit dengesini degerlendirmek
i¢cin ol¢ilen Na ve K seviyeleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda, tedavi

gruplar: arasinda istatistiksel olarak bir fark gozlenmedi (p>0.05).
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Sekil 4.4 Deney gruplarina ait elektrolit seviyeleri
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4.2. Sinaptozomal Fraksiyonlarin Morfolojik

Degerlendirilmesi

Sinaptozomal fraksiyonlarin morfolojik 6zellikleri TEM ile degerlendirildi.
Sinaptozomal fraksiyonlarin TEM analizinin sonuglar1  Sekil 4.5'te
sunulmaktadir. Mikrograflarda goriildigii gibi, sinaptozomlar 3 izolasyon
yontemi kullanilarak elde edilmistir. Bununla birlikte, TEM goriintiileri detayli
bir sekilde incelendiginde, siikroz gradient metodolojisi kullanilarak izole edilen
sinaptozomlarda sinir terminallerinin yogun ve diizgiin morfolojiye sahip
sinaptik vezikiiller (SV) igerdigi tespit edildi. Sinaptik baglanti noktalar1 (SJ)
tiim gorintiilerde belirgindir, bu da izole edilen sinir terminallerinin islevsel
oldugunu gosteren ek bir gostergedir. Percoll gradient ve Whittaker yontemi ile
izole edilen sinaptozomlarin mitokondriyal igeriklerinin siikroz gradient
yontemine gore daha az oldugu goriildii. Siikroz gradient yontemine gore izole
edilen sinaptozomal fraksiyonlarda, SV ve SJ’lerin daha net organize morfolojik
yapilara sahip oldugu belirlenmistir. Percoll gradient yontemine goére izole
edilen sinaptozomlar diizgiin SV yapilar1 géstermesine ragmen, SJ’ler siikroz
gradient yOntemiyle izole edilen sinaptozomal fraksiyonlara gore daha az
belirgindi. Whittaker yontemine gore izole edilen sinaptozomlarda dagilmis

vezikiiler yapilar ve serbest mitokondriyal yapilar tespit edilmistir.
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Sekil 4.5 Sinaptozom fraksiyonlarinin elektron mikrograflari. P 1-3: Percoll
gradient goruntileri; S 1-3: Suikroz gradient goriintileri; W 1-3: Whittaker
goruntileri; SV: Sinaptik vezikil, SJ: Sinaptik baglanti noktasi; MT:
Mitokondri; MY: Miyelim membran

Elektron mikroskobu ile kantitatif degerlendirildiginde, her 3 yontemle
izole edilen sinaptozomlarin tanimlanabilecek yapilara sahip oldugu
dogrulanmig ve 3 izolasyon yontemine ait 20’ser adet mikrograftaki SV, Sd,

mitokondri ve lameller miyelin yapilar rakamlarla tespit edildi (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4 Sican beyninden farkli izolasyon yodntemleriyle elde edilen
sinaptozomal fraksiyonlarin sinaptik vezikiil, sinaptik baglanti noktasi,

mitokondri ve miyelin icerikleri bakimindan degerlendirilmesi

Sinaptik Mitokondri Miyelin Mikrograf

vezikiiller sayis1

Whittaker 98 5.1 .2 2.7+0.3 4.8+0.6 20
Percoll

. 32.9+£2.5 4.5+1.2 1.3+0.1 20
gradient
Sikroz

. 41.5+3.3 6.1+0.5 0.5+0.02 20
gradient

Whittaker mikrograflarindaki miyelin membran parcalarinin orani,
Percoll gradient ve siikroz gradient yontemlerine gore sirasiyla %63 ve %89.6
daha fazla oldugu bulunmustur. Sikroz gradient yontemiyle elde edilen
sinaptozomlardaki mitokondri orani1 (serbest olmayan), Whittaker yontemine
gore %55.6 ve Percoll gradient yontemine gore %26.3 daha fazladir. Ayrica, SV
yogunluklar1 sikroz gradient yonteminde, Whittaker ve Percoll gradient
yontemlerine gore sirasiyla %31.4 ve %20.8 daha fazladir. Bu bulgulara gore, 3
farkli izolasyon yonteminden siikroz gradient yonteminin diger izolasyon

yontemlerine gore daha efektif olduguna karar verilmistir.

4.3. In vitro Nérodejenerasyonda Kullanmilan A (1-42)
Konsantrasyonu ve MTT Analizi
Stikroz gradient yontemine gore izole edilen kontrol grubuna ait
sinaptozomlar 0, 5, 10, 20 and 40 uM konsantrasyonlarda AB (1-42) ile 37°C’de
6 saat boyunca inkiibe edildi. AB (1-42)nin sinaptozomlar tizerindeki etkin
dozunu belirleyebilmek icin MTT testi kullanildi ve sonucglar Tablo 4.5’de

verilmistir.
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Tablo 4.5 AB(1-42) ile inkiibe edilen sinaptozomlara ait MTT degerlerinin
kontrol grubuna gore ytizdesel degisimleri. * p<0.05; ** p<0.01

MTT Degerleri

Absorbans Degerleri % Kontrol
Kontrol 0.280+0.005 100+1.03
5 uM AB (1-42) 0.275+0.003 98.6+5.6
10 uM AB (1-42) 0.17440.008 62.5+6.2%
20 uM AB (1-42) 0.061+0.004 21.3+4.7**
40 pM AB (1-42) 0.005+0.002 9.4:+0.8%*

Sekil 4.6’te goruldigi gibi, MTT test sonuglarina gore 0, 5, 10, 20 ve 40
uM AB (1-42) sinaptozomlardaki mitokondriyal aktiviteyi sirasiyla %2, %38,

%79 ve %98 oraninda azaltmistir.
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Sekil 4.6 AB(1-42) ile inkibe edilen sinaptozomlara ait MTT degerlerinin
kontrol grubuna gore ytizdesel degisimleri. * p<0.05; ** p<0.01
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5 uM AB (1-42) uygulamasinin MTT sonuglarinda istatiksel olarak
anlamli bir fark géstermemesi; 20 ve 40 uM AB (1-42) konsantrasyonlarinin
sinaptozomlardaki  mitokondriyal aktiviteyi %75den daha @ fazla
distirmesinden  dolay1  bu  konsantrasyonlar  sonraki  deneylerde
kullanilmamigtir. Clinki mitokondriyal aktivitenin %50’den fazla diigsmesi,
sonug¢larin dogru bir sekilde yorumlanmasimi etkileyecekti. Boylece,
nikotinamid ve bexarotenenin koruyucu etkilerini arastirmada 10 uM AB (1-

42) konsantrasyonunun uygulanmasina karar verilmistir.

4.4. Nikotinamid ve Bexarotene’nin Af (1-42) Inkiibe Edilmis

Sinaptozomlar Uzerindeki Etkileri

Kontrol, DMSO, nikotinamid ve bexarotene gruplarina ait siikroz
gradient yontemiyle izole edilmis sinaptozomlarda in vitro nérodejenerasyon
modeli olusturmak amaciyla 10 pM AB (1-42) konsantrasyonuyla 37°C’de 6
saat boyunca inkube edilmigtir. Deney gruplar1 asagidaki gibi

olusturulmustur:

e Kontrol

e DMSO

e Nikotinamid

e Bexarotene

e 10 uM AB (1-42) + Kontrol

e 10 uM AB (1-42) + DMSO

e 10 uM AB (1-42) + Nikotinamid
e 10 uM AB (1-42) + Bexarotene

inkﬁbasyonun ardindan sinaptozomlarda, TAS, TOS, CASP3, Cyt c,
SIRT1, PPARy ve PARP1 seviyeleri 6l¢iilmuistiir.

4.4.1. Antioksidan ve oksidatif mekanizmalara etkileri

Deney gruplarinda TAS ve TOS seviyeleri Tablo 4.6’te verilmis olup,
gruplar arasindaki farklar Sekil 4.7’de gosterilmistir. AB (1-42) ile inkiibe
edilen sinaptozomlarin TAS ve TOS seviyeleri arasinda istatiksel olarak

anlamli farklihik vardir.
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AB (1-42) ile inkiibe edilmeyen sinaptozomlar kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, DMSO ve bexarotene gruplarinin TAS diizeylerinde
istatiksel olarak anlamli bir artis goézlenmezken, nikotinamid grubunda
istatistiksel olarak anlamli bir artig oldugu tespit edildi (p<0.05). AB (1-42) ile
inkiibe edilen sinaptozomlarin TAS seviyelerinde istatistiksel olarak anlamh
bir azalma oldugu goézlendi. 10 pM AB (1-42) + Nikotinamid grubunun TAS
seviyeleri, 10 pM AB (1-42) + DMSO ve 10 pyM AB (1-42) + Bexarotene
gruplariyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak daha yiiksekti (p<0.05).
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Tablo 4.6 AB (1-42) ile inkiibe edilmis sinaptozomlarda nikotinamid ve
bexarotene’nin TAS ve TOS seviyelerine etkisi. Kontrol grubu ile
kargilagtirildiginda *p <0.05 **p <0.01; 10 uM AB (1-42) + Kontrol grubu ile
kargilastirildiginda #p <0.05 #p <0.01

TAS TOS

Gruplar (mmol Trolox Equiv/img (umol H202 Eqv/mg

protein ) protein)
Kontrol 1.85+0.27 10.61+2.56
DMSO 1.52+0.34 14.844+1.93
Nikotinamid 2.93+1.25* 6.74+1.08
Bexarotene 1.77+£0.42 8.35+2.14
10 pM AP (1-42) 0.62+0.37 ** 48.01+4.75 **
+ Kontrol
10 pM AP (1-42) 0.75+0.26 ** 51.87+6.92 **
+ DMSO
10 ptM AP (1-42) 1.36+£0.28 * # 33.94+4.75 * ##
+ Nikotinamid
10 pM A (1-42) 0.82+0.35 * # 45.68+5.21 **

+ Bexarotene
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Sekil 4.7 AB (1-42) ile inkibe edilmis sinaptozomlarda nikotinamid ve
bexarotene’nin TAS ve TOS seviyelerine etkisi. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda *p <0.05 **p <0.01; 10 pM AB (1-42) + Kontrol grubu ile
kargilastirildiginda #p <0.05 #p <0.01

AB (1-42) ile inkibe edilen gruplardaki TOS seviyeleri; kontrol, DMSO,
nikotinamid ve bexarotene gruplarina gore istatiksel olarak ileri diizeyde
yiksek oldugu goézlendi. En yiiksek TOS seviyeleri 10 pM AB (1-42) + DMSO
grubunda oldugu bulunmustur (p<0.01). 10 pM AB (1-42) + Nikotinamid
grubunun TOS seviyeleri, 10 pM AB (1-42) + DMSO ve 10 pM AB (1-42) +
Bexarotene gruplariyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak daha distikti.

4.4.2. Apoptotik mekanizmalara etkileri

AB (1-42) ile inkiibe edilen ve edilmeyen gruplarda CASP3 ve Cyt c
degerleri Tablo 4.7da verilmigtir. Gruplar arasindaki farklar1 gosteren

grafikler ise Sekil 4.8'de gosterilmistir.

AB (1-42) ile inkiibe edilmeyen sinaptozomlar kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, DMSO, nikotinamid ve bexarotene gruplarinin CASP3
diizeylerinde istatiksel olarak anlaml bir artis gézlenmedi (p>0.05). Ancak, AB
(1-42) ile inkiibe edilen sinaptozomlarin CASP3 seviyelerinde istatistiksel
olarak anlaml bir artis oldugu goézlendi. 10 pM AB (1-42) + Nikotinamid
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grubunun CASP3 seviyeleri, 10 pM AB (1-42) + DMSO ve 10 pM AB (1-42) +
Bexarotene gruplariyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak daha diigiiktia

(p<0.05).

Tablo 4.7 AB (1-42) ile inkiibe edilmis sinaptozomlarda nikotinamid ve
bexarotene’nin CASP3 ve Cyt c seviyelerine etkisi. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda *p <0.05 **p <0.01; 10 pM AB (1-42) + Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda #p <0.05

CASP3 Cytc
Gruplar (ng/mg protein) (ng/mg protein)
Kontrol 4.67+0.41 0.83+0.07
DMSO 5.13+0.85 0.91+0.04
Nikotinamid 4.38+0.45 0.76+0.03
Bexarotene 4.954+0.74 0.97+0.04
10 pM AB (1-42) 7.36+0.61 ** 4.16+0.22 **
+ Kontrol
10 pM AP (1-42) 8.14+0.92 ** 4.31+0.89 **
+ DMSO
10 pM AB (1-42) 5.53+0.88 * # 3.47+0.35 ** #
+ Nikotinamid
10 pM AP (1-42) 6.15+0.74 ** 3.88+0.25 **

+ Bexarotene
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Sekil 4.8 AB (1-42) ile inklbe edilmis sinaptozomlarda nikotinamid ve
bexarotene’nin CASP3 ve Cyt c seviyelerine etkisi. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda *p <0.05 **p <0.01; 10 pM AB (1-42) + Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda #p <0.05

AB (1-42) ile inkibe edilen sinaptozomlarda Cyt c seviyeleri kontrol
grubuna gore istatiksel olarak anlaml bir artis gostermistir. En yliksek Cyt ¢
seviyeleri 10 pM AB (1-42) + DMSO grubunda oldugu bulunmustur (p<0.01).
10 pM AB (1-42) + Nikotinamid grubunun Cyt ¢ seviyeleri, 10 uM AB (1-42) +
DMSO ve 10 pM AB (1-42) + Bexarotene gruplariyla karsilastirildiginda
1statistiksel olarak daha dustikti.

4.4.3. SIRT1/ PARP1/PPARYy sinyal yolaklar: iizerindeki etkileri

Deney gruplarinda ait SIRT1, PARP1 ve PPARy seviyeleri Tablo 4.8’de
verilmis olup, gruplar arasindaki farklar Sekil 4.9’da goésterilmistir. AB (1-42)
ile inkibe edilen ve edilmeyen sinaptozomlarin SIRT1, PARP1 ve PPARy

seviyeleri arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik vardir.

Nikotinamid uygulamasinin SIRT1 diizeylerinde istatiksel olarak anlamli
bir artis saglamistir (p<0.01). Ancak, bexarotene uygulamasi SIRT1
diizeylerinde 1istatiksel olarak anlamli olmayan i1limli bir artisa neden

olmustur. AB (1-42) uygulamasi sinaptozomlardaki SIRT1 dizeylerinde
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belirgin azalmaya neden olmustur (p<0.05). Nikotinamid uygulamasi1 AB (1-42)

inkiibasyonuna karsi sinaptozomlarda SIRT1 diizeylerini istatiksek olarak

anlamli bir artisa neden olurken (p<0.05), bexarotene uygulamasi iliml1 bir

artig saglamigtir (p>0.05).

Tablo 4.8 AB (1-42) ile inkiibe edilmis sinaptozomlarda nikotinamid ve
bexarotene’nin SIRT1, PARP1 ve PPARY seviyelerine etkisi. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda *p <0.05 **p <0.01; 10 pM AB (1-42) + Kontrol grubu ile

karsilastirildiginda #p <0.05

SIRT1 PARP1 PPARY

Gruplar (ng/mg protein) (ng/mg protein) (ng/mg protein)
Kontrol 1.98+0.37 10.36+1.73 5.21+0.68
DMSO 1.85+0.52 11.04+2.45 5.03+0.75
Nikotinamid 2.93+0.31 ** 12.76+2.31 * 5.83+0.36
Bexarotene 2.37+0.16 10.92+2.14 7.294+0.81 *
10 pM AB (1-

1.35+0.12 * 15.75+1.82 * 2.62+0.14
42) + Kontrol
10 pM AB (1-

1.28+0.07 * 15.27+1.84 * 2.33+0.27
42) + DMSO
10 pM AB (1-
42) + 2.51+0.23 * # 13.12+1.96 # 3.93+0.36 #
Nikotinamid
10 pM AB (1-
42) + 1.49+0.11 14.81+2.53 * 4.18+0.51 #
Bexarotene
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Sekil 4.9 AB (1-42) ile inkiibe edilmis sinaptozomlarda nikotinamid ve
bexarotene’nin SIRT1, PARP1 ve PPARY seviyelerine etkisi. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda *p <0.05 **p <0.01; 10 pM AB (1-42) + Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda #p <0.05

AB (1-42) ile inkilibe edilmeyen sinaptozomlar kontrol grubu ile
kargilagtirildiginda, DMSO, nikotinamid ve bexarotene gruplarinin PARP1
diizeylerinde istatiksel olarak anlamli bir artis goézlenmedi. AB (1-42) ile
inkiibe edilen sinaptozomlarin PARP1 seviyelerinde istatistiksel olarak
anlamli bir artis oldugu goézlendi (p<0.05). 10 uM AB (1-42) + Nikotinamid
grubunun PARP1 seviyeleri, 10 pM AB (1-42) + Bexarotene gruplariyla
karsilastirildiginda daha diisiik oldugu bulundu.
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AB (1-42) ile inklbe edilmeyen sinaptozomlar kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, DMSO ve nikotinamid gruplarinin PPARy diizeylerinde
istatiksel olarak anlamli bir artis gozlenmezken, bexarotene grubunda
istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu tespit edildi (p<0.05). AB (1-42)
uygulamasi sinaptozomlardaki PPARYy aktivitesinde belirgin azalmaya neden
olmustur. Bexarotene ve nikotinamid uygulamalar1 AB (1-42)’ye karsi PPARy
seviyelerini anlamli bi¢cimde arttirmis ve en 1yl sonu¢ bexarotene

uygulamasinda elde edilmistir.
4.5. Histolojik Analiz Sonuclari

Calismamizdaki tim deney gruplarinin beyin dokularina ait kesitlerden
elde edilen 1s1k mikroskobu ve TUNEL goruntileri asagidaki sekillerde

gosterilmigtir.

Kontrol grubuna (A1-A3) ait sigcan beyinlerinde kortikal alanda normal

gorinimli noéronlar (—) ve glial hiicreler (») goriuldi (Sekil 4.10).

Sekil 4.10 Kontrol grubu sican beyinlerinin farkli biyultmelerdeki isik
mikroskobik gériintiileri (HE, Olcek: 200 pm, 100pum, 50.0pm)

DMSO grubuna (B1-B3) ait sican beyinlerinde kortikal alanda normal

gorinimli noéronlar (—) ve glial hiicreler (») gorialdu (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 DMSO grubu sican beyinlerinin farkli biytltmelerdeki 1sik
mikroskobik gériintileri (HE, Olgek: 200 pm, 100pm, 50.0pum)

Nikotinamid grubuna (C1-C3) ait sigcan beyinlerinde kortikal alanda

normal gérinimli néronlar (—) ve glhal hiicreler () gorulda (Sekil 4.12).

Sekil 4.12 Nikotinamid grubu sican beyinlerinin farkli biyultmelerdeki 1s1k
mikroskobik gérintileri (HE, Olgek: 200 pm, 100pm, 50.0pum)

Bexarotene grubuna (D1-D3) ait sican beyinlerinde kortikal alanda
normal gérinimli noéronlar (—) ve glial hiicreler () izlendi. Sadece bazi

bolgelerde kismi vaskiiler dilatasyon (*) goraldi (Sekil 4.13).

Sekil 4.13 Bexarotene grubu sican beyinlerinin farkli biyultmelerdeki 1sik
mikroskobik gérintileri (HE, Olgek: 200 pm, 100pm, 50.0pum)
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Tim deney gruplarindan elde edilen beyin dokularindaki apoptotik
hiicreleri belirlemek ic¢in yapilan TUNEL goriintilerinde, tiim gruplarin

kortikal alanlarinda negatif boyanma gérilda (Sekil 4.14).

Sekil 4.14 Deney gruplarina ait sican beyinlerinin TUNEL 1s1k mikroskobik

goruntileri. Kontrol grubu (A): Kortikal alanda TUNEL negatif boyanma.
DMSO grubu (B): Kortikal alanda TUNEL negatif boyanma. Nikotinamid
grubu (C): Kortikal alanda TUNEL negatif boyanma. Bexarotene grubu (D):
Kortikal alanda TUNEL negatif boyanma (D). Olgek: 50.0pm

Hematoksilen eosin ve TUNEL boyamalarina gore; 1 hafta boyunca
sicanlara uygulanan DMSO, nikotinamid ve bexarotene’in beyin dokusunda

herhangi bir histopatolojik etkiye neden olmadigi belirlenmistir.



5. TARTISMA

Sinaps, bir néronun elektriksel veya kimyasal sinyali baska bir néron
hiicresine iletmesine izin veren ve noronal fonksiyon igin gerekli olan bir
yapidir. Sinaps kaybi, AD, PD ve HD gibi nérodejeneratif hastaliklarin erken
doneminde meydana gelen kritik bir olaydir. Diizgliin sinaps fonksiyonu
noronal canlilik i¢gin 6nemlidir ve bu yapilarin bozulmasi AD’deki biligsel
anormallikleri aciklamaktadir. Biyokimyasal analizler, sinaptik
dejenerasyonun oldugu noérolojik hastaliklarin patogenezinde, presinaptik ve
postsinaptik bilegenlerde kayiplarin oldugunu ortaya koymustur (Gylys, Fein,
Yang, & Cole, 2004).

Beyindeki sinir terminalleri sekilleri ve buytklikleri, vezikilleri,
mitokondrileri, postsinaptik hicrelerle olan baglant1 sayilar1 ve
noérotransmitter  icerikleri  bakimindan  farklilik  gosterirler.  Sinir
terminallerinin fizyolojik ve molekiiler isleyisine dair bilgiler, sinir
terminallerinin beyinden izolasyonu ile birlikte o6nemli oOl¢iide artmistir
(Ashton, & Ushkaryov, 2005). Sinaptik proteinlerin zenginlestirilmis kisma,
noronal doku homojenizasyonu 1le hazirlanan izole edilmis sinir
terminallerinden (sinaptozomlardan) elde edilebilmektedir. Sinaptozomlar,
homojenenizasyon ve ardindan boyut veya yogunluk bazinda fraksiyonlama ile
beyin dokusundan elde edilen subseliller membran yapilaridir. Sinaptozomlar
fonksiyonel olarak kapsamli bir gekilde incelendiginde, ATP
sentezileyebildikleri, plazma membranlarina sahip olduklari, membran
potansiyellerini ve iyon homeostazin1 korumalarin1 saglayan fonksiyonel iyon
kanallarina sahip olduklari, tasiyicilar ve reseptorler icerdikleri, sinaptik
vezikiilleri sayesinde norotransmitterleri dolayabildikleri ve serbest
birakabildikleri, endositoz yapabildikleri ve sinir terminallerindeki fizyolojik
reaksiyonarin devamliligi igin fonksiyonel enzimlere ve proteinlere sahip
olduklar1 bulunmustur. Sinaptozomlar, nérotransmitterlerin sinaptik bogluga
salinimindan sorumlu olan presinaptik kisimlari ile sinyal mekanizmalarinin
diizenlendigi postsinaptik membran ve PSD’yi igerirler. Sinaptozomlar, beyin

nérotransmisyonu ve noroplastisitesinin yapisi ve molekiiler mekanizmlar:
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dahil olmak tizere bircok beyin fonksiyonunu incelemek i¢in uygun bir in vitro
model sistemidir. Bu nedenle, norodejenatif hastaliklarla ilgili caligmalarda
yogun bir sekilde kullanmilmaktadir (Sokolow vd., 2012). Ayrica, sinaptozomlar
sinapslardaki noérokimyasal degisimleri incelemek i¢gin de kullanilmaktadir.
Ancak 1izolasyon sirasindaki heterojenite, sinaptozomlarin yaygin kullanimi
simirlayict bir faktor olmasi nedeniyle, arastirmalar agisindan uygulanan

1zolasyon yontemleri bliyiik 6nem arz etmektedir.

Sinaptozomlar izole edildikten sonra, cok cesitli fonksiyonel o6zellikler
acisindan incelenebilirler. Deneylerin amacina bagl olarak, sinaptozomlar
dogrudan beyin homojenatindan her biri belirli avantajlar1 ve dezavantajlar
olan bir dizi farkli prosediir ile saflagtirilabilir. Yaygin olarak kullanilan tim
sinaptozom saflastirma prosedirleri, beyin homojenatinin diferansiyel
santrifiji i1le baslar. Fakat zaman icerisinde, sinaptozomlarin izolasyon
yontemleri onemli degisikliklere ugramistir. Ilk izolasyon metodu olan
Whittaker yontemi, hipertonik sikroz ¢ozeltisinde homojenizasyon ve
ardindan ultrasantrifiijleme tizerine kurulmustur (Whittaker vd., 1964). Bu
prosediirdeki en biuyik zorluk birkac¢ resiispansiyon asamasi gerektirmesi ve
son olarak bir ultrasantrifiiyj kullanimina bagl olmasiydi. Bu adimlar agikca
sinaptozomal canlilik ve iglevsellikte bir azalmaya yol ac¢maktadir.
Sonuglarimizla benzer sekilde, yapilan TEM analizi Whittaker izolasyon
yonteminde, biyokimyasal ve fizyolojik siirecleri etkileyebilecek olan serbest
mitokondriler, miyelin membran pargalar1 ve lizozomlar dahil olmak {izere
onemli olclide enzimce zengin Kirleticiler igcerdigini gosterdi (Dunkley vd.,

2008).

Sinaptozomlarin saflastirilmasini gelistirmek i¢in ilave yontemler
geligtirilmistir. Yeni yaklagimlar temel olarak, homjenizasyon ve santrifij
asamasindaki hiz ve siire degisikliklerini igermektedir. Bu yontemlerden biri
olan siikroz gradient yontemi, farkl stikroz konsantrasyonlarinin kullanildig:
santrifiijleme asamalarimi kapsamaktadir (Dodd wvd., 1981). Digeri ise,
sinaptozomlarin hiperosmotik siikroza maruz kalmadigi ve siikroz replasmamn
i¢cin gelistirilmis daha hizli bir protokol olan Percoll gradient yontemidir

(Sherman, 1989). Percoll, daha viskoz bir yapiya sahip oldugu i¢in siikroza
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gore kapsamli bir hazirlik sirecine gerektirmesine ragmen, daha kisa
santrifiij sureleri ile siikroz gradient yontemine gore daha hizli bir i1zolasyon

imkani sunmaktadar.

Calismamiz da, sinaptozomal fraksiyonlar1 AD ile iligkili beyin
bolgesinden biri olan, serebral korteksten izole etmek ic¢in kullanilan 3
yontemi karsilastiriyoruz. Percoll protokoliiniin slikroz protokoliinden daha
distk saflastirma verimine sahip olmasi 6nceki calismalarla da uyumludur
(Bai, & Witzmann, 2007). Sonuclarimiz acik¢a, korteks bolgesinden izole
edilen sinaptozomal fraksiyonlarda, sinapslarin morfolojik olarak daha c¢ok
korundugu ve diger subseliiler kirleticilerin daha az oldugu siikroz yonteminin
tercih edilmesi gerektigini goéstermistir. Sukroz protokolit kullanilarak,
diizgiin morfolojiye sahip presinaptik sinir terminalleri ve daha net SV ve SdJ
yapilar1t gozlenmigtir. Ayrica, sikroz gradient yontemiyle 1izole edilen
sinaptozomlarin presinaptik terminallerinde yogun bir gekilde paketlenmis
diizgiin morfolojiye sahip SV’lerin olmasi, bu fraksiyonlarin fonksiyonel

olarak aktif oldugunu da géstermistir.

Percoll prosediriiyle izole edilen sinaptozomlardaki presinaptik sinir
terminallerin bazilarinda SV yoktu veya diizgiin bir morfolojiye sahip degildi.
Presinaptik membranlarin izolasyon sirasinda yiiksek santrifiij kuvvetine
maruz kalmasi nedeniyle, bu yapilar birbirinden ayrilir ve tekrar reorganize
olmadan o6nce igeriklerini kaybedebilmektedir (Evans, 2015). Bu ytizde, Percoll
proseduriiyle 1izole edilen sinir terminallerin bazilarinda fonksiyonel
olmadigin1 gosteren i¢i bos ve dagilmig presinaptik yapilar gozlenmigtir.
Bununla  birlikte, homojenlestirme asamasi nihai sonuclar1 da
etkileyebildiginden, ilk agsamadaki diigsiik hizli1 santrifiijleme her 3 protokolde
de oldukc¢a farkliydi. Percoll ve Whittaker protokollerinin homojenizasyon
asamlarinda 1400xg yerine 3000xg kullanilmasi, sinaptozomal fraksiyonlarin
yapisini ve morfolojisini etkilemigtir. Bu nedenle, sadece saflagtirma
adimlarinin degil, ayn1 zamanda homojenlestirme adimlarinin da nihai verim

i¢cin 6nemli oldugu sonucuna varabiliriz.
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AD yashlarda goriilen demansin en sik nedenlerinden biridir. 2030 yilina
kadar diinyada 70 milyondan fazla kiside AD’nin goriilecegi 6n gorilmektedir.
Ancak simdiye kadar mevcut hicbir tedavi AD’y1 engelleyemez, durduramaz
veya tersine ceviremez. Patolojik olarak AD, hiicre diginda birikim gésteren AB
plaklar ve mikrotibil ile iligkili tau proteininden olusan sitoplazmik NFT ler
ile karakterize edilir (McDade, & Bateman, 2017). AB, APP’nin B-sekretaz ve y-
sekretaz tarafindan ardisik proteolitik boliinmesi ile tretilir. Buna karsilik,
APPnin a-sekretaz ile hidrolizi AB olusumunu engeller. ABnin fizyolojik
fonksiyonlar1 hala tam olarak bilinmemektedir. AD beyinde AB, 7-13 nm
capinda fibril morfolojisi gosteren B-tabakali ikincil yapiya sahip, oldukca
diizenli yapilardir. Bir¢ok calisma, AB ile AD patogenezi arasinda nedensel bir
iliski oldugunu gostermistir. Bununla birlikte, NFT'ler esas olarak
hiperfosforilasyon, asetilasyon, ubikitinasyon ve anormal posttranslasyonel
modifikasyonlar tasiyan tau proteinlerinin birlesmesi ile olusur. Oncelikle
mikrotiibiiller: stabilize etmek i¢in iglev goéren tau, sinaptik aktiviteye bagh
sinyal molekiillerinin dagilimini modiile ederek uyarici nérotransmisyonu
tesvik edebilecegi veya artirabilecegi gosterilmistir. Bu ylizden, AB ve tau
birlikte biligsel bozulma derecesi ile yakindan iligkilidir (Morris, Vidoni,

Honea, Burns, & Alzheimer's Disease Neuroimaging Initiative, 2014).

AD, oksidatif stresin 6nemli bir ayirt edici 6zellik oldugu noérodejeneratif
bir hastaliktir. Hastalik patogenezinde erken dénemde ortaya ¢gikan oksidatif
hasar, hastaligin ilerlemesini siddetlendirebilir. Mitokondri, ROS tretimi ve
birikiminde oO6nemli bir rol oynar. AD’de mitokondriyal fonksiyonunun
bozulmasi, ROS iretiminin artmasina ve lipit, protein ve niikleik asitlerin
oksidasyonuna yol agar. Beynin temel bir fonksiyon birimi olan néron, ROS’a
kargi son derece duyarli olan ¢oklu doymamis yag asitleri bakimindan
zengindir. Ayrica noronlar, yiksek oranda indirgeyici gegis metallerine,
oksijen tiiketim kapasitesine ve askorbat seviyelerine sahiptir. Birlikte ele
alindiginda, gii¢lii bir pro-oksidan olan bu molekiillere ragmen, beyin diger

organlara gore daha diisiik antioksidan seviyesine sahiptir (Pratico, 2008).

Beyindeki ROS’larin kaynagi, mitokondriyal disfonksiyon, farkh

indirgeyici gecis metallerinin varhigi ve AB peptid agregasyonudur. Bu
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sureclerdeki meydana gelen anormallikler, ROS {retimindeki artisla
sonuclanir. AD gelisiminin erken asamalarinda, ABnin mitokondrindeki
elektron tasima sistemini inhibe ederek, ROS {iretimiyle birlikte oksidatif
stresi indiikledigi bildirilmistir. Noéronlar, ROS’larin ortadan kaldirilmasinda
onemli bir antioksidan olan GSH1 diisiikk seviyelerde igermesi nedeniyle
oksidatif strese karsi oldukc¢a hassastirlar (Pocernich, & Butterfield, 2012).
GSH’in bir antioksidan olarak en 6nemli gérevi, ROS temizleyicisi olmas1 ve
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda rol oynamasidir. Oksidatif strese karsi
etkili birgok antioksidan enzimin koenzimi olan GSH, hiicresel redoks
potansiyelinin saglanmasi, ¢esitli enzimlerin aktivasyonu, immun fonksiyonun
reglilasyonu, sinyal transdiiksiyonu, gen ekspresyonunun ve apoptotik
yolaklarin diizenlenmesi gibi stlireclerde de oOnemli vroller {stlendigi

bildirilmistir (Zhong, Ge, Li, Qu, & Ma, 2009).

Yaglanmaya bagh olarak gorilen antioksidan diizeylerindeki azalma,
norodejeneratif hastaliklara yakalanma riskini arttirmaktadir. Oksidatif
strese karsi hassas olan beynin antioksidan sistem kapasitesinin azalmasi
norodejeneratif slreclerin hizlanmasina neden olur. Yapilan ¢alismalar da,
demans: olmayan yasli ve/veya AD hastalarinin beyinlerindeki oksidatif
yiukin saglikli bireylere gore daha fazla oldugu bulunmustur (Torres vd.,
2007). Ayrica, yapilan in vivo ve in vitro calismalarda AB (1-42)nin
antioksidan diizeylerinde azalmaya neden oldugu gosterilmistir (Manczak vd.,
2010). Literatiir 1ile paralel bir sekilde, AB (1-42) inkiibasyonunun
sinaptozomlardaki TAS diizeylerinde belirgin bir azalmaya neden oldugunu

bulduk (Tablo 4.5, Sekil 4.7).

Kandaki oksidatif stres biyobelirte¢ seviyeleri, beyindeki ROS seviyeleri
ile dinamik bir korelasyon igindedir. Antioksidan enzim aktivitesindeki
degisiklik, hem periferik dokularda hem de AD hastalarinin MSS'inde hiicre
ici ROS birikmesine katkida bulunmaya devam etmektedir. Bu nedenle,
oksidatif stres AD’de anahtar patolojik bir 6zelliktir. Onceki arastirmalar,
mitokondriyal anomaliler, inflamasyon, indirgeyici gecis metal birikimi, tau

proteininin hiperfosforilasyonu ve hiicre dis1 AB birikiminin ROS ve oksidatif
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stresin karakteristik mekanizmalari oldugunu ileri siirmektedir (Federico vd.,

2012).

AD beyinlerinde SOD, GPx ve CAT’1n azalmis aktiviteleri, beyin oksidatif
stresinin indiiklenmesine katkida bulunur. SOD enziminin; bakir/¢cinko-SOD
(SOD1), mangan-SOD (SOD2) ve ekstraseliiller-SOD (SOD3) olmak tizere farkl
hiicresel kompartmanlarda bulunan 3 farkli izoformu tanimlanmigtir.
Mitokondride bulunan SOD2 izoformu, oksidatif strese kargi savunmanin ilk
basamagini olusturur (Packer, 2002). GPx’in dort izoformu bulunmaktadir ve
mitokondride de bulunan izoformu antioksidan savunmanin 6nemli
mekanizmalarindan birini olusutur. Tim GPx izoformlarn GSH varhiginda
H:02 ve organik hidroperoksitleri indirgerler. Insan beyninin disik
seviyelerde GSH icermesi nedeniyle, diger dokulara gore daha az GPx
aktivitesi gostermesine ve H202 kaynakli oksidatif hasara olan hassasiyeti
arttirmaktadir (Zhao, & Zhao, 2013). CAT, hiicrede peroksizomlarda ve
sitozolde bulunur. Noronlardaki CAT seviyelerinin az olmasi ve yasa bagh
olarak aktivitesinde azalmasi, beyindeki ROSlarin temizlenmesini
yavaslatmaktadir (Yan, Wang, & Zhu, 2013). Elde ettigimiz sonuglara gore, AB
(1-42) inkibasyonunun sinaptozomlardaki azalan TAS seviyeleriyle birlikte
TOS seviyelerinde anlamli bir artigsa neden olmustur (Tablo 4.5, Sekil 4.7). Bu
da, AD patogenezinde antioksidanlarin o6nemli bir rol oynadigim

kanitlamaktadir.

Mitokondri, hiicre fonksiyonunun ve canliligin korunmasi i¢in gereklidir.
Genellikle “hiicrenin enerji merkezi” olarak tanimlanirlar. Mitokondrinin
birincil iglevi, oksidatif fosforilasyon yoluyla ATP sentezlemektir. Major ROS
kaynagi olan mitokondri, hiicrede biiylik miktarlarda ROS’a maruz kalmasi
nedeniyle, 6zellikle oksidatif hasara daha duyarlidir. Mitokondriyal membran
potansiyelindeki azalma, mitokondriyal solunum zincirindeki akig1 bozarak
ATP sentezinin azalmasina ve oksidatif stresin karakteristik sonuclari olan
artmis ROS ve lipit peroksidasyonuna neden olmaktadir (Stock, Gibbons,
Arechaga, Leslie, & Walker, 2000).
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Sinaptik kompartmanlar (presinaptik ve postsinaptik terminaller),
yiksek seviyelerde oksidatif ve metabolik strese maruz kalan néronal
bolgelerdir. Bu boélgelerde bulunan iyon kanallarinin aktivasyonu membran
depolarizasyonuna ve yiksek miktarda ATP tiketimi ile sonuglanir. Yiksek
seviyedeki ATP ihtiyacinm1 saglamak i¢in mitokondriler, sinaptik terminallerde
konsantre edilirler ve sinaptik fonksiyonun diizenlenmesinde 6nemli bir rol
oynarlar. Sinapslar, AD’de nérodejeneratif siirecin basladig1 yerlerdir. Yapilan
calismalar da, AD’de AB'ye maruz kalan noéronlarda apoptotik kaskadlarin
(kaspaz aktivasyonu, mitokondriyal membran depolarizasyonu, ROS iretimi)

lokal olarak sinapslarda aktive edildigini gostermistir (Mattson, & Liu, 2002).

Apoptozom olusumu ile CASP3 aktivasyonuna yol acan apoptotik kaskad,
mitokondriden sitozole transloke olan ve Apaf-1 ile etkilesime giren Cyt c
salinimi ile basglar. Ardindan sirayla, pro-kaspaz-9’a baglanarak aktive eder ve
aktif kaspaz-9, CASP3’i aktive ederek apoptozu indiikler. Mitokondriden Cyt ¢
salimi, norodejeneratif hastaliklarda hastaligin siddeti ile orantili olarak
artmaktadir. Mitokondri, apoptozun intrinsik yolunda énemli bir rol oynar.
Apoptoz sirasinda, mitokondriyal membran potansiyeli azalir ve dis
mitokondriyal membran gecirgen hale gelir, bu da Cyt c¢ gibi apoptotik

proteinlerin salinmasina neden olur (Hroudova, Singh, & Fisar, 2014).

Sinaps dejenerasyonunda CASP3 6nemli bir rol oynamaktadir. Kaspazlar
(sistein-bagimli  aspartat-spesifik  proteazlar), ozellikle aspartik asit
kalintilarindan proteolitik yikimi saglayan bir proteaz ailesidir. CASP3,
noronal apoptoza yol acan apoptotik kaskadlardaki ana efektor kaspazdir. AD
hastalarinda, sinapslarda ozellikle postsinaptik kisimda, CASP3lin 6nemli
Olcide arttigt bulunmustur. Ayrica, AD hastalarn1 saghkli kigilere
karsilastirildiginda sinaptik  pro-CASP3 ve aktif CASP3 ekspresyon
seviyelerinde anlamli artiglar gosterdigi bildirilmistir (Louneva vd., 2008).
Sonuclarimiza gore AB (1-42) uygulamasi sinaptozomalarda Cyt ¢ ve CASP3
seviyelerinde artisa neden olmustur (Tablo 4.6, Sekil 4.8). MTT analizlerinden
elde edilen sonuclar Cyt ¢ ve CASP3 seviyelerindeki artis ile paralellik
gostermektedir (Sekil 4.6). Ayrica, AB (1-42) uygulamasi1 sinaptozomlardaki

mitokondriyal aktivitede doz bagimli bir azalmaya neden olmustur. Elde
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ettigimiz sonuclar, AB (1-42) aracili noérodejenerasyonda apoptotik siireclerin
rol oynadigin1 vurgulamaktadir. Bu bulgular, aktive olan Cyt ¢ ve CASP3’iin
ilerleyici sinaptik dejenerasyona ve nihayetinde AD’deki biligsel diisiisiin en

iy1 patolojik korelasyonu olan sinaptik kaybi1 tegvik etmektedir.

Sirtuinler veya smmf III histon deasetilazlar, hiicresel ve doku
fizyolojisinin veya patolojinin yan1 sira organizmal yaslanmanin cesitli
yonlerini etkileyen, genig bir hiicresel hedef yelpazesine sahip NAD+-bagimh
deasetilazlardir. Niukleer bir protein olarak SIRT1, beynin Kkorteks,
hipokampus, beyincik ve hipotalamus boélgelerinde yiiksek seviyelerde
eksprese edilir. SIRT1'in daha once antioksidan, antiinflamatuar,
antiapoptotik ve mitokondriyal biyogenez gibi ¢ok sayida néroprotektif
fonksiyonu dizenledigi gosterilmistir (Ng, Wijaya, & Tang, 2015). SIRT1
aktivitesi, NAD+1n ROS aracili tiikenmesine bagh olarak azalir. Azalmisg
SIRT1 seviyesinin bir sonucu olarak asetillenmig apoptotik proteinlerin
ekspresyonunun artmasi, SIRT1’'in apoptotik proteinlerin posttranslasyonel
asetilasyonun da o6nemli bir diizenleyicisi oldugunu gostermektedir (Tanno,

Sakamoto, Miura, Shimamoto, & Horio, 2007).

SIRT1, AD’de yogun olarak arastirilan tek sirtuindir. APP’nin a-sekretaz
hidrolizi APP’nin amiloidojenik siirecini engellediginden; AB iretimindeki
azalma, AD baglangicim1 ve ilerlemesini dogrudan etkilemektedir. SIRT1’in
ekspresyonunun artmasi a-sekretaz aktivitesini arttirdigini, buna karsihik AB
uretiminde bir azalmaya neden oldugu bildirilmistir (Qin vd., 2006). AD
hastalarimin beyin korteksinde SIRT1'in RNA ve protein ekspresyon
seviyelerinin tau birikimi ile pozitif korelasyon gosterdigi, ancak AB ile negatif
korelasyon gosterdigi bildirilmistir (Julien vd., 2009). Onceki calismalar ile
paralel bir gsekilde, AB (1-42) uygulamasinin sinaptozomalarda SIRT1
seviyelerinde diislise neden oldugunu bulduk (Tablo 4.7 ve Sekil 4.9). Ayrica,
azalan SIRT1 seviyelerinin AB (1-42) aracihigiyla artmis ROS ve apoptotik
streclerle de korele oldugu belirledik. Boylece, sirtuinlerin AD ile olan
fonksiyonlarinin tanimlanmasi, hastaligin tedavisini i¢in gelistirilebilecek yeni

terapotiklerin hedefi haline gelebilecegini diisiindiirmektedir.
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PARP1 (EC 2.4.2.30), hiicresel sag kalim ve 6limiin diizenlenmesinde rol
oynayan onemli bir enzimdir. PARP1, on sekiz farkli tiyeden olusan ailenin en
onemli tyesidir. PARP1'in katalitik aktivitesi, NAD+1n nikotinamid ve ADP-
riboza hidrolizi ve bunun sonucu olusan ADP-riboz birimlerinin, PARP1’in
kendi ve hedef proteinler tizerinde glutamat veya aspartat birimlerine
eklenmesini icermektedir. PAR polimerindeki ADP-riboz birimleri, uzun bir
lineer zincir Uretmek icin glikozidik riboz-riboz 1—2 baglar1 ve her 20-50
rezidii de bir PAR polimerlerinin dallanmasi i¢in 2—1 glikozidik bag yoluyla
baglanir. Beyindeki PARP1, PARilasyonun %901indan fazlasindan
sorumludur. Tek veya cift zincirli DNA kiriklarina yanit olarak PARPI,
NAD+1n ADP-riboz kisimlarini bir hedef proteine transferini katalize eder.
PARilasyon, DNA hasarinin tespiti, transkripsiyonun diizenlenmesi, kromatin
modifikasyonu, oksidatif ve apoptotik yolaklarin diizenlenmesi gibi birgok
temel molekiiler siirecte rol oynar. Bununla birlikte, PARP1’in inaktivasyonu
beyindeki noérodejenerasyonun hizlanmasina, noéronal kayiplarin ve
kanserojenezin artmasina neden olur. Oksidatif stres altinda, PARP1’in asir1
aktivasyonu, NAD+ seviyelerinin hizli bir sekilde tiikenmesine ve ATP
diizeylerinin azalmasina neden olarak apoptotik hiicre olimiine yol agar.
Oksidatif @DNA  hasarimin  onarilmasindan  sorumlu DNA  tamir
mekanizmalarinin yetersizligi de, AD patogenezinde énemli bir faktordiir.
Bununla birlikte, AD’lerin serebral kortekslerinde oksidatif hasar sonucu DNA
zincir kiriklarinda artis oldugu bildirilmistir (Strosznajder, Czapski,

Adamczyk, & Strosznajder, 2012).

PARPI1, substrat olarak NAD+ kullanim1 veya mitokondriyal proteinlerin
ekspresyonunun  epigenetik  regiilasyonu ile  mitokondride  enerji
metabolizmasini1 6nemli dlgiide etkiler. Biiyiik miktarda mitokondride lokalize
olan hicresel NAD+; PARP, mono-ADP-riboz transferazlar ve sirtuinler
tarafindan  kullanilir. AB aracili  mitokondriyal solunum  zinciri
komplekslerinin inhibisyonu, Oz~ Giretiminin artmasiyla oksidatif strese neden
olur; bu durumda PARP1 agir1 aktif hale gelerek enerji metabolizmasini ve
mitokondriyal membran potansiyelini degistirir (Schmitt vd., 2012).

Calismamizda, AB (1-42) ile inkibe edilen sican beyin korteksinden izole
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edilen sinaptozomlarda PARP1 seviyeleri anlamli bir sekilde arttirmistir
(Tablo 4.7 ve Sekil 4.9). Ayrica elde ettigimiz sonuclar, PARP1 seviyelerinin AB
(1-42) uygulanmasiyla artan TOS, CASP3 ve Cyt ¢ seviyeleri ve MTT sonuglari

ile tutarli oldugunu da gostermistir.

PPAR’lar, ligand- ve DNA-baglanma boélgeleriyle transkripsiyonu aktive
ederek veya baskilayarak hiicresel fonksiyonlari diizenleyen bir nikleer
reseptor ailesidirler. PPAR’lar, karmasik bir dizi mekanizma yoluyla cesitli
genlerin ekspresyonunu diizenlerler. PPAR, baska bir niikleer reseptor sinifi
olan RXR ile bir heterodimer olusturur. PPAR/RXR heterodimer bir kez aktive
edildiginde, hedef genlerin promotor boélgesindeki PPRE’yi uyararak, hedef
genlerin transkripsiyonunu saglayan kromatin gevsemesini baglatan histon
asetil transferazlari ve RNA polimeraz kompleksini aktive eder (Mattson,

2012).

PPARy beyindeki fizyolojik kogsullar altinda diisiik seviyelerde eksprese
edilir. Ancak, AD’li bireylerde yapilan gen ekspresyon analizlerinde PPARy
agonistlerinin PPARynin mRNA seviyelerini arttirdigi ve
noéronalinflamasyona karsin koruma sagladigr gosterilmistir (de la Monte, &
Wands, 2006). PPARy aktivasyonunun, AD hastalarinda meydana gelen
sinaptik disfonksiyona ve noronal kayiplara aracilik eden AB kaynakh
norotoksisite ve tau patolojisi arasindaki baglantiy1 kopardig: 6ne strtilmiustir
(Moosecker vd., 2019). Biz de ¢alismamizda, PPARy’nin in vitro AD modelinde
olasi etkilerini inceledik. Onceki calismalarla paralel olarak, AB (1-42) ile
inkibe sinaptozomlarda PPARYy seviyelerinin anlamli bir gekilde azaldigini
bulduk (Tablo 4.7 ve Sekil 4.9) (Inestrosa, Godoy, Quintanilla, Koenig, &
Bronfman, 2005). Ayrica, AB aracili norotoksisite de, azalan PPARy

seviyelerine azalan MTT sonuglar1 da eslik etmigtir.

Nikotinamid ve nikotinamid riboz, hicresel NAD+1mn temel
kaynaklaridir. Nikotinamid, NAMPT enzimi ile NMN’ye dontsturilir ve
ardinda NMN adeniltransferaz ile NAD+ sentezlenebilir. Nikotinamid
uygulamasinin hiicre i¢ci NAD+ seviyelerinde artisa neden oldugu bildirilistir

(Bieganowski, & Brenner, 2004). NAD+; glikoliz, krebs dongilisii ve oksidatif
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fosforilasyon gibi metabolik yolaklarda rol alan ortak bir ara maddedir. In
vitro ve 1in vivo AD modelleri tizerinde yapilan calismalar NAD+
uygulamalarinin dogrudan mitokondriyal fonksiyonlar izerinde etkili
oldugunu gosterilmistir. Ayrica, NAD+ tedavisinin biligsel fonksiyonlardaki
bozulmay1 durdurmasindan dolayi, AD’nin ilerlemesini 6nlemek i¢in etkin bir
terapotik olabilecegi bildirilmistir (Demarin, Podobnik, Storga-Tomic, & Kay,
2004). Calismamizda nikotinamid tedavisinin, AB (1-42) ile inkiibe edilen
sinaptozomlar lizerindeki etkileri arastirilmistir. Arastirmamizdaki asil amac,
nikotinamid tedavisinin hiicresel antioksidan savunma mekanizmalar:
destekleyerek, norodejeneratif hastaliklarla miicadelede beyin performansini
iyilestirmeye dayaniyordu. Nikotinamidin intraperitoneal olarak uygulandigi
sicanlarin beyin dokusundan izole edilen sinaptozomlarin AB (1-42) ile
inkiibasyonu sonrasinda, artan oksidatif ve apoptotik streclere karsi

antioksidan mekanizmalar1 destekleyerek noroprotektif etki gosterdigini

bulduk.

NAD+ seviyelerindeki suprafizyolojik artisin noéroprotektif etkiler
gosterdigi bilinmektedir. Hem NAD+ sentezinin Onciisii hem de PARP1 ve
SIRT1’in o6nerilen inhibitéri olarak nikotinamid noéroprotektif etkisini,
hiicresel NAD+  seviyelerini  koruyarak  NAD+-bagimli  enzimlerin
aktivitelerinin devamhihigini saglayarak gostermektedir. Nikotinamid,
SIRT1’in katalitik aktivitesini inhibe etmesine kargin; o6zellikle nikotinamidin
NAD+a dontstirilmesiyle, nikotinamid tedavisi dolayli olarak SIRT1
aktivasyonuna yol acabilmektedir. Yapilan o6nceki c¢alismalarda, SIRT1
seviyelerinin ve aktivitesinin hilicresel NAD+ seviyelerinden etkilendigini ve
nikotinamid tedavisinin NAD+ tiikenmesini azaltarak néronlardaki SIRT1
aktivitesini korudugu gosterilmistir (Liu, Gharavi, Pitta, Gleichmann, &
Mattson, 2009). Boylece, aktive olan SIRT1, PPARY’y1 deasetile ederek aktive
eder. Clunki nikotinamid yiiksek afiniteli nikotinik asit G-proteini bagh
reseptorlerine baglanamamasindan dolayisiyla PPARYy'yi aktive
edememektedir. Bu ylzden, nikotinamid uygulamasiyla artan NAD+
seviyeleri, indirekt olarak PPARy'nin aktivasyonunu regiile edebilmektedir (Li

vd., 2007).
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PARP1 ve SIRT1 arasindaki etkilesim sadece metabolik regiilasyonu
degil, ayn1 zamanda yaslanmay1 da etkiler. Oksidatif stres sirasinda aktive
olan PARP1, NAD+ tiketimine neden olarak SIRT1 aktivitesini
azaltmaktadir. Ayni zamanda, noéronlardaki AB maruziyetinin PARP1
aktivasyonu ile saniyeler igindeki hiicresel NAD+ seviyesinin %80-90'ninin
kullanilmasina neden olarak, noronal o6limi indiikledigi bildirilmigtir
(Martire vd., 2013). PARP1 ve SIRT1, NAD+-bagimli enzimler olduklari i¢cin
simirli miktardaki NAD+ substrati icin rekabet halindedirler. Her 1ki enzimin
de NAD+ i¢in olan Km farkliliklari, PARP1’in SIRT1’den daha hizl bir sekilde
NAD+1 kullanmasina imkan saglamaktadir (Smith, Hallows, & Denu, 2009).
Ayrica, yapilan bir ¢calismada, PARP1 gen delesyonu olan farelerde, PARP1
inhibisyonuyla SIRT1 aktivitesinin artmasina neden olarak, mitokondriyal

metabolizmay1 destekledigi bildirilmistir (Bai vd., 2011).

Nikotinamid, kompetitif inhibitér olarak PARP1’deki NAD+ baglayici
bolgeye baglanir. Boylece, enzim aktivasyonu igin gerekli olan NAD+1n
parcalanmasini 6nleyerek, NAD+ ve ATP diizeylerini artiric1 bir etki gosterir.
Bununla birlikte, AB (1-42) aracili nérotoksisitede nikotinamid uygulamasinin
PARP1 dizeylerini dustirerek apoptotik siireclerin tetiklenmesini 6énledigi
bildirilmistir (Pandya, Patel, & Lau-Cam, 2010; Bayrakdar, Uyanikgil, Kanit,
Koylu, & Yalcin, 2012). Sonucglarimiza gore, AB (1-42) ile inkiibe edilen
sinaptozomlarda artan oksidastif hasar ve apoptozla birlikte PARP1 seviyeleri
de artmastir (Tablo 4.7 ve Sekil 4.9). Bunula birlikte, artan PARP1
seviyelerinin azalan SIRT1 ve PPARy seviyeleri ile tutarli oldugu
belirlenmistir. Cinkii PARP1 artisiyla birlikte azalan NAD+ seviyeleri
dogrudan SIRT1 ve dolaylh olarak PPARy inaktivasyonuna neden olmustur.
Ancak, nikotinamidin uygulandigi sicanlarin beyin dokusundan izole edilen
sinaptozomlardaki PARP1 seviyelerinin azalmasi, beraberinde SIRT1 ve
PPARy seviyelerinin artmasina neden olmustur. Soyle ki, PARP1’'in NAD’a
olan Km’sinin son derece disiik olmasi, nikotinamidin SIRT1 yerine PARP1
uzerindeki katalitik bolgeye baglanmasina neden olmus olabilir; béylece NAD+

tiketimini yavaglatmis ve SIRT1 seviyelerinde artisa neden olmus olabilir.
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RXR agonist aktivitesine sahip ve endojen RXR ligandlar1 olarak bilinen
retinoik asit bilesiklerine yapisal olarak benzeyen sentetik bir Uriin olan
bexarotene (targretin), T hiicreli kutanoéz lenfoma hastalarinda kullanim i¢in
FDA tarafindan onaylanmigtir. Bunu yami sira, in vivo AD modelinde
bexarotene uygulamasinin, néral fonksiyonlar: dizenlenmesi ve AB klirensini
attirmasi ile birlikte biligsel fonksiyonlari iyilestirildigi bildirmistir (Kuntz vd.,
2015). Bu etkinin temelinde, artan PPARy aktivasyonu oldugu one
surilmustir. Mitokondriyal fonksiyonlarin  diizenlenmesiyle PPARy
agonistlerinin, B-sekretazlari inhibe ederek AB peptid olusumunda dogrudan
rol oynadig1 gosterilmistir (Sastre vd., 2006). Benzer sekilde, bexarotenenin
hem PPARy’y1 aktive ettigi hem de beyindeki AB seviyelerini azalttig:
bulunmustur (Ghosal vd., 2016). Bu da, bexarotene’nin, MSS néronlarinda
PPARynin ekspresyonunu arttirmasiyla AD'deki terapotik etkisine 1sik

tutmustur.

PPARy dolayli olarak ApoE geninin promotérine baglanarak
ekspresyonunu tesvik etmekte ve HDL seviyelerini arttirmaktadir. HDL
sentezinin uyarilmasi, AB peptitlerinin beyinden temizlenmesine yardimci
olmaktadir (Cramer vd., 2013). Bu durum, sonuclarimizdaki, bexarotene
uygulamasinin yapildig1 sicanlardaki lipit profilindeki artisi aciklamaktadir
(Tablo 4.1 ve Sekil 4.2). Ancak, bexarotene uygulamasinin yapildigi sicanlarda
HDL'nin yan1 sira LDL, trigliserit ve kolesterol seviyelerinde de ilimli bir

artisin oldugunu bulduk.

SIRT1 katalitik bolgesi sayesinde PPARy ile kompleks olusturur; hem
SIRT1 hem de PPARy, SIRT1 geninin promotériine baglanarak
noredejeneratif hastaliklarda SIRT1 ekspresyonunu kontrol edebildigi
bildirilmistir (Han wvd., 2010). Yapilan c¢alismalarla paralel bir sekilde,
bexarotene tedavisinin PPARy seviyelerinde énemli bir artig saglarken, ayni
zamanda da SIRT1 seviyelerinde 1liml bir artisa neden olmustur. Ote yandan,
bexarotene tedavisinin PARP1 seviyelerinde disiise neden olmustur. Bu
distis, SIRT1 seviyelerindeki i1lim artigstan kaynaklanmig olabilir. SIRT1

seviyelerindeki istatiksel olarak anlamli olmayan bu artis, PARP1
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aktivasyonu 1icin gerekli olan hiicresel NAD+ havuzunu bir kisminin

kullanilmasina neden olmus olabilir.

DMSO, tibbi arastirmalarda yaygin olarak kullanilan c¢esitli biyolojik
fonksiyonlara sahip polar bir organik ¢oziicidiir. Noéroloji alaninda, DMSO
yaygin olarak noroprotektif veya norotoksik ajanlari  ¢ozmek igin
kullanilmaktadir. Ayrica yapilan calismalarda, DMSO tedavisinin, in vivo
serebral iskemi modellerinde néron kaybini azalttigr gosterilmistir (Di Giorgio
vd., 2008). Bununla birlikte, DMSO’nun fare ve sicanlarin hipokampal
noronlarinda apoptozu indiikleyerek néron kaybina neden oldugu da
gosterilmistir (Hanslick vd., 2009). Benzer sekilde, DMSO yetigkin fare
beyninde ADmin ayirt edici 06zelligi olan tau hiperfosforilasyonunu
indikleyebildigi bildirilmistir (Julien vd., 2012). Literatlirdeki bu tutarsiz
veriler, DMSO’nun kullanildigi modellerin veya uygulanan DMSO
konsantrasyonlarinin farkli olmasindan kaynaklanmis olabilir. Bu ytizden,
calismamizda ¢oziici olarak kullandigimiz %1°lik DMSO i¢in ayri bir grup
olarak olusturduk. Kontrol grubundan elde edilen hem biyokimyasal hem de
histolojik sonucglar, DMSO grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak

fark bulunmamaisgtir.
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6.SONUC VE ONERILER

Sinaptozomlar noérokimyasal degisimlerin incelenmesinde kullanilan
subseliiler membran yapilaridir. Sinaptozomlarin izolasyonu, arastirmalarin
gerceklestirilmesi ve sonuglarin dogrulugu agisindan kritik bir 6neme sahiptir.
Bugiine kadar sinaptozomlarin izolasyonu i¢in farkli yontemler onerilse de,
genel olarak Whittaker yontemi, Percoll gradient ve siikroz gradient
yontemleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Sinaptik vezikiil icerigi ve sayilari,
sinaptik baglanti noktalari, mitokondri sayilar1 ve yerlesimi ile miyelin
membran parcalar1 gibi yapilarin morfolojik incelemeleri sonucunda siikroz
protokoliiniin, beyin korteks bélgesinden sinaptozomlarin saflagtirilmasi i¢in
Whittaker ve Percoll protokoliinden daha verimli oldugu belirlenmistir.
Sistematik olarak, siikroz gradient izolasyon yonteminin daha saglam ve
diizgiin morfolojiye sahip sinaptozomlarin elde edilmesini saglamistir. Bu
nedenle, AD gibi norodejeneratif hastalarin molekiler temeli ile ilgili
calismalarda kullanilacak olan sinaptozomal yapilarin izolasyonunda siikroz

gradient yonteminin kullanilmasini 6nermekteyiz.

AD’nin henliz kesin bir tedavisinin olmamasiyla birlikte kullanilan
terapotik ajanlarin ¢ogu hastaligin patolojik bulgularimi hafifletmekten 6te
gecememektedir. Antioksidan mekanizmalarin yetersizligi, oksidatif stres,
mitokondriyal aktivite kaybi1 ve apoptotik kaskatlarin aktivasyonu AD’de
noronal ve biligsel anormalliklerin olusumunda rol oynayan mekanizmalardan
bazilaridir. SIRT1, PPARy ve PARP1 sinyal yolaklarinin aktivasyonu veya
inhibisyonu AD patofizyolojisinde yer almaktadir. Calismamizda, AD
patogenezinde rol alan bu sinyal yolaklarinda etkili olabilecek terapotik bir
yaklagsim olarak, nikotinamid ve bexarotene tedavisinin ex vivo AD
modelindeki etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir. Bu amacla, sicanlara 1
hafta boyunca nikotinamid ve bexarotene uygulandi ve bu igslemin sonunda
sicanlar dekapite edilerek beyin dokular: alindi. Ardindan, beyin dokularindan
izole edilen sinaptozomlar AB (1-42) inkibe ile edildi ve antioksidan savunma
sistemi, oksidatif stress, apoptosis ve SIRT1/PPARy/PARP1 sinyal yolaklar

uzerindeki nikotinamid ve bexarotenenin noéroprotektif etkinlikleri
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arastirtlmistir.  Hicresel  biyoenerjitigin  ve  redoks homeostazinin
sturdirilmesinde etkin rol oynayan NAD+1n 6ncisi olan nikotinamid; TAS,
TOS, CASP3 ve Cyt ¢ seviyelerinin regiilasyonunda bexarotene’den daha etkili
oldugu bulunmustur. Ayrica nikotinamid indirek olarak SIRT1 ve PPARynin
aktivasyonunu saglarken, PARP1’in inhibisyonuda neden olmustur.
Bexarotene uygulamasinin, PPARy’y1 ve baglantili olarak SIRT1i aktive
etmigtir. Boylece NAD+ depolarinin azalmasi ile dolayli olarak PARP1
seviyelerinde 1limli bir disiise neden oldugunu distiinmekteyiz. Sonug olarak
elde ettigimiz veriler dogrultusunda, nikotinamid ve bexarotene’nin AD

tedavisinde potansiyel terapotik ajanlar olabilecegini desteklemektedir.

Sicanlarin anatomik yapisindan dolayi bu ¢alisma sadece yasl sicanlar
uzerinde ve in vitro olarak gerceklestirilmistir. Dolayisiyla nikotinamid ve
bexarotene’nin geng sicanlar tizerinde ve in vivo modellerde incelenmemis
olmasi1 bu calismanin baslica limitasyonudur. Ayrica calismamizda, SIRT1I,
PPARy ve PARPI'In mRNA ve protein ekspresyon seviyelerinin analiz

edilememis olmasi diger bir eksikliktir.
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