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OZET

Saygisever-Faikoglu,Kiibra (2019). Noronal Hiicre Kiiltlirlerinde Vinposetin,
Levosimendan ve Ibudilast’mn Amiloid Beta Peptid ile inhibe edilen SIRTUIN-1’e
Etkileri. istanbul Universitesi-Cerrahpasa Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Tibbi
Farmakoloji ve Klinik Farmakoloji AD. Doktora Tezi. Istanbul Bu ¢alisma Istanbul
Universitesi-Cerrahpasa Lisansiistii Egitim Enstitiisii Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali
ve Atlas Biyoteknoloji isbirligi ile Atlas Biyoteknoloji Laboratuvarlarinda
geceklestirildi.

Calismada amag; AH’nin mekanizmasinin daha iyi anlagilmasi ve etkin tedavi
yaklagimlariin olusturulmasi i¢in 6n ¢alisma niteligindeki bu projeyle sirtuin-1 ile PDE
arasindaki olas1 bir iligskiyi in vitro yontemlerle aydinlatmaktir. Norodejeneratif
hastaliklardan Alzheimer hastaligi (AH), biligsel fonksiyonlarin azaldigi ve demansin
gbzlendigi, beyinde norofibriler yumaklarin olusumu ve amiloid-beta (AB) peptidlerin
birikimi ile karakterize, ndron kaybi ve inflamasyonun eslik ettigi bir hastaliktir. Yapilan
caligmalarda Alzheimer hastalig1 patolojisi ile otofaji yolaklari arasinda da siki bir iligki
oldugu gozlenmektedir. Sirtuinler (SIRT) gen transkripsiyonunun sessiz bilgi
diizenleyicileri olarak bilinirler ve hiicresel immiinitede, otofaji indiiksiyonunda,
apoptozisin inhibisyonunda, oksidatif streste ve inflamasyonun baskilanmasinda rolleri
bulunmaktadir. Caligmamizda AH nin patogenezinden sorumlu norotoksik protein Afs.
35 uygulanan fare hipokampal néron (HT-22) hiicre Kkiiltiirlerinde PDEi’lerden
vinposetin (VIN), levosimendan (LEV) ve ibudilastin (IB) hiicre canlibigi ve
korunmasinda rol alan sirtuin-1 (SIRT1) ekspresyonuna ve bazi otofaji proteinlerine
olan etkilerini degerlendirdik. Elde ettigimiz bulgulara gore, HT-22 hiicre hatlarinda,
ABs.35 (5 tM) uygulamasi, SIRT-1 ekspresyonunda azalmaya neden olmus, Afzs.35 ile
es zamanli PDEI uygulamasi, SIRT-1 ekspresyonundaki bu azalmay1 geri gevirmistir.
Otofaji proteinlerinden ATG5, beklin-1 (BECN1) ve otofaji belirteci LC3II’nin de
ekspresyonlart ABzs.35 uygulamasi ile azalmis, AP2s.3s ile es zamanl PDEI uygulamasi,
bu azalmay1 geri dondiirmiistiir. PDEI olan Vinposetin, Levosimendan ve Ibudilast’m
AP hasar1 sirasinda farmakolojik etkisini, SIRT1, ATG5, BECN1, aktif AMPK (p-
AMPK), aktif mMTOR (p-mTOR) ve LC3II gen ekspresyonlarini degistirerek gosterdigi
sonucuna varabiliriz.

Anahtar Kelimeler: Fosfodiesteraz enzim inhibitorleri, Alzheimer hastaligi, sirtuin-1,
otofaji.

Destekleyen Kurulus: ITUC BAP (Proje Numarasi: TDK-2018-31103)
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ABSTRACT

Faikoglu-Saygisever, K .The Effects of Vinposetine, Levosimendan and Ibudilast on
SIRTUIN-1 Inhibited by Amyloid Beta Peptides in Neuronal Cell Cultures. Istanbul
University-Cerrahpasa, Institute of Graduate Studies, Department of Medical
Pharmacology, Doctoral Thesis. Istanbul. This study was performed in Atlas
Biotechnology Laboratories in collaboration with Istanbul University-Cerrahpasa,
Institute of Graduate Studies, Department of Medical Pharmacology and Atlas
Biotechnology.

The aim of this project, which is a preliminary study to understand the mechanism of
AD better and to establish effective treatment approaches that to elucidate a possible
relationship between sirtuin-1 and PDE in vitro method. Alzheimer's disease (AD), a
neurodegenerative disease, is characterized by decreased cognitive functions and
dementia with the formation of neurofibrillary tangles in the brain and accumulation of
amyloid-beta (AP) peptides that accompanied by neuronal loss and inflammation.
Studies have shown that there is a close relationship between Alzheimer's disease
pathology and autophagy pathways. Sirtuins (SIRT) are known as silent information
regulators of gene transcription and have a role in cellular immunity, autophagy
induction, apoptosis inhibition, oxidative stress and suppression of inflammation.
Sirtuin-1 (SIRT1), which is involved in cell viability and protection of PDEIs,
vinposetin (VIN), levosimendan (LEV) and ibudilast (IBT) in mouse hippocampal
neuron (HT-22) cell cultures treated with neurotoxic protein APgs.3s Which is
responsible for the pathogenesis of AD and have effects on some autophagy proteins.
According to our findings, the application of AB2s.35 (5 tM) in HT-22 cell lines caused a
decrease in SIRT-1 expression and concurrent administration of PDEI with Ags.35 ,
reversed this decrease in SIRT-1 expression. Expression of autophagy proteins ATG5,
beklin-1 (BECN1) and autophagy marker LC3Il also decreased with Afs.3s
administration also concomitant administration of PDEI with AP,s.35 reversed this
decrease. We can conclude that PDEI, Vinposetin, Levosimendan and Ibudilast show
pharmacological effect during AP injury by altering SIRT1, ATGS5, BECNI, active
AMPK (p-AMPK), active mTOR (p-mTOR) and LC3II gene expressions.

Key Words: Phosphodiesterase enzyme inhibitors, Alzheimer's disease, sirtuin-1,
autophagy.

Supporting Institution: IUC BAP (Project Number: TDK-2018-31103)



1. GIRIS VE AMAC

20. ylizyildan once ve sonra yapilan tarihsel derleme calismalarinda demans ve
Alzheimer hastalifi  (AH) kavramlarina iligkin olaylarn  yam1 sira, AH
kavraminin“demans” kelimesinden ayrilmasi da tarihsel olarak 6nemlidir[1],[2].

4 Kasim 1906'da, Almanya'nin gilineybatisinda bir psikiyatrist toplantisinda Emil
Kraepelin'in grubunun bir iiyesi olan Alois Alzheimer’in tarif ettigi pre-senil demans

vakast ile tanimlanan yeni hastalik 20. yiizyila damgasini vurmustur [2],[3].

Alman noropatolog Alois Alzheimer, 1901 yilinda Auguste Deter (1850-1906) adl1 51
yasinda bir kadinda kendi admi tasiyan hastaligi teshis etmistir. Deter’in kocast,
karisinin son bir yilda unutkan, akli karismis, endiseli, siipheci, disiplinsiz ve ¢ilgina
donmiis bir hale geldigini ifade etmistir. Ayn1 zamanda Auguste’nin artik giinliik yasam
aktivitelerini yerine getiremedigi ve halusinasyonlarinin oldugunu da dile getirilmistir
[2],[4].

1901 yilmin kasim ayinda AH’nin anlama, dil ve hafiza iizerine biligsel anlamdaki
etkileri kaydedilmistir. Sonraki yillarda ndropatolog, hastasinin saglik durumu ile ilgili
periyodik giincellemeleri de takip etmistir. 1906 yilinda Auguste Deter’in vefat1 iizerine
hastanin beynindeki norofibriler yumaklar ve senil plaklarin varligini ortaya koyan bir
otopsi incelemesi sonucunda, Alzheimer daha sonra kendi adiyla anilan hastaligin klinik

ve patolojik incelemesini i¢eren ilk konsensusu da baglatmistir [2],[4].

Norodejeneratif hastaliklardan biri olan AH, beyinde amiloid-beta (AP) peptidlerin
birikimi ve norofibriler yumaklarin olusumu ile karakterize, noron kaybi1 ve beyinde
inflamasyonun eslik ettigi, biligsel fonksiyonlarin azaldigi ve demansin goézlendigi
ndrodejeneratif bir hastaliktir [5],[6]. Insan Omriiniin giderek uzamasiyla birlikte
demans gibi daha c¢ok yaslilar1 etkileyen hastaliklarin gériilme sikliginda 6nemli bir artis
olmustur. Demans bildirilen tiim vakalarin % 50-70'ini olusturan AH, en yaygin goriilen
demans seklidir. Diinyada 26 milyondan fazla insan su anda AH ile yasamaktadir; etkili
tedaviler bulunmadig1 taktirde 2050'de bu saymin 106 milyonu asacagr tahmin
edilmektedir [7]. Bu nedenle A birikimini veya toksisitesini azaltacak yaklagimlar ile

AH gelisimi 6nlenebilir ya da yavaslatilabilir [8].



AH patofizyolojisinde AP birikimi ve tau fosforilasyonu sonucunda olusan ndrofibriler
yumaklarin, nérodejeneratif hasari1 baslatan olaylar oldugu disiiniilmektedir [9]. Bu
noropatolojik olusumlarin en fazla hafiza ve bilingle ilgili beyin bdlgesi olan
hipokampusta goriilmesi de AH’nin en belirleyici semptomlarindan olan hafiza kaybi,

gorsel-uzaysal yeteneklerde azalma ile yakindan iligkisini ortaya koymaktadir [8].

AH’nin birgok faktore bagli olarak gelistigi diisiiniilmektedir. Ancak ilerleyen yas, aile
Oykiisli, kadin cinsiyeti, tip 2 diyabet, periferik vaskiiler hastaliklar, ateroskleroz,
kardiyovaskiiler hastaliklar, kafa travmalari, serebrovaskiiler hastaliklar ayrica genetik
olarak apoprotein (APO) E €4 alel tagiyan kisiler €3 alel tagiyanlara kiyasla artmig AH
riski altinda bulunmaktadirlar [10]-[12].

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar AH patolofizyolojisi ve otofaji yolaklar1 arasinda
anlamli bir bag oldugunu gostermektedir. Otofaji, AH nin patolojisini olusturan AP gibi
protein  agregatlarinin  lizozomal yikimla pargalanmasinda ve  hiicreden
uzaklastirilmasinda yasamsal 6neme sahiptir [13]-[17]. Postmitotik sinir hiicreleri ve
AP peptid gibi yanlis katlanan norodejeneratif proteinlerin ve hasarli organellerin
enzimatik yolla parcalanarak hiicreden uzaklastirilmalar1 i¢in otofajiye ihtiyaclari
vardir. AB’nin beyin dokularindaki asir1 birikimi oksidatif strese neden olarak ¢ogu
hiicre i¢i organele zarar verebilir. Hasarl1 organellerin ve makromolekiillerin kontrollii
uzaklastirilmas1 otofajinin noéron koruyucu rolleri arasindadir. Bu nedenle AH
tedavisinde, bir yandan oksidatif hasar1 Onleyen, diger yandan da otofajik yolaklar
harekete geciren yeni tedavi yaklasimlarimin hizla 6nem kazandigi bir donemece

girilmistir [13], [18].

AH vyaklagik bir asirdir bilinmesine ragmen [4] yalnizca ¢ kolinesteraz inhibitorii
(donepezil, galantamin, rivastigmin) ve bir N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor
antagonisti (memantin) ABD Gida ve Ilag¢ idaresi (FDA) tarafindan AH tedavisi igin
onaylanan ilaglardir. Bu ilaglar semptomatik tedavi saglar, ancak hastaligin seyrini
degistirmezler. Giinlimiizde noérodejeneratif hastaliklarin mekanizmasini aydinlatmak
tizere yapilan calismalar ile giderek artan hiicre i¢i sinyal yolaklarma yenileri
eklenmekte ve bu hastaliklardan korunmak veya bu hastaliklar1 tedavi etmek iizere
gelistirilecek  etkin  tedavi  secenekleri detaylandirilmaktadir.  No6rodejeneratif
hastaliklarin mekanizmasini aydinlatmak {izere yapilan ¢alismalar ¢esitli enzim

inhibitor ya da aktivatorlerinin bu hastaliklardan korunmak veya tedavi etmek iizere



gelistirilecek etkin tedavi segenekleri arasinda yer aldigimi gostermektedirler. Bahsi
gecen enzimler ¢ok cesitli sinyal yolaklarini aktive ya da inhibe ederek nérodejeneratif

hasar1 yavaslatilabilmekte ve/veya azaltilabilmektedirler.

Maya homologlarindan sonra isim almis olan sessiz bilgi diizenleyicileri
(Silent Information Regulator 2 Homologue 1; Sirtuinler ya da SIRTler), faaliyetlerini
nikotinamid adenin diniikleotide (NAD+) bagli olarak diizenleyen ve NAD+ tarafindan
regiile edilen histon deasetilaz grubudur. Bugiline kadar yedi ¢esit sirtuin (SIRT1-
SIRT7) tanimlanmistir. Bunlar arasinda SIRT1 en iyi tanimlananmidir [19]. SIRT1
metabolizmasi, stres yanitlari, hiicresel sagkalim, transkripsiyon, yaslanma ve diger
cesitli olaylarla iliskilendirilmistir [19], [20]. Ayrica simdiye kadar yapilan ¢aligsmalar
SIRTI'in nodronal fonksiyonlar, yaslanma siireci, AH ve diger ndrodejeneratif
hastaliklarda onemli bir rol oynadigini gostermistir. SIRT1 sadece aksonlar
dejenerasyondan korumakla kalmaz [21]; aym1 zamanda hipokampusta hafizayr ve
sinaptik plastisiteyi diizenler [22]. Ayrica, SIRTI azalmasi, AH hastalariin
beyinlerinin kortekslerinde AP ve mikrotiibiile bagh proteinlerin (tau) birikimi ile de
yakindan iliskili bulunmustur [23]. Bu nedenle SIRTI, yasa bagl bilissel bozukluklara
kars1t olas1 hafizayr ve sinaptik plastisiteyr diizenler. Ek olarak, AP oncii/prekiirsor
proteini (amyloid precursor protein; APP-), tau, presenilin 1 (PS EN1), presenilin 2
(PSEN2) ve ApoE4 gibi proteinlerin AH'min patolojisi ve ilerlemesine dogrudan katki
sagladig1 bilinmektedir. Bu proteinleri kodlayan genlerdeki ekspresyon degisiklikleri

veya mutasyonlar AH'nin patolojik siirecinde énemli rol oynayabilir [24]-[27].

Siklik guanozin monofosfat (cGMP), merkezi sinir sistemi de dahil olmak iizere ¢esitli
biyolojik sistemlerde haberci ikincil bir sinyal iletimi sistemidir. Uretimi, guanil siklaz
tarafindan yapilan katalizasyon ve fosfodiesterazlar (PDE'ler) tarafindan gergeklestirilen
degradasyon sayesinde dengelenir. cGMP sinaptik plastisite ve bellekte 6nemli bir
molekiil olarak tanindigindan, sayisi artmaya devam eden bir¢cok calisma cGMP
seviyelerini diizenlemeyi amaglayan stratejilere odaklanmislardir. Halihazirda yaslanma
ve AH’de, hipokampusta cGMP'ye bagli sinyal iletiminde bir azalma oldugu da

gosterilmistir.

cGMP'deki yasa bagli azalma NMDA reseptor bagimli nitrik oksit (NO)-cGMP yolunu
[28] inhibe edebilirken; PDE ekspresyonunda [29] ve AH patogenezinde anahtar



molekiil olan AP peptidinin aktivitesinde ve birikimindeki artigla ilgili bulunmustur

[30], [31].

Bu calismada bazi PDE inhibitorlerinin fare hipokampal néronal hiicre hatlarinda (HT-
22 ) AP ile inhibe edilmis, sinir koruyucu ve antioksidan olan SIRT-1 iizerinden otofaji

yolaklar1 tizerindeki etkileri incelenecektir.
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2. GENEL BIiLGILER

2.1. Alzheimer Hastahgi
2.1.1. AH Patogenezi ile ilgili hipotezler

2.1.1.1. Kolinerjik Hipotez
Kolinerjik fonksiyon bozukluguna dayali en eski hipotezdir [32]. Kolinerjik hipotez

1982 yilinda Bartus ve arkadaglarinin hipotezlerinde yagliliktaki hafiza bozuklugu ile
kolinerjik sistem arasindaki iliskiden bahsetmeleriyle ilk kez dile getirilmistir [33].

Alzheimer hastasinin beyninin biyokimyasal incelemesinde normal beyin ile
karsilastirildiginda, beyin korteksindeki ve tiim diger alanlardaki kolin asetil transferaz

ve asetilkolinesteraz aktivitesinde azalma oldugu gézlenmektedir[34].

Bu incelemeler bazal 6n beyin c¢ekirdegindeki (Meynert ve medial septumun niikleus
bazalisi) kolinerjik néron kaybi, kortikal ve hipokampal asetilkolin azalmasi ile birlikte
seyreden biligsel islev bozuklugu ile sonuglanmistir [35]. Ek olarak presinaptik
kolinerjik terminallerde bulunan nikotinik ve muskarinik asetilkolin reseptorii
sayisindaki azalmanin biligsel islevi azalttigi da yine ¢aligsmalarla gosterilmistir [36],

[37].

Ayrica kolinerjik hipotezi yine santral sinir sitemi (SSS) hastaliklarinda 6nemli rolii
oldugu diisiiniilen eksitotoksisite mekanizmasini desteklemektedir. Bu hipoteze gore;
memeli SSS’deki noronlarin uyaric1 amino asitlere, 6zellikle glutamata asir1 veya uzun
sireli maruz kalmasi sonucunda katalitik enzimler aktive olmakta, toksik serbest
radikallerin olusumu ve hiicre enerji liretiminin bozulmasi anormal miktarda hiicre ici
Cat+2 iiretilmesine neden olmaktadir. ATP'nin tilkenmesi de membran iyon
pompalarinin dogru g¢alismasina izin vermediginden, transmembran elektrokimyasal
gradyanlarin ¢okmesi, sinir hiicresi fonksiyonunun kaybina, ndéron hasarina, nekroza

veya apoptozise yol agmaktadir [38].

2.1.1.2. Amiloid kaskadi hipotezi
Amiloid kaskadi hipotezi, AH’de norodejenerasyonun, beynin c¢esitli alanlarinda
anormal A plaklarinin birikmesinden kaynaklandigini ileri siirer [39], [40]. AP

plaklarinin  birikimi néronda hasarlanmaya yol acan patolojik bir kaskadin



tetiklenmesine neden olur. Ayrica tau proteini yoluyla norofibriller yumaklarin
olusumu, noronal disfonksiyona ve AH'de hiicre 6liimiine yol agmaktadir [39], [41],
[42] Genetik, biyokimyasal ve patolojik kanitlar, Af plaklarinin birikmesinin AH'nin
baslica nedeni oldugunu One siiren amiloid kaskadi hipotezini desteklemektedir[43]-

[45]

AP birikimi ve plak olusumu lokal mikroglial aktivasyona, sitokin saliverilmesine,

reaktif astrositoza ve inflamatuvar tepkiye yol agmaktadir[46]-[48].

APP [49], PSEN1 ve PSEN2 [50]-[52] genindeki otozomal dominant mutasyonlar
erken baglangicl ailesel AH’ye neden olurken, tipik ge¢ baslangi¢l hastalik i¢in APOE
[53] geninde mutasyon ana genetik risk faktoriidiir. Genetik calismalar, AH'deki
norodejeneratif reaksiyonlarin, AP peptidi iiretimi ve klirensi arasindaki dengesizligin

bir sonucu oldugunu da géstermektedir [54].

AR metabolizmasinda degisiklikler
-Total AR Gretiminde artis

-AB42/AB40 oraminda artis
-AB indirgenmesinde/temizlenmesinde azalma

Plak ve yumak patolojili demans

Sekil 2-1. Amiloid (Ap) kaskad hipotezi. Haass ve Selkoe vd. [55] ’nden Tiirk¢e’ye

uyarlanmistir.



2.1.1.3. Tau Hipotezi

Noropatolojik olarak AH, tau proteinlerinden olusan intrandronal ndorofibriler
lezyonlarin varlig1 olarak da tanimlanmaktadir [56], [57]. Tau proteinleri esas olarak
noronlarda bulunur ve mikrotiibiile bagli protein ailesindendirler [57]. Mikrotiibiil

yapim1 ve ndronal mikrotiibiil aginin stabilizasyonunda 6énemli rol oynarlar[57].

AH’ye bagl patolojik durumda, sitozolde hiperfosforile tau proteinlerinin seviyelerinde
anormal bir artis gézlenmistir [57]. Hiperfosforile tau proteinleri, sarmal filamentler ve
diiz filamentler halinde polimerize edilirler [57]. Hiperfosforile tau proteininin anormal
olarak birikimi hem nérofibrillerde hem de beynin sitozolunda gergeklesir [58]. Normal
tau fonksiyonunun kaybi, hiicre iskeletinin yapisal ve diizenleyici fonksiyonlarinda
patolojik bir duruma yol acar. Bu durum, uygun morfolojinin siirdiiriilmesini, aksonal
taginim1 ve sinaptik fonksiyonu bozarak norodejenerasyon gibi durumlara yol agar ve

noronlarin normal hiicresel fonksiyonlarini etkiler [59].

Farkli volaklar etkileme suretiyle aktif ve pasifimmunizasyon
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Sekil 2-2. Alzheimer hastaligi’nda Tau: Mekanizmalar ve Terapotik Sistemler. Gao

Y. Vd. [60] 'nden Tiirk¢e’ye uyarlanmustir.



2.1.1.4. Kolesterol Hipotezi
Yiiksek serum kolesterol diizeylerinin AH gelisme riskini arttirdigi ifade edilmistir [61].
Kolesterol ve AD iizerine yapilan erken bir arastirma, apoE genotipinin ve Alzheimer

hastalarin toplam kolesterol seviyelerine, yaslarina ve cinsiyetine bagli oldugunu
bildirmistir[62].

ApoE, plazmadaki ana apolipoproteinlerden ve beyindeki kolesteroliin ana
tastyicilarindan biridir. Insanlarda ApoE geninin ii¢ alleli bilinmektedir: €2, €3 a 4.
Birgok calisma, ApoE &4 alelinin AH icin artmis bir risk ile iligskili oldugunu
gosterirken, ApoE €2'nin AH’den koruma sagladigi goriilmiistiir[10], [63], [64].

In vitro ve in vivo ¢alismalar ApoE’nin; ndroinflamasyonu kétiilestirebilen, sinaptik
plastisiteyi bozabilen ve ndronal hasara cevabi degistirebilen AB’den bagimsiz bir rolii
oldugunu dogrulamistir [65]. Bununla birlikte, ApoE'nin en oOnemli islevi AP
metabolizmasindaki mediyator roliidiir. ApoE'min A iizerinden patolojik bir takim
degisikliklere neden olabilecegi varsayilmistir [66]. ApoE AP'yi baglar, nérondan
AP’nin temizlenmesini bozarak A birikimini tetikler. Ayrica, ApoE, belirli ApoE
alellerine baglanarak da AP birikimini arttirir [67], [68].

Hiicre i¢i kolesteroliin, sekretaz aktivitesini, sekretaz veya APP'nin hiicre igine
transferini  diizenlemesi  yoluyla ~ APP'nin  islenmesini  diizenleyebilecegi
diigiiniilmektedir. Artan kolesterol konsantrasyonu y-sekretaz —aktivitesini ve
amiloidojenik yolak aktivitesini kuvvetlendirir, ayrica diisiik kolesterol seviyeleri de
amiloidojenik yolu tesvik eder. Tim bunlar kolesterolin AH'daki roliini
desteklemektedir. Kolesterol metabolizmasi ile AH arasinda baglanti olusturan bir ¢ok

genetik faktor vardir, ancak yalnizca ApoE geni i¢in bu iliski kanitlanmustir [69], [70].

2.2. Lizozomlar ve Otofaji

Lizozomlar, 6karyotik hiicrelerin primer pargalayici boliimii olarak bilinmektedir. Bu
dinamik organeller, 1955 yilinda Liége Universitesi'ndeki Belgikali biyokimyaci
Christian de Duve tarafindan kesfedilmistir [71], [72]. Lizozomlarin tanimlayict bir
ozelligi, vakuolar H+ ATPase (v-ATPase) tarafindan olusturulan ve Cl—, Na+ ve K+
gibi bir bagka iyon tiiriiniin akisina yardimci olan asidik i¢ pH (4,5-5,5)laridir [73]-
[75]. Disiik pH, Liminal hidrolazlarin islevi i¢in optimal bir ortam saglar ve bdylece
genis makromolekiil dizilerinin parcalanmasini kolaylastirir. Bu da hiicreye alinan

maddelerden amino asitlerin, monosakaritlerin ve serbest yag asitlerinin ortaya



cikmasini saglamaktadir [76]-[79]. Ayrica self-katabolik bir siire¢ olarak bilinen
otofajide sitoplazmik makromolekiiller, hasarli ya da yanlis katlanmis proteinler ve de
biitiin organeller lizozom tarafindan yakalanir ve parcalanir [80], [81]. Bu fonksiyonlar,
hiicresel sagligin korunmasinda lizozomlarin temel bir rolii oldugunu vurgulamaktadir.
Bu durum, hidrolazlar ve permeazlar gibi dnemli lizozomal proteinleri etkileyebilen,
genetik mutasyonlar, metabolik islev bozukluklari, ndérodejenerasyon ve ciddi biiylime
bozukluklari ile karakterize lizozomal depo hastaliklar1 (LDH) olarak bilinen bir kalitsal
sendrom grubuna yol agabilir [82]-[84]. Ozellikle, genetik veya ¢evresel faktorlerden
kaynaklanan lizozomal islev bozuklugu, artan bir nérodejenerasyon ve bilissel bozulma
riski ile giiglii bir sekilde iliskilidir [18],[84]-[86]. Son yillarda, artan caligsmalar,
lizozom hakkindaki goriisiimiizii yalnizca bir terminal yikicidan ziyade hiicresel
adaptasyon icin sofistike bir agin merkezi diiglimii oldugu yoniinde radikal bir sekilde
degistirdi.

Lizozomal enzimler, salg1 proteinleri ve plazma membran proteinleri ile birlikte, kaba
endoplazmik retikulum {izerinde zara bagli olan polizomlar {izerinde sentezlenirler.
Lizozomal enzimlerin glikozidazlar, lipazlar, asit fosfatazlar ve siilfatazlar gibi farkl
tirleri de vardir [88]. Bu farkli tiirler, golgi aygitindaki mannoz 6-fosfat reseptorlerine
yiiksek afinite ile baglanmasina yol agan bir tanima belirtecinin bu enzimlere

yerlestirilmesiyle elde edilirler[89].

Lizozomlarin zari, limenin asidik pH'sini koruyan hiicre i¢ine proton tasiyan bir V tipi
ATPaz, iyon tasiyicilari ve liimen iyon bilesimini diizenleyen kanallar, bircok
parcalanma {iriiniinli tasiyan kanallar; sitozolde, zar1 lizozomal hidrolazlar tarafindan
parcalanmaya karsi koruyan bir dizi glikozile edilmis lizozom ile iligkili zar proteinleri
ve lizozomlarin diger sitoplazmik organellerle temasi1 ve fiizyonunu destekleyen

baglanma faktorleri dahil olmak tizere 200'den fazla integral zar proteini igerir.

Lizozomlar, biyosentetik tasinma, endositoz, fagositoz ve otofaji yoluyla kendilerine
verilen materyalleri parcalayabilirler. Hiicre i¢i yikimdaki belirgin rollerinden 6tiirt,
lizozomlar hiicrenin '¢cGp atma sistemi' olarak {in kazanmislardir. Ancak son yillarda,
sadece parcalayici organeller olan bu lizozom algisi, hiicre i¢i patojenlerin oldiiriilmesi,
antijen sunumu, plazma zar1 onarimi, eksozom saliverilmesi, tiimor invazyonu ve
metastazi, apoptoz, metabolik sinyal ve gen regiilasyonu, hiicre adezyonu ve gocii de

dahil olmak tiizere diger bircok hiicresel siirece katildiginin farkedilmesiyle degismeye
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baslamistir [90], [91]. Ek olarak lizozomal bozukluklarin sadece nadir goriilen
LDH’lerde degil; AH, Parkinson hastaligi (PH) ve Huntington hastaligi (HH) ve
amyotrofik lateral skleroz (ALS) gibi norodejeneratif hastaliklarda da rolii oldugu
gosterilmistir [92], [93].

Biosentetik

Endositik ‘\

D indirgenme

Fagositik 47' ‘
Otofajik Mikrobiyal \\/_H/ Metabolik

Gen Regllasyonu

Sinyallesme

Oldiirme
i Apoptotik
ntijen —-Hucre
SunumU Lizozom i
Sitotoksik .r'/ \ /" Plazma Membrani Tamiri
Qldidrme

Tiumér Invazyonu ve
Kolesterol Metastaz
Transportu

Detoksifikasyon Hiicre Gégl

Hucre
Adezyonu

Sekil 2-3. Lizozomlarin ¢coklu fonksiyonlar1 konumlandirma ve

hareketliliklerinden etkilenir. Jing Pu vd [94] nden Tiirk¢e’ye uyarlanmistir.

Otofaji lizozomal yolag:1 (autophagy-lyzosome pathway; ALP), yanlis katlanmis veya
hasar gdrmiis proteinlerin ve iglevsiz organellerin temizlenmesinin yani sira membran
biyogenezine ve vezikiiler tasinmaya katkida bulunan karmasik bir olaylar zinciridir
[10], [11]. Bu hiicresel makine, besin aghigi, oksidatif stres ve noronal eksitotoksisite
dahil olmak {izere ¢esitli sinyallerle indiiklenir [10], [12], [95]. Bu islemle hiicreler
hasarl1 veya gereksiz bilesenleri parcalayabilir, enerji ve hiicresel tadilat i¢in hiicresel
homeostazi koruyan substratlar1 geri kazanabilirler [12].
Ug otofaji sekli vardir:
(a) Saperon-aracili otofaji: Spesifik motiflerin taninmasi yoluyla secici olarak
lizozom igine sitoplazmik proteinlerin gonderilmesidir.
(b) Mikrootofaji: Sitoplazmik bilesenlerin dogrudan lizozom tarafindan sarildigi
otofaji bi¢cimidir[96].
(c) Makrofatofaji: Otofaji proteinlerinin hiyerarsik olarak aktivitesini diizenleyen;

sitoplazmik bilesenlerin, otofaji vakuolleri tarafindan yutulmasi ve lizozomlarla
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flizyondan sonra proteazlar tarafindan pargalanmasina yol acan otofaji seklidir
[971-[99].

2.3. Otofaji-Lizozom Yolagi (ALP)

Otofaji kelimesi, Yunanca “oto” (6z) ve “faji” (yemek) koklerinden tiiremistir ve genel
olarak sitoplazmik hedef malzemenin pargalanma i¢in lizozomlara tagindigi hiicresel
katabolik siirecleri ifade eder. Lizozom c¢alismalar1 nedeniyle Nobel Odiilii'nii alan

Christian de Duve, ilk kez 1963 yilinda otofaji terimini kullanmistir [100]

ALP, fagoforun dogumuyla baslar ve otofagozomun Oliimiiyle sona erer. Bu yolun
hiicresel ve molekiiler yasam dongiisii, 1950'lerin sonlarindan beri arastirmacilari bu
dongiiyli aragtirmaya itmektedir.

Otofaji birka¢ agsamaya ayrilabilir:

1-1zolasyon zarmin (fagofor) olusumu (¢ekirdeklenme),

2-Izolasyon zarinin uzamasi (uzama) [101],

3-Otofagozomun tamamlanmasi ve taginmasi (olgunlagsma),

4-Otofagozom ve lizozomun kenetlenmesi (fiizyon)

5-Otolizozom igindekilerin pargalanmasi (bozunma) [102].

Elengasyon
Nikleasyon izolasyon
membrani
J Otofagozom

[ — '& N

Ge¢ endozom

Degradasyon
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—_ Matlrasyon
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Sekil 2.4. Otofajiye genel bakis. Shuhei Nakamura vd [102]’nden Tiirk¢e’ye

uyarlanmistir.
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Mayalardan insanlara biiyiik dlgiide korunarak gecen otofaji, uzun Oomiirlii protein ve
organellerin temizlenmesinde yer alan toplu bir par¢alanma islemidir. Otofaji sirasinda,
fagoforlar otofagozomlar denilen iki zarli vezikiiller icinde [otofagosomal yapilar
(fagozomal montaj bolgesi; Phagosomal Assembly Site, PAS) olarak da adlandirilir]
uzarken, sitoplazmanin bir kismini igine ¢eker. Bu evrede kaba endoplazmik
retikulumun On-otofagozomal yapilarin hem dis hem de i¢ yiizeylerini cevreledigi

bilinmektedir.

Ayrica son zamanlarda, mitokondrinin aglik sirasinda otofagozomlara bir membran

kaynagi olabilecegi de One stirilmiistiir.

Otofaji sirasinda MTORC1(mammalian target of rapamycin complex 1 or mechanistic
target of rapamycin complex 1-Rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi)'in
inhibisyonu, otofaji on-baslatma kompleksi igeren unc-51 benzeri otofaji aktive edici
kinazin (ULK-1) aktivasyonuna izin verir. Yeni otofagozom olusumu, sinif III
fosfatidilinozitol 3-kinaz (PI3K), Vps34'in aktivitesini gerektirir. Vps34 aktivitesinin
tirlinti olan fosfatidilinozitol-3 fosfat (PI3-P), otofaji yolunun ilk asamalarinda énemli
bir rol oynar. Vps34, beklin 1/Atg6, Atgl4/barkor ve p150/Vps15'ten olusan otofajiyi
diizenleyen makromolekiiler kompleksin (PI3K kompleksi) bir pargasidir [103]-[105].
Vps34'in etkinligi, beklin 1 [106] etkilesimi ile artar. Birkac beklin 1 baglayici protein
tanimlanmistir ve bunlarin beklin 1 ile etkilesimlerinin bozulmasi, otofagozom
olusumunu etkiler. Ayrica anti-apoptotik proteinler olan Bcl-2 veya Bcl-XL'in beklin

1'e baglanmasi otofajiyi 6nler [107].

Beklin-Vps34 kompleksi

Aclik
JNK1 ~
Xestospongin & f
N Vo d
P
P Bechin 1 !

&, ~
Vp'.34/r
B Otofaji inhibitérd / p150_J @

[ Otofaji uyaram IMA

Wortmannin

Sekil 2-5. Beclin-Vps34 Kompleksi. Brinda Ravikumar, vd [100]’nden Tiirkge’ye

uyarlanmstir.
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Otofagozomlar ilk 6nce, yakalanan sitozolik igerigin parg¢alandigi asidik lizozomlarla
birlesen amfizom adi verilen hibrid organeller olusturmak igin endozomlarla

birlesmektedir.

Pre-otofagozomal yapilarin uzamasinda ubikiitin benzeri iki reaksiyon s6z konusudur.
Tepkimelerin ilkinde ubikiitin benzeri protein Atgl2 kovalent olarak Atg5 [108] ile
etiketlenir. Atgl2 ilk once Atg7 (E1 ubikiitin aktive edici enzim benzeri) tarafindan
aktive edilir ve daha sonra Atgl0'a (E2 ubikiitin konjuge edici enzim benzeri) aktarilir.
Atgl2-Atg5 daha sonra Atgl6L1 ile bir konjugat olusturur. Bu kompleks (Atgl2-
Atg5.Atgl6L1), pre-otofagozomal membranin uzamasi igin esastir. Olustuktan sonra,
otofagosomlar aktif olarak sitozol igerisinden mikrotiipler iizerinde taginirlar ve burada

olgunlasirlar ve endozomal bolmeyle etkileserek asitlesirler [109], [110].

Ikinci ubikiitin benzeri reaksiyon, mikrotiibiil-iliskili protein 1 hafif zincir 3 (Ingilizcesi
italik; LC3)" igerir. LC3, proteaz AtgdB [111], [112] tarafindan bir 6nciil form olarak
sentezlenir ve bu, LC3-I sitozolik izoformunu olusturur. LC3-1, LC3-II'yi olusturmak
icin Atg7 (E1 benzeri) ve Atg3 (E2 benzeri) igeren bir reaksiyonda fosfatidiletanolamin
(PE) ile birlestirilir [113], [114]. LC3-II spesifik olarak uzayan otofagozom membranini
hedef alir ve otolizozomlarin sitoplazmik yiiziinde LC3-II, Atg4 tarafindan lipitten
ayrilir ve tekrar dongiiye katildiktan sonra Atgl2-Atg5-Atgl6L1 kompleksinin aksine,

tamamlanmis otofagosomlar tizerinde lizozomlarla kaynasana kadar kalir [112].

Beklin 1 ile etkilesime giren bir protein olan UVRAG da, fiizyon makinesini
otofagosomlar iizerine alarak olgunlastirma adiminda da yer alir. Bu fonksiyon, beklin 1

ile olan etkilesiminden bagimsizdir [115].

Yakin zamanda tanimlanmig bir beklin 1 etkilesimli proteini olan rubikon ayrica

otofagozomlarin olgunlagsmasinda da islev goriir[116], [117]

Otofaji, hiicre i¢i ve hiicre dist maddeler tarafindan diizenlenir ve en sik olarak,
otofajinin merkezi bir baskilayicis1 olan mTOR1(The mammalian target of rapamycin-
Rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi)’in mekanik hedefine yaklasan

sensorlere zarar verir [118].

ALP, proteinlerin kalitesini denetleyen bir yolaktir ve hasarinda mitokondri
dinamiginde defektler ve hiicre i¢inde toksik materyallerin birikimiyle sonuglanir. Bu da

norodejeneratif hastaliklarin gelismesi ve ilerlemesinde rol oynamaktadir.
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Mitokondri, enerji liretiminde, kalsiyum homeostazinda, hiicre yasaminda ve oliimiinde
kilit rol oynadigindan ndrodejeneratif hastaliklarda goriilebilen advers stimiilasyonlar
mitokondriyal dinamikte dengesizlik, serbest radikal {iiretimi, kalsiyum birikimi,
intrinsik  hiicre 6liimii  yolunun aktivasyonu ve sonunda hiicre Oliimi ile
sonuclanabilmektedir [119]. Bu durum PH, HH, AH, ALS, Friedreich ataksisi ve
Charcot-Marie Tooth gibi ndrodejeneratif hastaliklarin  patogenezinde rol
oynamaktadir[120].

Yasa bagli proteostazda diisiis goriiliir. Bu yasa bagh diisiis, AH’de AP ve tau
proteinlerinin, PH’de a-siniiklein ndrodejeneratif hastalik proteinlerinin toksik
birikimini kolaylastirir [121], [122]. Bu patolojilerin ayirt edici Ozellikleri, amiloid
benzeri [B-fibrilleri igeren agregatlarin hiicre ici veya hiicre dis1 birikimidir.
Saperonlarin, primer cekirdeklenme, fibrillerde uzama [123], [124],fibril yiizeyinden
sekonder c¢ekirdeklenme ve toplama kaskadinin [125] cesitli asamalarina miidahale
ettigi gosterilmistir. Ribozom tizerinde yanlis ¢eviri sonucu olusan polipeptit zincirleri
ribozom kalite kontrol makineleri ve ubikiitin-proteazom sitemi (UPS) tarafindan etkin
bir sekilde temizlenemediginde toksik agregatlar birikir [126]-[129]. AP ve tau
proteinleri gibi toksik agregatlar da AH’nin erken doneminde kritik oneme sahiptir.
Otofaji, noronlarda esansiyel homeostatik bir yoldur [130], [131]. Diger hiicrelere
benzer sekilde noronal hiicrede de yaslanma siireciyle birlikte uygun hiicre ici
homeostazi korumak icin otofaji ile temizlenmesi gereken hiicre i¢in toksik maddeler
veya hasar gormiis mitokondri gibi organelleri biriktirme goriilebilmektedir [132].
Bununla birlikte, diger hiicre tiplerinin aksine, ndronlar toksik maddeyi asla mitozla
azaltamayan post-mitotik hiicredir. Bu nedenle otofajiye bagimli protein/organel

klirensi noronlarda daha 6nemli olmaktadir [133].

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

Yu ve dig., 2005 yilinda noron dendritlerinde ve somada biriken otofajik vakuollerin A
plaklar1 ortaya c¢ikmadan Once bile var oldugunu gostermistir [134]. Ayrica bazi
otofajiye bagl proteinlerin ekspresyonlarindaki degisiklikler, AH’de otofaji fonksiyon
bozuklugunu da gostermistir. Ornegin, Rubinsztein, Alzheimer hastalarinin erken
evresinde lizozomal proteaz ekspresyon seviyesinin arttigini bildirmistir [135].Yakin
zamanda Drosophila melanogaster’ler iizerinde yapilan bir ¢aligma, yaslanmayla birlikte

otofaji aktivitesinin azalmasinin ve AP lretiminin asirt artmasinin, ge¢ baslangicl
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noronal disfonksiyon ve AH’nin fenotipiyle korele oldugunu [136] ve bu durumun da
otofajiye bagli gen ekspresyonunun yasa bagli azalmasinin AH'nin ge¢ baslangici ile

iliskili oldugunu diistindirmiistiir.

Alzheimer hastalarinda goriilen AP plaklar1 ve norofibriler yumaklar bu hastaliktaki iki
onemli noropatolojik degisikliktir. Ortaya ¢ikan kanitlar, AH'nin ilerlemesine yol
acabilecek otofaji, AP ve tau proteinleri arasinda karmasik etkilesimler gdstermistir. Tlki
olan otofaji, APP, AP ve amiloid prekiirsér proteinin parcalanmis C terminali fragmani
(APP-CTF) dahil olmak iizere tim APP parcalanma iirlinlerinin par¢alanmasini ve
temizlenmesini kolaylastirir [137]-[139]. Mikroglia igindeki AP, otofaji reseptorii

optindrin vasitasiyla pargalanir[140].

Ikincisi de fizyolojik kosullar altinda AP’nin parcalanmasi icin 6nemli olan ALP ve
ayrica patolojik kosullarda veya yaslanma siirecinde AP iiretimi i¢in yeni bir yol
oldugudur [134]. AB'nin lizozom, endoplazmik retikulum ve golgi aygitinda iiretildigi
diistiniilmekle birlikte, caligmalarda otofaji aktivasyonu sonrasi otofajik vakuollerde AP

olusumunun tespit edildigine dair kanitlar bulunmustu r[141].

Ugiinciisii, otofaji AR saliverilmesinde da rol oynar. Son bulgular, otofajinin AB'nin
hiicre dis1 saliverilmesinden sorumlu oldugunu desteklemektedir. Otofaji eksikligi olan
farelerde yapilan bir ¢calisma otofaji eksikligine bagli hiicre dis1 AP sekresyonunun % 90
oraninda azaldigi, otofajinin restorasyonu ile birlikte AP sekresyonunun normal

seviyelere ¢iktiZini ortaya koymustur [142].

Taunun yikilimi i¢in, UPS ana yol olarak kabul edilmesine ragmen, son zamanlarda
yapilan ¢alismalarda, otofajinin tau ic¢in bagka bir etkili parcalanma rotas1 oldugu ileri
strtilmiistiir [143], [144]. Ayrica, otofaji taunun fosforilasyon durumunu etkileyebilir.
Hiperfosforile tau, otofaji yapamayan farelerin beyinlerinde birikmis ve bu fosfo-tau
birikimi, beyin yeniden otofaji yapabilir hale geldikten sonra biiyiik dlciide azalmigtir
[145]. Ote yandan tau hiperfosforilasyonu, otofaji fonksiyon bozukluguna neden olabilir
[146], [147]. Tau, otofagozomun geriye doniisiinii (autophagosome retrograde
trafficking) ve otofagozomun olgunlasip lizozomla kaynagmasi igin kritik olan
mikrotiibiil montajim1 ve stabilizasyonunu kolaylastirmak i¢in ayrintili olarak
aciklanmistir. Ancak hiperfosforile tau, otofagozomun geriye doniisiinii inhibe edebilir
ve boylece aksonlarda olgunlasmamis otofagozomlar1 biriktirebilecek olan mikrotiibiil

hiicre iskeletinin dengesizlesmesine ve par¢alanmasina yol agabilir[133].
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Alzheimer hastalarinin beyinlerinde yillardir yapilan patolojik incelemelerde, AHnin
hem erken hem de ge¢ evresinde anormal aksonal taginma bir¢ok kez tanimlanmistir
[148]. Aksonal transport, ndronal homeostazi siirdiirmek igin gerekli bir siiregtir.
Bozulmus aksonal tasinma, akson dejenerasyonuna neden olabilir ve AH de dahil olmak
tizere birgok norodejeneratif hastalikta gézlemlenmektedir [149]. Memeli hiicrelerinde,
yeni olusan otofagozomlar mikrotiibiil hatt1 ile hareket ederler. Bu islem sirasinda
otofagozomlar uzun Omiirlii proteinleri, yanlis katlanmis proteinleri veya mitokondri
gibi zarar gérmiis organelleri i¢ine ¢eker ve daha sonra lizozomla kaynastiktan sonra
parcalanirlar. Aksonal tasimadaki eksiklikler genellikle biiyiik miktarlarda otofagozom
birikimine neden olur [133]. Ayrica fosforile tau seviyesi, aksonal tasinim ve bozulmay1
da etkiler [150]. Bu verilerin 151¢inda anormal protein birikimlerinin aksonlar
bozdugunu ve bdylece otofagozomlarin sitoplazmaya tasinamadiklarini ve lizozomlarla
kaynasmadiklarin1 desteklemistir. Bunun aksine, bazi calismalar, lizozomal proteaz
anormalliklerinin aksonal dejenerasyonun nedeni oldugu yoniindedir [151]. Ancak
sonu¢ olarak bu transport mekanizmasinin bozulmasiin altinda yatan mekanizmalar

hala net degildir.

Su an AH tedavisi i¢in mevcut olan ilaglarin ¢ogu, kolinerjik hipoteze gore
gelistirilmistir. Bazi1 geleneksel Cin bitkileri de AH tedavisinde potansiyel etkiler
gostermektedir[152], [153]. Bununla birlikte, bu ilaglar sadece AH'nin bazi
semptomlarin1 hafifletebilir. AH patogenezini Onlemek icin yenilik¢i ilaglarin
gelistirilmesi, her zaman dikkat c¢eken bir alan olmustur. AH'nin anormal protein
birikiminden kaynaklanmasi nedeniyle, toksik agregatlarin pargalanmasini artirabilen
yeni stratejiler etkili tedavi i¢in sarttir. Birikmis proteinlerin ve organellerin
temizlenmesi i¢in ana yolu temsil eden otofaji, AH patogenezini bloke etmek i¢in ortaya

cikan ve gelecek vaad eden bir terapotik hedef gérevi gorebilir.

Otofajinin ana bir diizenleyicisi olarak mTOR, otofajinin diizenlenmesi i¢in
farmakolojik bir hedef olarak kabul edilmektedir. Ayrica son yillarda yapilan
arastirmalar da mTOR ile iligkili proteazlarin AH karsit1 ila¢ hedefi olarak potansiyel
bir rol oynadigin1 ortaya koymustur. Bugiline degin yapilan ¢aligmalarla mTOR'u
diizenleyebilme etkisi olan kimyasallarin dozlar1 tanimlanmis olup ve bazilari AH

tedavisi i¢in yakin gelecekte potansiyel aday olabilirler[133].
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Her ne kadar bazi otofaji indiikleyicileri diger nérodejenerasyon hastaliklarinda iimit
verici bir etki gosterse de, segici otofaji diizenleyicisinin AH tedavisi igin potansiyel

ilaglar olarak tanimlanmasi i¢in arastirmalar halen devam etmektedir[133].

Farmakolojik kimyasallara ek olarak, gen terapisi de AH giindeminde yerini almaya
baslamistir. Gen terapisi fonksiyonun avantaji doku ydnelimi ile segici bir yaklasim
olmasidir. Cesitli caligmalar, lentiviriis veya adenoviriis-iligkili viral uygulamanin
otofajiyi diizenleyerek yaslanma ve norodejeneratif hastaliklar da dahil olmak iizere

cesitli insan hastaliklarinda olumlu etkileri oldugunu géstermistir.

Ayrica baska bir gen terapisi yontemi de iyi bilinen bir otofaji indiikleyicisi olan

BECNL1 gen kodlu protein beklin-1 iizerine yapilmistir.

Simdiye kadar, gen terapisi ile otofajiyi arttirmayi diisiinen cok az calisma
yaymlanmistir. Devam eden arastirmalar bu yeni yaklasimin basarili bir sekilde

uygulanmasi i¢in muazzam bir potansiyele sahip goriinmektedir [133].

2.5. Sirtuinler

Bu sinyal yolaklarindan birisi de Sirtuin (SIRT, silent information regulators of gene
transcription; gen transkripsiyonunun sessiz bilgi diizenleyicileri) ailesidir. SIRT,
aktivasyonu ve diizenlenmesi nikotinamid adenin diniikleotide (NAD+) bagli bir histon
deasetilaz enzimidir. Sinir hasarina karsi hedefe yonelik stratejilerin yeni tedavi
anlayisini olusturdugu giiniimiizde SIRT1 bu amaci gergeklestirecek yeni, glivenli ve

etkili tedavi stratejilerinin belirlenmesine aday bir molekiil olma yolunda ilerlemektedir.

Simdiye kadar sirtuinlerin memeli hiicrelerinde ortak katalitik bolgeye ve NAD+-
baglama bolgesine sahip yedi izoformu (SIRT1-7) tanimlanmistir. SIRT1 sitoplazmada
ve ¢ekirdekte; 6 ve 7 cekirdekte; 3, 4 ve 5 mitokondride yerlesiktir. SIRT2 fizyolojik
sartlarda sitoplazmada bulunurken bazi durumlarda ¢ekirdege de transloke

olabilmektedir.

Sirtuinlerin hiicresel immiinitede, otofaji indiiksiyonunda, apoptozun inhibisyonunda,
oksidatif streste, kan basincinin diizenlenmesinde, fibrozisin ve metabolizmanin

diizenlenmesinde ve inflamasyonun baskilanmasinda rolleri bulunmaktadir [154], [155].
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Sekil 2-6. Sirtuin protein deasetilaz ailesi. Mark F. Oellerich vd [156]’nden Tiirk¢e’ye

uyarlanmistir.

Sinir hiicreleri, primer noronlar ve noérolojik fare hastalik modellerinde yapilan
arastirmalar bu ailenin tiyesi olan SIRT1'in hasara kars1 néron koruyucu etkisini igaret

etmektedirler[157].

SIRT’in stres cevabina, apoptoza, mitokondri fonksiyonlarina, hiicre yenilenmesine ve
sinir hasarina kars1 koruyucu etkinligi bilinmektedir ve cesitli metabolik ve sinyal

proteinlerinin deasetilasyonunda rolii bulunmaktadir.

Lipid Metabalizmas

¥R, FXR

Otofaji

Sekil 2-7. SIRT1'in hedefindeki fizyolojik olaylar. Hayat vd.[158]’nden Tiirk¢e’ye

uyarlanmistir.
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AH’de SIRT1 ekspresyonunun azaldigi, APP'nin arttig1 tespit edilmistir. AH’de diisen

SIRT1'in ekspresyonunun artan NFkB aktivitesine bagli oldugu ve bunun da AP
toksisitesi ve inflamatuvar yolaklara aracilik ettigi gosterilmistir. SIRT1 aksonlar1
hasardan korumakla kalmayip hipokampiiste hafiza ve sinaptik plastisiteden de
sorumludur. SIRT1 eksikligi’/kayb1 AP ve mikrotiibiil bagimli protein taunun
Alzheimer’li hastalarin beyin korteksinde birikimine yol agmaktadir [159]. AB25-35'in
toksik fragmani AP25-35'e maruz kalan SH-SY5Y insan noroblastoma hiicrelerinde
sinir koruyucu SIRT1 ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir [160]. AH'da AB25-35
biriken bolgenin ¢evresinde yer alan astrositlerde de SIRT1 protein ekspresyonunda
azalma gozlenmistir [161]. Intrahipokampal AP enjekte edilen sigan AH modelinde
melatoninin hipokampal SIRT1 ekspresyonunu arttirarak sinir koruyucu etki gosterdigi
bulunmustur[162]. ApoE4 eksprese eden fare AH modelinde, ApoE4 hedefli potansiyel
terapOtik bir aday ilag olan AO03’lin hipokampiiste azalmis SIRT1 seviyesini geri
cevirerek sinir koruyucu etki gosterdigi ve hafiza fonksiyonlarini diizelttigi

gbzlenmistir[163].

PH, ¢oklu sistem atrofisi ve Lewy cisimcikli demans gibi nérodejeneratif hastaliklarda
rol oynayan a-siniiklein agregatlarinin biriktigi fare beyinlerinde SIRT1 ekspresyonu

diismektedir[164].

Mitokondri hasart nérodejeneratif hastaliklarin patogenezinde basi ¢ekmektedir [165].
Mitokondri hasar1 hiicrede enerji yoksunluguna, serbest radikal {iiretiminde artisa,
proapoptotik faktorlerin mitokondri disina sizmasina, oksidatif strese ve AH, PH, HH,
ALS ve Down sendromu (DS) gibi ndrodejeneratif hastaliklarda gbzlenen hiicre
6liimiine neden olmaktadir [166]. SIRT1, enerjiye duyarli ana molekiil AMP ile aktive
olan protein kinaz (AMPK; AMP activated protein kinase) ile sinerjistik olarak beraber
caligmaktadir. Norodejeneratif hastaliklarda hasarli mitokondrinin  AMPK/SIRT]I
aksinin inhibisyonu ile iligkili oldugu gosterilmistir. Ek olarak AMPK aktivasyonu
mTOR (mammalian target of rapamycin) kompleksini baskilayarak otofaji iliskili
mekanizmalarla noral enerji statiisiinii ylikseltmektedir. AMPK aktivasyonu mTOR
iligkili mekanizmalarla otofajiyi uyararak noronal fonksiyonlar1 korumaktadir [167].
Sirtuin deasetilaz aktivitesinin esansiyel substratt NAD+ seviyelerindeki diisiis

mitokondri hasari ile de iliskilidir. Boylelikle, NAD+-bagimli SIRT1 aktivitesindeki
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diisme otofaji-lizozom islevini hasarlayarak mitokondri homeostazinda degisiklige ve
hasarli mitokondri birikimine neden olmaktadir [168]. Cok sayida arastirma sinir
hiicrelerinde yaslanma, hasarli otofaji ve spontan apoptozun ndrodejerasyona neden
oldugunu kanitlamaktadir [169]. Ketojenik diyetin SIRT1 seviyesini arttiripp mTOR

seviyesini azaltarak beyinde makrootofajiyi arttirdig1 gosterilmistir[170].
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vd [171]’nden Tiirk¢e’ye uyarlanmistir.

ALP proteinlerin kalite kontrolinden sorumlu bir yolaktir ve ALP'in hasari toksik
proteinlerin, fonksiyon gérmeyen mitokondri gibi hasarli organellerin birikimine neden
olarak norodejeneratif hastaliklarin gelisimi ve ilerlemesine neden olmaktadir.
Ribozomal stres durumunda ribozom kalite kontrol (ribosome quality control; RQC)
sistemi hasarlanmaktadir. Mitokondri ile benzer olarak RQC mekanizmasi asir
sentezlenen proteinlerin birikimini dnleyen bir sistemdir. RQC'deki islev bozuklugu da
diizensiz proteinlerin birikimine ve sinir hasarina neden olur [128]. SIRTI1 asir
ekspresyonunun endoplazmik retikulum stresini azaltarak sitotoksik durumlara karsi
hiicreyi korudugu gosterilmigtir. SIRT1'in yasamin uzamasinda anahtar rol oynadigi
gosterilmistir [172]. SIRT1 NAD+'yi ko-substrat olarak kullanarak histonlari, g¢esitli
sinyal proteinlerini ve DNA tamir faktorlerinin deasetilasyonunu gerceklestirir.
Sirtuinlerin beynin farkli gelisim evrelerini diizenledigi de bilinmektedir. SIRT1
aktivitesindeki azalmanin sican ve insan beyninde proapoptotik asetillenmis p53
seviyesindeki artis ile paralel gittigi bulunmustur [173]. Kalori kisitlamasi ve acligin
SIRT1 ekspresyonunu arttirarak p53 ve diger bazi proteinlerin deasetilasyonunu
sagladig1 ve bu yolla DNA tamirine katilan genlerin yagamlarini uzattigi gosterilmistir.

SIRT1 yoksunlugu yaslanma kanser ve tip 2 diyabet ile iligkilidir [174]. AH ile
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baglantis1 oldugu diisiiniilen ve obezite, insiilin direnci, tip 2 diyabet ve metabolik
sendrom gibi hastaliklarla kanda dolagimi artan bir trigliserid olan palmitik asitin,
noronlarda NAD+ miktarni1 diistirerek SIRT1 aktivitesini inhibe ettigi ve BACEI1
aktivitesini arttirdig1 gosterilmistir[175]. Calismalar depresyonda da beyinde SIRTI

seviyesinde azalmanin oldugunu gostermistir[176]

SIRTL'in farmakolojik aktivasyonunun ve ekspresyonunun noérodejeneratif hastalik
patogenezini azalttigi gozlenmistir. Bununla ilgili en etkin caligmalar bir bitkisel
polifenol olan resveratrol ile yapilmistir. Resveratrol aynm1 zamanda nonspesifik
fosfodiesteraz enzim (PDE) inhibitoriidir ve cAMP/AMPK/SIRT1 sinyal yolagini
indiiklemis ve beynin ATP enerji tiikketimini yeniden diizenleyerek sicanda iskemik
inmeye kars1 sinir koruyucu etkinlik gostermistir [177]. AH'da SIRT1 aktivasyonu
otofaji aracili mekanizma ile tau agregasyonunu inhibe edebilmektedir [178]. SIRT1'in
farmakolojik aktivasyonu asetillenmis p53 ve diger proapoptotik faktdrlerin down-
regiilasyonuna neden olarak noéron Oliimiinii Onlemektedir [179]. SIRT-AMPK
yolaginin aktivasyonu otofaji aracili mekanizmalarla hiicre Omriiniin uzamasini
diizenler [180]. Nonspesifik PDE inhibitorii (PDEI) olan bitkisel polifenol resveratroliin
SIRT1/AMPK aktivasyonu yaparak norit uzamasi ve noral plastisiteye neden oldugu
gosterilmistir [181], [182]. PC12 hiicrelerinde AB25-35 ile olusturulan ndrotoksisitenin
resveratrol ile indiiklenen otofaji yoluyla azaldigi ve bu azalmada SIRT1 artiginin

kismen katkis1 oldugu gosterilmistir[183].

Benzer ¢alismalar spesifik PDE3 inhibitorii silostazol ile de yapilmistir. Bu bilesigin
noronal hiicrelerde SIRT1 ekspresyonunu arttirdig1 ve endojen AP iiretimini baskiladigi
[184] gosterilmistir. Ek olarak ayni noron hiicrelerinin disaridan AB25-35 maruziyeti ile
ya da transgenik olarak endojen AP sentezleyen hatlarinda azalan SIRT1’nin ve yani
sira beklin-1, Atg5, LC3-Il gibi otofaji proteinlerinin ekspresyonlarinin silostazol
tedavisi ile arttig1 gosterilmistir [185].

Zerdecalin etken maddesi kurkuminin PDE4D enzim inhibitorii etki gostererek hafiza

fonksiyonlarim arttirdigi ve bu etkisini SIRT1 {izerinden yaptig1 diistiniilmektedir[186].

Resveratrol gibi nonspesifik ve kurkuminin ve silostazol gibi spesifik iki PDE
inhibitoriiniin SIRT1, AH hastalik modelleri ve otofaji iizerindeki etkileri bizi bu enzim

ve inhibitdrleri tizerinde yapilan diger SSS ¢alismalarini detayli incelemeye itmistir.
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2.6. Fosfodiesteraz Enzimi, inhibitorleri ve Beyindeki Onemleri

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

katalize eden enzimlerdir.

NPs

Guanilil Siklaz

‘Reseptb’rﬁ
tAC
G- Protein G‘ Gi
Kaph / j NO

Reseptor G ATP

Sekil 2-9. CAMP ve cGMP sinyallerinin sentezlenmesi, yiiriitiilmesi ve
parcalanmasindan sorumlu sinyal kaskadlar. Kelly vd [187]ten Tiirkce’ye

uyarlanmistir.

Tek tek PDE izoformlarin1 kodlayan ve 21 memeli genini kapsayan 11 familya
tanimlanmistir. Fosfodiesterazlar, farkli posttranslasyonel modifikasyonlara gore
siniflandirilmiglardir: 11 yapisal olarak benzer, islevsel olarak farkli aileye (PDEI-
PDEL11) ayrilirlar ve hidrolizine neden olduklart siklik niikleotid substratina (cAMP ve /
veya cGMP) gore tanimlanirlar. Baz1 PDE'ler spesifik olarak cAMP'yi (PDE4, PDE7 ve
PDES®) hidrolize ederken, digerleri cGMP'yi (PDES, PDE6 ve PDE9) hidrolize eder.
Digerleri ise her iki siklik niikleotidi de hidrolize eder (PDE1, PDE2, PDE3, PDE10 ve
PDEI11. Bu enzimlerin tiimii beyinde de eksprese edilmektedir (Tablo1)[188].
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Tablo 1-1. PDE Ailesinin Substrat Cesitleri ve Dagilimlari. M.D. Houslay vd
[188]’nden Tiirkc¢e’ye uyarlanmistir.

Tablo 1 PDE Ailesinin Substrat Cesitleri ve Dagilimlan
PDE Substrat Cegitleri  Ana Doku Lokalizasyonu
1 cGMPrcAMP Beyin.kalp, damar diz kasi
2 cGMP=cAMP Adrenal  kortex, beyvinkalp, korpus
kavernozum
3 cAMP/cGMP Kalp, korpus kavernozum,
karacifer.pankreas, damar diz kasi,
plateletler
cAMP Akciger, mast hiicreler, damar diiz kas
cGMP Korpus kavernozum, Akciger, damar diz
kasi, plateletler, beyin, 6zofagus
6 cGMP:cAMP Retina
T CAMP»cGMP Iskelet kasi, T hiicreleri
8 GAME Testis. Tiroid
9 cGMP Genel olarak exprese edilir, Gzel olarak
tanimlanmamis.
10 cGMP:cAMP Beyin, testis
11 cAMP=cGMP Iskelet kasi, prostat, karaciger,
bibrek hipofiz, testis

Beyinde spesifik PDE inhibitorleri kullanilarak yapilan ilk fonksiyonel in vivo bodlgesel
taramalarda kortekste PDE1, -2 ve -5/9’un c¢GMP’yi pargaladigi, PDE9’un
hipokampuste major rol oynadigi, PDE5/9 ve PDE1’in en ¢ok aktif olan PDE’ler oldugu
ancak PDE2 ve -3’iin de degredasyona katildigi, beyincikte PDE5/9’un cGMP’yi
hidroliz eden ana enzim oldugu ancak PDEI ve -4’iin de 6nemli oranda pargcalanmaya

katkida bulundugu bildirilmistir[ 189].

PDE izoformlar1 tiire 6zgii (sigan, fare, insan) ekspresyon paterni gostermektedir.
PDE1B, PDE1C, PDE2A, PDE4A, PDE4D, PDE5A, PDE7A, PDES8A, PDESB,
PDEIOA ve PDE11A’nin mRNA ekspresyonlari, en az bir ila dort beyin bolgesinde
(hipokampus, korteks, striatum ve serebellumda) yasa bagli artis ya da azalma
gostermektedir. PDE1A, PDE3A, PDE3B, PDE4B, PDE7A, PDE7B ve PDE9A’nin
mRNA ekspresyonlart ise yasla degismemektedir. PDE11A4, PDESA3, PDESA4/5 ve
PDEICI’in protein ekspresyonlar1 yasa bagli olarak artmaktadir. Yasa bagli PDE



24

degisiklikleri sadece ekspresyon diizeyinde degil PDE’nin bélgesel yerlesiminde de
gbze carpmaktadir[ 187], [190].

PDE inhibitorleri, pulmoner hipertansiyon (PDES inhibitorii sildenafil), erektil
disfonksiyon (PDES5 inhibitorleri sildenafil, vardenafil, tadalafil), kronik obstriiktif
akciger hastaligi (PDE4 inhibitorii roflumilast), sedef hastaligi ve psoriatik artrit (PDE4
inhibitorii apremilast) ve kalp yetmezligi (PDE3 inhibitorii milrinon) gibi bir dizi
hastalik icin tedavi potansiyeli goOstermislerdir. Ancak son zamanlarda PDE
inhibitorlerinin norolojik ve psikiyatrik hastaliklardaki etkilerine de vurgu yapan
calismalar giindemdedir. Siklik niikleotid hidrolizinin selektif PDE inhibitorleri ile
bloke edilmesinin faydasi depresyon, sizofreni, AH ve iskemi gibi ¢esitli beyin
patolojilerinde goriilebilmektedir. Ustelik PDE inhibitdrleri, beyinde siklikla gdzlenen
biligsel diisiis ve duygulanim bozukluklarinin tedavisinde terapdtik araglar olarak
diisiiniilmistiir. Giiniimiizde PDE inhibitorlerinin hem yasa bagli bilissel diisiis hem de
AH'nin tedavisinde potansiyel tedavi stratejisi olarak kullanilmasi1 kayda deger
bulunmaktadir. cAMP ve ¢cGMP'in ndronal plastisite lizerindeki varsayilan etkileri
nedeniyle, PDE inhibitorleri, SSS bozukluklart i¢in potansiyel yararlar saglayabilirler.
Insan beyninde bol miktarda PDE ekspresyonunun gosterilmesi, sinir iletiminde ve
sinaptik plastisitede etkin siklik niikleotidlerin metabolizasyonu i¢in gerekli olduklarina
isaret etmektedir. Bu da norolojik ve psikiyatrik bozukluklarin tedavisi i¢in uygun beyin
penetrasyonuna sahip selektif PDE inhibitorlerini kesfetme ¢abalarii hakli kilmaktadir.
Beyin penetrasyonu olan PDEIOA inhibitorleri sizofreni ve HH tedavisinde ilag
adaylart olarak aciklanmiglardir. Bunun yani sira PDE9A inhibitorleri biligsel
bozukluklarin tedavisinde aday gosterilmistir. Bu bulgular, cGMP ve cAMP'in bellek
tizerinde farkli bolge ve zamanlardaki etkilerini isaret etmektedir. Siklik niikleotidleri
secici olarak hidroliz eden PDE'lerin inhibisyonunun, bellek performansii arttirmak
icin giivenilir bir yontem olabilecegi One siirlilmiistiir. Duygulanim bozukluklar
ve/veya bilissel islevleri etkileyen hastaliklarin terapotik hedefleri agisindan PDE'lerin
potansiyellerine olan ilgi artmaktadir[191]-[193]. Genel olarak PDE’ler, hiicre
cogalmasi ve farklilagsmasi, gen ekspresyonu, inflamasyon, apoptoz ve metabolizma gibi
sayisiz fizyolojik siireglere katilirlar. Beyinde, cAMP/protein kinaz A (PKA)/cAMP’ye
duyarli element baglayan protein (CREB) ve ¢cGMP/protein kinaz G (PKG)/CREB
sinyal yolaklarinin aktivasyonu, uzun siireli potansiyasyon (LTP; long term potentiation

) bilissel hafiza ve bellek olusumu ile iliskilendirilmistir. Ikincil ulak cAMP, PKA
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aracilifiyla CREB’i aktive eder ve boylelikle beyin kaynakli nérotrotrofik faktor
(BDNF) gibi sinaptik plastisiteyle iligkili genlerin transkripsiyonunu diizenleyebilir.
cAMP/PKA/CREB yolagi, hafizanin ndérofizyolojik kontroliinii saglayan LTP’nin
arttirtlmasinda rol oynar[194]. Bir ¢alismada HT-22 hiicrelerinde AB25-35 uygulamasi
ile artan mitokondriyal Ca+2 yiikiiniin ve ROT {iretiminin PDES inhibitorii sildenafil ve
selektif ATP-duyarli K+ kanal (KATP) aktivatorii diazoksit ile baskilandigi
gozlenmistir. Sildenafil ve diazoksitin bu etkisinin KATP inhibitorti 5-hidroksidekanoik
asit ile ortadan kalkmasi sildenafilin KATP bagimli etki ile noronal koruma yaptigini

distindiirmektedir[ 195].

2.6.1. Fosfodiesteraz 1 ve inhibitorleri

cAMP ve cGMP gibi siklik niikleotidler sinaptik plastisite, hafiza ve 6grenmede dnemli
rol oynarlar. Siklik niikleotidlerin cAMP cevap elementi baglayan protein yoluyla
(CREB) PKA ve PKG’yi aktive etmeleri biligsel fonksiyonlarda 6nemlidir. PDE enzim
inhibisyonu ikincil ulak aracili sinyalleme ve bunun sonucunda hafiza ve 6grenme
fonksiyonlarini tetiklemede 6nemlidir. Tip | fosfodiesterazlar (PDE1) Ca+2-kalmodulin
aracili fosfodiesteraz ailesindendir ve hem c¢GMP'nin hem de cAMP'nin
degredasyonunda rol oynarlar. PDE1'in hipokampal ve kortikal noronlarda anlamli
oranda ekspresyonu hafiza olusumu ve depolanmasinda 6nemli bolgelerin hiicrelerarasi
cGMP ve cAMP seviyelerini kontrol ettiginin bir gostergesidir. cGMP/PKG/CREB ve
cAMP/PKA/CREB yolaklar1 PDE inhibitorlerinin biligsel faaliyetleri arttirici etki
gosterdigi yolaklardir. Vinposetinin CREB fosforilasyonu yaparak siganlarda hafiza
fonksiyonlarint arttirdigi gosterilmistir. Vinposetin vinkamin alkaloidinin sentetik
tirevidir ve serebrovaskiiler orjinli SSS hastaliklarinin tedavi ve dnlenmesinde yaygin
olarak kullanilir. Serebral kan akimini da arttirdigi gosterilmistir. PDEL inhibisyonu
sGMP seviyesini arttirarak serebral arter dilatasyonu yapar. Vinposetinin veratridinin
indiikledigi Na+ kanal aktivitesini ve glutamat saliverilmesini inhibe ettigi
gosterilmistir. Vinposetin LTP'yi arttirir ve dendritlerin yapisal dinamiklerini arttirarak
hafizada rol oynar, skopolaminin yapti§1 hafiza kaybin1 geri dondiiriir ve insanda
biligsel fonksiyonlarda artisa neden olur. Streptozotosinin deneysel olarak sicanlara icv
enjeksiyonu, sporadik AH'da gozlenen ndropatolojik ve biyokimyasal degisikliklere
neden olarak AH"in erken patofizyolojik degisikliklerini taklit eden gecerli bir modeldir.

Vinposetinin bu modelde biligsel fonksiyonlar ve oksidatif stres iizerine olan etkileri
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incelenmis ve streptozotosinin olusturdugu davranis degisikligini, kolinerjik fonksiyon
bozuklugunu ve oksidatif-nitritif stresi (MDA, LDH, nitrit artis1, GSH azalmas1) geri

cevirdigi gdzlenmistir[ 196].

Beyinde bilateral arter okliizyonu ile gerceklestirilen kronik hipoperfiizyon modelinde,
melatoninin MT1 ve MT2 reseptor agonisti agomelatin ve PDEI1 selektif inhibitori
vinposetinin vaskiiler demansi, biligsel fonksiyonlari, kolinerjik fonksiyon kaybini ve
oksidatif stresi (katalaz, glutatyon ve superoksid dismutaz enzimindeki azalmayzi,
malondialdehit artisin1) geri c¢evirdigi, infarkt bolgesinde anlamli azalma yaptigi

gozlenmigtir [197].

Bir grup tiyanotriazolo pirimidinon yapili potent PDE1 inhibitorler kesfedilmis ve bu
inhibitorlerden DNS-0056 kodlu maddenin, X-ray kristalografisinde PDE1B ve
PDE10A katalitik bdlgesine sahip oldugu bulunmustur. Optimizasyon ¢alismalarinda bu
maddenin PDE1B potensi ve PDE selektivitesine sahip oldugu goézlenmistir. 6-(4-
methoksibenzil)-9-((tetrahidro-2H-piren-4-metil)-8, 9, 10,  11-tetrahidropirido
[4',3".4,5]tiyeno[3,2-€][1,2,4]triazol[1,5-c] pirimidin-5(6H)on yapisina sahip bu
bilesigin oral biyoyararlaniminin ve beyin penetrasyonunun yiiksek oldugu
gozlenmistir. Yiiksek PDEIB enzim inhibisyonu yapabilen bu kimyasalin obje tanima

testinde kuvvetli hafiza arttiric etkisi oldugu gézlenmistir[198].

PDE]1 inhibitorii vinposetin ve KATP kanal agici nikorandilin 3- nitropropionik asid ile
olusturulan HH modelinde azalan kilo kaybini, lokomotif aktivite kaybini, bozulan
biligsel fonksiyonlari, striatumda gelisen oksidatif (MDA, GSH, SOD ve KAT) ve
nitrosatif (nitrit/nitrat) stresi, asetil kolin esteraz aktivitesini, inflamasyonu ve
mitokondriyal fonksiyon bozuklugunu geri ¢evirdikleri gozlenmistir [197]. Kronik (14
giin) uygulanan vinposetinin siganlarda MPTP ile olusturulan PH modelinde anlamli ve
doza bagimli olarak hareket bozuklugunu ve oksidatif-nitrozatif stresi azalttig1 ve siklik
niikleotid seviyesini arttirarak azalan dopamini kontrol diizeylerine ¢ikardig

gosterilmistir[ 199].

L tipi voltaj bagimli kalsiyum kanal blokorii aktivitesi sebebiyle kullanilan bir diger non
spesifik PDE1 inhibitorii nimodipinin LTP’yi ve 6grenmeyi arttirdigi gosterilmistir.
Ancak calismalar L tipi voltaj bagimli kalsiyum kanallarinin ndronal plastisitede rol

aldiklarim1  gostermektedir ve bu nedenle nimodipinin PDE1 inhibisyonundan
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kaynaklanan ndronal plastisite {izerine olan etkileri konusunda ¢eligkiler

bulunmaktadir[200].

2.6.2. Fosfodiesteraz 3, 3/4 ve inhibitorleri

Silostazol, PDE3’1i inhibe ederek hiicre i¢i siklik AMP (cAMP) seviyelerini arttirir. AP
kaynakli hafiza ve sinaptik plastisite defektleri, azalmis cAMP ve norotoksisite PDE3
inhibitorleri ile ortadan kaldirilabilmektedir [200]. Silostazoliin peroksizom proliferator-
aktive reseptdr (PPAR)-c aktivasyonu yoluyla da noronal dliimii azalttigi bildirilmistir
[201]. Arastirmalar PDE3 inhibitorii silostazoliin ve PDE3'e silostazolden daha spesifik
ve daha potent bir bilesik olan antitrombotik etkili K-134'liin orta serebral arter
tikaniklig1 ile olusturulmus iskemi modelinde ndron koruyucu etki gosterdigini
kanitlanmistir[202]. PDE3 inhibitorii taksifolinin sican serebral amiloid anjiopati
modelinde AP oligomer olusumunu inhibe ederek damar biitiinliigiini ve biligsel ve

hafiza fonksiyonlar1 korudugu gosterilmistir[203].

Olprinon, pozitif inotropik ve vazodilator etkileri olan, klinikte akut kalp yetmezliginde
ve serebral iskemide kullanilan bir selektif PDE3 inhibitoriidiir. Serebral arterlerde
cAMP seviyesini arttirarak vazodilator etkisiyle beyin kan akimini arttirir. Ayrica hiicre
Cat2 seviyesini ve kontraktil elementlerin Ca+2 duyarhiliin1 azaltarak damar
kontraktilitesini inhibe eder. Bunlara ek olarak fibrojen aracili trombosit agregasyonunu
da inhibe etmektedir. Ayrica siganlarda deneysel iskemi/reperfiizyonun aracili akut
renal hasar, lipopolisakkarit aracili akciger hasar1 ve endotoksik sok modelinde

antiinflamatuvar etkinligi kanitlanmigstir[204].

PDE3 inhibitorii levosimendanin asfiksi ile kardiyak arrest olusturulmus siganlarda,
serebral ya da sistemik inflamasyon parametrelerine bagli olmayan yollarla néronlar

hasardan korudugu gosterilmistir[205].

PDE 3/4 inhibitorii zardaverin ve PDE4 inhibitorii rolipramin izole hipokampal CAl
piramidal noéron hiicrelerinde eksitabiliteyi p-adrenoreseptér uyarimi araciligiyla

arttirdiklar1 gdzlenmistir [206].

Ibudilast bronsial astimin tedavisinde bronkodilatér etkinligi nedeniyle kullanilan bir
non selektif PDE 3, 4, 10 ve 11 inhibitoriidiir. Siklik niikleotidleri metabolize ederek
hiicre farklilagmasi, sinaptik plastisite ve inflamatuvar cevaplar iizerinde rol oynar.

Ibudilastin preklinik ve klinik calismalarda daha genis etki alani oldugu gosterilmistir.
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Bunlar arasinda proinflamatuvar sitokinleri (IL-6, IL1J3, TNFa) baskilamak, toll benzeri
reseptor 4 (TLR-4) blokaji yapmak, makrofaj migrasyon inhibitoér faktoriini (MIF)
inhibe etmek, antiinflamatuvar sitokin (IL10) upregiilasyonu ve norotrofik faktorleri
(GDNF, NGF, NT-4) arttirmak sayilabilir. Ibudilastin glial aktiviteyi azaltic1 etkisinin
PDE inhibitor aktivitesinden bagimsiz oldugu gosterilmistir. Kan beyin engelini (KBE)
gecmesi, 1yl tolere edilebilmesi ve oral yolla uygulanabilmesi gibi avantajlarinin
bulunmasi, mevcut tedavi yaklagimlarinin optimumun altinda etkinlikleri ve zayif tolere
edilebilirlikleri nedeniyle noroinflamatuvar durumlarda iyi bir terapotik ajan olmaya
adaydir[207]. SSS'ne hedefli antiinflamatuvar aktivitesinden dolayr multiple sklerosis
(MS), noropatik agri, opiyat toleransini diisiirerek opiyat etkinliginin ve giivenirliginin

arttirllmasinda potansiyel ila¢ aday1dir[208]
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiirii

Hayvan hiicrelerinin, canli viicudunun disinda incelenebilmesi amaciyla Harisson
tarafindan 1907 yilinda hiicre kiiltiirii kesfedilmistir. Hiicrenin viicut disinda kiiltiire
edilmesi, viicudun normal homeostazisi nedeniyle ortaya ¢ikacak sistemik degisikliklere
yol agmasindan ve bunlarin deney iizerinde olumsuz etkilerinden bagimsiz olarak,
hiicreyi inceleme imkani saglamistir. Harrison hayvan modeli olarak, oncelikle
kurbagayr se¢mis ve doku pargalarinin viicut disinda canliligini koruyabilmesini
amaglamistir. Harisson’dan sonra bu calismalar farkli arastirmacilar tarafindan da
devam ettirilmistir. Earle ve arkadaslar1 1943 yilinda farelerde tiimor hiicresini izole
edebilmeyi basarmis ve 1961 yilinda Leonard Hayflick hiicrelerin, kiiltiir ortaminda
simirli yasam siiresine sahip olduklarini rapor etmistir. Bu konu fiizerine yapilan
calismalarin giderek ilerlemesiyle, hiicre icerisinde gergeklesen aktiviteleri, hiicrenin
bulundugu ortam, hiicrelerin birbirleriyle olan etkilesimleri ve bunlara karsi verilen

tepkileri hiicresel boyutta inceleme ve degerlendirebilme imkani saglamigtir[209].

Hipokampiisiin hafiza kayiplarindaki roliinii anlama cabalarinin bir parcast olarak
kolinerjik néronlar ve hipokampal bir kolinerjik (ACh salgilayan) ndronal hiicre modeli
arastirtlmas1 ve mevcut hipokampal noronal hatlar arasinda HT4 hiicreleri, sicakliga
duyarl kiiciik bir virlis-40 T antijeni kullanilarak primer fare hipokampal néronlarindan
oliimsiizlestirilmigtir [210]. Oliimsiiz hale getirilmis bir fare hipokampal hiicre dizisi

olan HT-4 hiicreleri ve HT-22 alt tipi 1994 yilinda klonlanmust1 r[211].

In vitro Alzheimer Hastalig1 modeli olusturmak igin bu hiicre hatt1 American Tissue
Cell Culture (ATCC)'dan temin edilmistir. Deneyler Atlas Biyoteknoloji

Laboratuvarlari’nda bulunan Hiicre Kiiltiiri Laboratuvari'nda gerceklestirilmistir.

3.1.1. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler %10 FBS ( fotal bovine serum) , %1 Penisilin/Streptomisin ve %1 L-glutamin
iceren Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) kiiltiir ortaminda %5’lik CO2
inkiibatoriinde yetistirildiler. Hiicreler petriyi %80 kapladiginda komplet hiicre kiiltiir
ortami, PBS (Phosphate Buffered Salin) eklenip, %25 Tripsin-Etilen Diamin Tetraasetik
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Asit(EDTA) ile kaldirilarak ¢alismada gereken grup sayisina gore pasajlandilar. Kontrol
grubu ise yalnizca Dimetil siilfoksit (DMSO) ile pasajlandi.

3.1.2. Deneysel AH Hiicre Kiiltiirii Modeli icin Af,s.35 proteinin hazirlanmasi:
Ticari olarak satin alinan liyofilize haldeki AP2s.35 (>97% HPLC, A4559-1MG, Sigma-
Aldrich-131602-53-4), norotoksisite ¢alismalarinda gerekli liyofilize peptid agregatlar

steril saf su ile ¢oziilerek 1 mg/ml konsantrasyonda stok hazirlandi.

3.1.3. Sitotoksisite Deneyleri

Hiicre Canlihiginin MTT ile dl¢iilmesi

Hiicre canliliginin kolorimetrik 6lgiimiine dayanan MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] deneyi, suda ¢oziindiigiinde sar1 renkli
goriiniime sahipken, mitokondriyal rediiktaz aktivitesiyle hiicrelerin canlilifiyla
orantilt olarak ¢oziinemeyen mor renkli formazana doniisiir ve kantitatif bir

6l¢iim saglar. %70'in altinda kalan degerler sitotoksik kabul edilmektedir.

HT-22 hiicreleri %80 kaplama oranina ulastiktan sonra besi yerleri aspire edilerek
edilerek PBS c¢ozeltisi ile yikandi, 300 ul Tripsin-EDTA eklendi ve 37°C'deki
CO2 inkiibatoriinde 1-2 dakika (dk) inkiibe edildi. Kaldirma iglemi faz-kontrast
mikroskobunda kontrol edildi. Uzerlerine taze hazirlanan hiicre besiyeri
eklenerek enzim reaksiyonu durduruldu ve 15 ml'lik falkona aktarilarak 1000
rpm'de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant atilarak hiicre pelleti 1 ml besiyerinde
dagitildi. Hiicre sayim cihazinda (Cell counter, BioRad) hiicre sayimmi1 yapildi ve
hiicre sayis1 105 hiicre/ml olacak sekilde besiyeri eklendi. Pipetleme yapilarak
esit bir sekilde 96 kuyucuklu kostarlara her kuyucukta 104 hiicre/ml (100 pl)
olacak sekilde ekim yapildi.

24 saat sonra eski besiyeri ortamdan uzaklastirilarak taze hazirlanmis besiyeri
eklendi. Hiicreler PDEI’lerin farkli konsantrasyonlariyla 32 saat inkiibasyona
birakilarak deney gruplari olusturuldu. Siire sonunda hiicrelerden besiyerleri
aspire edildi. MTT (mg/ml) DMEM'de ¢6ziildii, 0.22 p’luk filtreden gegirildi ve
her bir kuyucuga 50ul eklendi. 37°C'lik CO2 inkiibatoriinde hiicreler MTT
cozeltisi i1le 3 saat inkiibe edildi. Siire sonunda her kuyucukta mor renkli
¢okeltiler gozlemlendi ve sivi kisim aspire edildi. Kuyucuk diplerindeki

cokeltilerin tizerine 100 pl izopropanol eklenerek homojen bir karigim



olusuncaya kadar pipetleme yapildiktan sonra Microplate Reader'da 570

nmabsorbans degerinde okutuldu.

3.1.4. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Tedavisi

Deney gruplar: agagidaki tabloda gosterilmektedir.

Tablo 3-1. Deney gruplarimin olusturulmasi.
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Deney gruplari; (n=3)

Deney gruplari; (n=3)

1 Kontrol (%0.01 DMSO) 9 AP2s3s (5 uM; 32 saat)

2 Vinposetin (VIN; 30, 100, | 10 APosas (5 uM; 32 saat) + Vinposetin
300uM) (30, 100, 300uM)

3 Levosimendan (LEV; | 15 APBzsss (5 uM; 32 saat) +
30,100, 300 uM) Levosimendan (30,100, 300 uM)

4 Ibudilast (iB; 25, 50, 100 | 16 APBas 35 (5 uM; 32 saat) + Ibudilast (25,

HM)

50, 100 uM)

*Koyu ile gosterilenler literatiirdeki etkin konsantrasyonlardir.

PDET’ler, literatiirdeki etkin ila¢ konsantrasyonlarini icine alan ii¢ farkli

konsantrasyonda uygulanmiglardir.

Coziicii olarak tiim PDEI’lerde DMSO kullanildi. Kontrol grubunda ve PDEI’lerin yer

aldig1 tedavi gruplarinin besiyerlerinde son DMSO konsantrasyonu 9%0.1 olarak

ayarlandi.

3.1.5. mRNA- RT-gPCR

3.1.5.1. mRNA izolasyonu

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

kullanilmistir.

mRNA izolasyon protokolii asagidaki sekilde gerceklestirilmistir.

1. Hiicre homojenizasyonu: 1x107 kiiltiir hiicresi ilizerine 1 ml RiboEx eklendi ve

pipetaj yapilarak karigmasi saglandi.
2. Oda 1s1sinda 5 dk inkiibe edildi.
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3. Karisim 11.000rpm, 10 dk, 4°C kosullarinda santrifiij yapildi ve siipernatant baska bir
tiipe aktarildi.

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

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

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

7. 700 ul karisim kolona aktarildi.

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

9. Karigimdan kalan miktar olmasi1 durumunda 7-8 islemler tekrarlandi.

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

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

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

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

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

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

16. Sonra 10.000xg de 1 dk santrifiij yapilarak elde edilen mRNA o6rnekleri -80°C

sicaklikta donduruldu.

3.1.5.2. cDNA Sentezi
mRNA izolasyonu sonrasinda cDNA sentezi agsamasina gecilmistir. cDNA sentezi i¢in

kullanilan kitin markasi, ad1 ve katalog numarasi asagidaki tabloda belirtilmistir.

1. cDNA sentezi i¢in kullanilan mastermix bilgileri asagidaki tabloda belirtilmistir.

Tablo 3-2. “cDNA” sentezi icin kullanilan “mastermix” bilgileri.

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

2. cDNA mastermix hazirlandiktan sonra 65 °C sicaklikta 5 dk inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda karisim buz iizerine alindi.
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3. Asagidaki tabloda adi ve miktarlar1 belirtilen bilesenler cDNA mastermix iizerine

eklendi ve homojen olarak karigmasi saplandi.

Tablo 3-3. cDNA mastermix iizerine eklenen bilesenler.

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

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

reaksiyonunun kosullart asagidaki tabloda belirtilmistir.

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

kosullari.

cDNA Sentez Reaksiyonu Kosullari

Adim 1 Adim 2
Sicaklik (°C) 55 85
Siire 60 dk. 5dk

3.1.5.3. Real-Time gPCR

cDNA elde edildikten sonra Real Time (RT)-qPCR asamasina gegilmistir. RT-gPCR
i¢in kullanilan kitin markasi, ad1 ve katalog numarasi asagidaki tabloda belirtilmistir.
Elde edilen cDNA o6rnekleri RT-qPCR asamasina kadar -80°C sicaklikta donduruldu.

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



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

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

ACTB-F CACCATTGGCAATGA | Sentebiolab
GCGGTTC

ACTB-R AGGTCTTTGCGGATG | Sentebiolab
TCCACGT

BECN1-F CTGGACACTCAGCTC | Sentebiolab
AACGTCA

BECN1-R CTCTAGTGCCAGCTCC | Sentebiolab
TTTAGC

SIRTI1-F TAGACACGCTGGAAC | Sentebiolab
AGGTTGC

SIRT1-R CTCCTCGTACAGCTTC | Sentebiolab
ACAGTC

Tablo 3-6. Real-Time qPCR icin kullanilan mastermix bilgileri

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

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

34

Mastermix hazirlandiktan sonra RT-qPCR reaksiyonuna ge¢ilmistir. RT-qPCR i¢in
kullanilan reaksiyon kosullar1 asagidaki tabloda belirtilmistir. RT-gPCR reaksiyonu
Applied Biosystems™ 7500 Fast Real-Time qPCR cihazinda gerceklestirilmistir.
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Real-Time qPCR Reaksiyonu Kosullari

Tablo 3-7. Real-Time qPCR Reaksiyonu Kosullari

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

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

3.1.5.4. Relatif Kantitasyon Hesaplanmasi

MRNA ekspresyonlari kantitasyonu ACTB transkripti referans olarak kullanilip kontrol
gurubuna gore normalize edilmistir. Relatif kantifikasyon hesaplamasinda “AACt
Yontemi”  kullanilmistir.  AACt  hesaplamast  asagr  agiklandign  sekilde
gerceklestirilmistir.

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

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

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

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

5. AACt degerleri 2-AACt seklinde isleme alinarak kat degisimi (fold change)
hesaplanmas1 yapilmistir.

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

relatif olarak azalig gosterdigi seklinde yorumlanmustir.
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3.2. Western Blot

3.2.1. Hiicrelerden Total Protein Ekstrelerinin Elde Edilmesi

AP2s3s uygulamalart ve/veya es zamanli PDEI tedavileri sonrasinda hiicrelerin
morfolojik 6zellikleri faz-kontrast mikroskobunda kontrol edildi. Ik olarak 25 cm2
flasktan besiyeri aspire edildi ve 800 uL steril soguk fosfat tamponlu salin ¢ozeltisi
(Phosphate Buffered Saline; PBS) eklenerek bir kez yikama yapildi. 1 ml ProtinEx
Total Protein Extraction Solution (GeneAll, Cat No: 701-001) eklenerek pipetaj yapildi.
16.000 rpm’de +4 °C’de 15 dk santrifiij yapildi. Siipernatant temiz bir tiipe alindi.

Calisma buz lizerinde yapildi.

3.2.2. Hiicrelerden Sitoplazmik ve Cekirdek Proteini Ekstrelerinin Elde Edilmesi
A) Materyaller:

. Hiicre (5 - 10 x 106 hiicreler)

. PBS (Fosfat Tamponlu Serum-Phospate Buffered Saline)

. Cekirdek Ekstresi Tamponu (NE-Nuclear Extract )

(HEPES [4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonik asit)(4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid)] [20 mM] pH 7.9, NaCl [0.4 M], EDTA [1 mM],
Gliserol 25%, Proteaz Inhibitérii 1x (kullanilmadan hemen 6nce eklendi))*

. Sitoplazmik Ekstre Tamponu (CE- Cytoplasmic Extract ) (HEPES [10 mM] pH
7.9, KCI [10 mM], EDTA [0.1 mM], NP-40 0.3% (kullanilmadan hemen Once
eklenecek), Proteaz Inhibitdrii 1x (kullanilmadan hemen &nce eklendi))*

*tamponlarin 50 mL’si :

Soliisyon Hazirlama:

1 M HEPES (MW: 238,3012 g/mol) : 2.38 gr HEPES, 10 mL oluncaya kadar su
eklendi.

*SMNaCl (MW:58,44 g/mol) :2.922 gr NaCl, 10 mL oluncaya kadar su eklendi.
*2 M KCl (MW: 74,5513 g/mol): 1.491 gr KCI, 10 mL oluncaya kadar su eklendi.
0.5 M EDTA (MW: 292,24 g/mol) : 1.461 gr EDTA, 10 mL oluncaya kadar su

eklendi.
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Tablo 3-8 (A,B). A. Cekirdek Ekstre Tamponu; B. Sitoplazmik Ekstre Tamponu

A B
Cekirdek Ekstresi Tamponu (CET; 50 Sitoplazmik Ekstre Tamponu (SET; 50
mL) mL)
1 M
HEPES 1mL 1 M HEPES 0.5mL
5MNaCl |4mL 2 M KCI 0.25 mL
0.5 M
EDTA 100 uL 0.5 MEDTA |10 uL
Gliserol 12.5mL NP-40 Yeterli Miktarda
Proteaz Yeterli Miktarda Proteaz Yeterli Miktarda
B) Prosediir:

1. Hiicreler kaziyici ile kazinarak 1 ml soguk PBS icine alindi, 6000 rpm’de 5dk
boyunce santrifiij edildi ve supernatant atildi.

2. Kalan pellet tizerine 1 ml soguk PBS eklendi ve tekrar siispande edildi.

3. Soguk odada 5 dakika boyunca 6000 rpm'de santrifiij edildi.

4. Silipernatant atildi.

5. Bu asamadan sonraki islemler buz iizerinde gergeklestirildi. Tiipler buz iizerine
konuldu ve pelletin 5 kat1 kadar SET eklendi. (Ornegin pellet 20 pL ise, 100 uL SET
eklendi).

6. Pellet SET ile yeniden siispande edildi ve 5 dakika boyunca buz iizerinde inkiibe
edildi, zaman zaman vortekslendi.

7. Siire bitimide 5 dakika boyunca 3000 rpm'de soguk odada santrifiijlendi.

8. Siipernatant toplandi (Bu sitoplazmik ekstre (SE)*dir).

9. NP-40 icermeyen 100 pL SET i¢inde pelet yeniden siispande edildi.

10. Soguk odada 3000 rpm'de 5 dakika santrifiij edildi ve SE’ye eklendi.

11. Bu pellete, pelletle ayn1 miktarda CET eklendi (Ornegin pelet 40 pL ise, 40 uL CET
eklendi).

12. Siispande edildi ve 10 dakika boyunca buz iizerinde inkiibe edildi, zaman zaman
vortekslendi.

13. 4° C'de 5 dakika boyunca 14.000 rpm'de santrifiij edildi.

14. Siipernatant toplandi (Bu ¢ekirdek ekstresi (CE)’dir).

15. Western Blot i¢in -80° C'de saklandi.

3.2.3. Protein Miktar Ol¢iimii
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3.2.3. Protein Miktar Olciimii

Protein miktar dl¢timii Qubit® Protein Assay Kits (Thermo Fisher Scientific, Cat No:
Q33211) kiti kullanilarak Qubit® 3.0 Fluorometer cihazi (Thermo Fisher Scientific, Cat
No: Q33216) kullanilarak gergeklestirildi.

3.2.4. Protein Elektroforezi

3.2.4.1. Protein Orneklerinin Denatiire Edilmesi

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

alindi.

3.2.4.2. Orneklerin Jele Yiiklenmesi ve SDS-PAGE Elektroforez

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

2. Jel kasetinin algak kismi buffer Core’a bakacak sekilde dikey jel sistemi tanki
icerisine yerlestirildi. Diger tarafa diger jel kasetini algak kism1 buffer core’a bakacak
sekilde yerlestirildi.

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

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

5. Hazirlanan siiriikleme tamponu ile ilk 6nce buffer core i¢inde kalan iist tampon
¢cOzelti odasmi jel kuyucuklarinin {izerini 0.5 cm iizerine kadar dolduruldu. Kalan
tampon ¢ozeltisi alt buffer odasina ilave edildi.

6. Ornekleri yiiklemeden dnce 200 pl’lik pipete steril bir pipet ucu takildi ve kuyucuklar
pipetaj yapilarak temizlendi.

7. Jel kasetinde yer alan kuyucuklardan en bastaki ve en sondakine 5 pl marker
(MB090, NZY Colour Protein Marker II, Nzytech, Portekiz) yiiklendi.

8. Kalan kuyuculara hazirlanan protein 6rneginden 50 pug/20 pl protein 6rnegi yiiklendi.
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3.2.5. Blotlama
1. Yiirlitme islemi sonunda jel giic kaynagi ve dikey jel sisteminin elektrot kablolarini
giic kaynagindan cikarilip kapagi acildi. Jel sikistirma aparati ¢ikarildiktan sonra jel
kaseti ¢ikarildi.

2. Jel kaseti, jel bicagi kullanilarak kenar baglantilar1 kopartilarak acildi. Jelin tarak
kisimlar1 ve alt tarafindaki kalin jel kesilerek uzaklastirildi. Igerisinde distile su bulunan

bir kap icerisine dikkatlice atildi.

3. Blotlama igin Iblot Gel Transfer Sistemi kullanildi. Iblot transfer stack Nitrocellulose
(NC) kitinde (Invitrogen, IB23001) yer alan anot stack kutudan ¢ikartilip lizerinde yer
alan jelatin acildi. Anot stack plastigi ile birlikte cihaza yerlestirildi. Anot stack
lizerinde yer alan membran iistiine dikkatli bir sekilde jel yerlestirildi. Kit igerisinde yer
alan filtre kagidi distile su ile 1slatildi. Jelin istiine 1slak filtre kagidi koyuldu. Hava
kabarciklart uzaklagtirildi. Kit igerisinde yer alan katot stack kutudan ¢ikartilip iizerinde
yer alan jelatin agildi. Katot stack plastiginden uzaklastirildi ve bakir yiizey yukari,
jelimsi yiizey 1slak filtre kagidina bakacak sekilde filtre kagidinin iizerine dikkatlice
yerlestirildi. Jel merdanesi kullanarak hava kabarciklarimi tekrar uzaklastirildi. Kit
icerisinde yer alan siinger iizerindeki metal, Iblot cihaz kapaginin sag tarafinda yer alan
elektrota denk gelecek sekilde kapaga yerlestirildi ve kapagi dikkatlice kapatildi.

Program diigmesinden P3 programi secildi ve 7 dk’lik siirede islem tamamlandi.

4. Membran dikkatli bir sekilde distile su igerisine alindi.

3.2.5.1. Antikorla inkiibasyon
Kullanilan primer antikor bilgileri agagidaki tablodaki gibidir.
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Marka Cat No Kitin Adi Diliisyon Orani

Elabscience E-AB-30422 Beta Actin 1:1000

Bt-Laboratory BT-AP09795 AMPK al/2 1:1000

Bt-Laboratory BT-PHS00575 AMPK al/2 | 1:1000
(Thrl83/172)

Bt-Laboratory BT-MCA0986 LC3A 1:1000

Bt-Laboratory BT-AP05645 mTOR 1:1000

Bt-Laboratory BT-PHS00176 mTOR  (phospho | 1:1000
ser2448)

Bt-Laboratory BT-AP08324 SIRT1 1:1000

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

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

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

4. Primer antikorlar tarif {izerine, belirtilen oranda sulandirildi ve gece boyu +40C’de
bekletildi.

5. Membran 3x5 dk distile su ile hizli devirde ¢alkalayicida yikandiktan sonra iizerine
10 ml sekonder antikor eklendi ve 45 dk yavas devirde ¢alkalayicida bekletildi.

6. Daha sonra membran 3x5 dk 20 ml Antibody Wash ile hizli ¢alkalayicida yikandi.
7.2X2 dk 20ml distile su ile hizli ¢alkalayicida yikandi.

8. Kemiluminescent kullanildi ve 2.375 pl subtrate ve 0.125 pl enhancer karigim
yapilarak membrana eklendi.

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

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

11. Elde edilen sonuglar Image J programiyla analiz edildi.

3.3. Kimyasallar ve Malzemeler
Capricorn-DMEM-HA (Capricorn Scientific) Capricorn-L-Glutamin-GLN B (Capricorn
Scientific), Capricorn-Tripsin EDTA-TRY-1B (Capricorn Scientific), Capricorn-FBS
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Heat 1nactivated-FBS-HI-11B  (Capricorn ~ Scientific), Capricorn-PBS-PBS-1A
(Capricorn Scientific)

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

Chemiluminescent Substrate Reagent Kit WP20005")

mRNA Izolasyonu Igin Kullanilan Materyaller RiboEx (Cat No:301-001,Gene All),
Hybrid-R (Cat No: 305-101, Gene All), cDNA Sentezi I¢in Kullanilan Materyaller
HyperScriptTM First strand synthesis kit (Cat No0:601-005,Gene All), cDNA sentezi
icin kullanilan mastermix bilgileri RNA o6rnegi, Primer, dNTP mix, RNase-Free
Distilled Water, RTase Reaksiyon Buffer, DTT, Reverse Transcriptase, RNase
Inhibitor, Real-Time qPCR i¢in Kullanilan Materyaller RealAmpTM SYBR gPCR
Master mix (Cat N0:801-051,Gene All), Primerler (ATG5-F, ATG5-R, ACTB-F,
ACTB-R, BECN1-F, BECN1-R, SIRT1-F, SIRT1-R; Sentebiolab), Real-Time qPCR
Icin Kullanilan MasterMix Bilesenleri (MasterMix (with SYBR-Green), ROX Dye,

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

Western blot icin kullanilan materyaller ProtinEx Total Protein Extraction Solution
(GeneAll, Cat No: 701-001), Protein miktar 6l¢iimii kiti Qubit® Protein Assay Kits
(Thermo Fisher Scientific, Cat No: Q33211), NuPAGE LDS Sample Buffer (Thermo
Fisher Scientific, Cat No: NP0004), NUPAGE Sample Reducing Agent (Thermo Fisher
Scientific, Cat No: B0004), Bis-Tris gradient jeli (Invitrogen, NUPAGE 4-12% Bis-Tris
Gel), MES Running Buffer’dan (ThermoFisher, B0002), marker (NZY Colour Protein
Marker I1), Iblot transfer stack Nitrocellulose (NC) kitinde (Invitrogen, 1B23001), Beta
Actin (Cat No: E-AB-30422, Elabscience), AMPK «al/2 (Cat No: BT-AP09795, Bt-
Laboratory), AMPK al1/2 (Thr183/172) (Cat No: BT-PHS00575 Bt-Laboratory), LC3A
(Cat No: BT-MCAQ0986 Bt-Laboratory), mTOR (Cat No: BT- AP05645 Bt-Laboratory),
mMTOR (phospho ser2448) (Cat No: BT- PHS00176 Bt-Laboratory), SIRT1 (Cat No:
BT- AP08324 Bt-Laboratory), Western Breeze Kit (Chromogenic Immunodetection
System, Rabbit Primary Antibody Cat: WB7105, Invitrogen), “Invitrogen, Novex™
ECL Chemiluminescent Substrate Reagent Kit WP20005”
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3.4. Kullanilan Cihazlar

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

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

hata olarak verildi. *P < 0,05 istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Sitotoksisite Sonu¢larinin Degerlendirilmesi

Fare hipokampal hiicre hatlar1 (HT-22), PDEI’lerin (VIN; 30uM, 100 uM,300 pM;
LEV 30uM, 100 pM,300 puM, iB 25 uM, 50 uM, 100 uM) farkl konsantrasyonlar1 ve
AP2s.35’in 5 uM konsantrasyonu ile 32 saat inkiibasyona birakilarak hiicre sag kalimlari

negatif ve pozitif kontrolle karsilagtirmali olarak MTT yontemi ile dlgiildii.

PDED’lerin farkli konsantrasyonlar1 negatif kontrolle Kkarsilastirildiginda hiicre

canliliginda artis yapmistir (p<0.05; n=4).

Hiicrelere tek basina APpsss uygulamasi ve PDED’ler ile beraber uygulamasi hiicre

canliliginda anlamli azalmaya neden olmamistir (Sekil 4.1B; p>0.05; n=4).
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Sekil 4-1(A,B). Fare hipokampal hiicre hatlarinda (HT-22), artan
konsantrasyonlarda PDEI uygulamalarinin (A) ve/veya es zamanh Apys.3s’in (5
pM) ile beraber tedavilerinin hiicre canhihgna etkilerini gosteren MTT grafigi.
Hiicreler, 32 saat boyunca VIN (30uM, 100 uM,300 uM); LEV (30uM, 100 uM,300
uM) ve IB (25 uM, 50 uM, 100 uM) ile ve/veya APos.ss (5 pM) ile tedavi edildiler.
Kontrol gruplar1 ise %0.1 DMSO ile inkiibe edilmistir.

PDET’lerin literatiirdeki etkin konsantrasyonlar1 VIN (100 pM), LEV (30uM) ve IB (50
uM) ve AP2s3s 5 M konsantrasyonda sitotoksik etki gostermedikleri i¢in deneylere bu

konsantrasyonlarla devam edilmistir.

4.2. In vitro ABys.35 ve PDEI Uygulamalarinin RT-gPCR sonuglar

PDED’ler uygulanan konsantrasyonlarda hiicre canliligi {izerine olumsuz etkide
bulunmamaiglar, hiicreler 32 saat boyunca normal biiylimelerine devam ederek
canliliklarini siirdiirmiislerdir. Bu sonuglardan hareketle PDE{’lerin literatiirdeki etkin

konsantrasyonlari ile deneylere devam edilmistir.
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4.2.1. PDEI uygulamalarimin RT-qPCR sonuclar::

4.2.1.1. ABys.35 ve PDEI uygulamasimin SIRT-1 gen ekspresyonu:

SIRT1
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Sekil 4-2. PDEI ve AB;s5.35 uygulamasinin SIRT1 gen ekspresyonuna etkisi.

Fare hipokampal noron hiicrelerinde (HT-22), ABzs.35 (5 uM) uygulamasinin ve/veya es
zamanli PDEI VIN (100 pM), LEV (30uM) ve IB (50 uM) tedavisinin SIRT1 gen
ekspresyonu lizerindeki etkilerini gosteren RT-qPCR grafigi. mRNA ekspresyonlarinin
kantitasyonu ACTB transkripti referans olarak kullanilarak normalize edilmistir.
Hiicreler, 32 saat boyunca 5 uM APs.35’¢ maruz birakilmis ve/veya 5 pM Afzs.35 Ve
PDEI VIN (100 uM), LEV (30uM) ve IB (50 pM) uygulamasina tabi tutulmuslardir.
Kontrol gruplari ise %0.1 DMSO ile inkiibe edilmislerdir.

Hiicrelerin 32 saat boyunca 5 pM AP35 ‘ile inkiibasyonlari, SIRT-1 gen
ekspresyonunda azalmaya neden olmustur. IB (50 uM) tek basina SIRT-1
ekspresyonunda artis yaparken APjs.3s ile birlikte uygulamast Afzs3s ‘in SIRTI
lizerinde yaptig1 azalmay1 engellemistir. LEV (100uM) ve VIN (100uM), SIRT-1 gen
ekspresyonunda kontrole gore degisiklik yapmamis, LEV (100uM)’in APas.35 ile beraber
uygulamast Afgs.3s ile azalan SIRT1 ekspresyonunu kontrol degerlerine yaklastirmis,

VIN (100uM) ise anlaml degisiklik yapmamustir.
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Ozetle RT-gPCR sonuglarma gore APgs.ss (5 uM; 32 saat) uygulamas: SIRTI gen
ekspresyonunda azalmaya neden olmus (* P<0.05), AB2s.3sile es zamanli IB (50 uM) ve
LEV (30uM) uygulamasi, azalan SIRT1 ekspresyonunda artisa neden olmustur (#
P<0.05). ABys.35 ile es zamanl iB (50 uM) uygulamasi, ABys-35 ile es zamanli LEV
(30uM) ve VIN (100uM) uygulamasia gore SIRT1 gen ekspresyonunda anlamli artisa
neden olmustur (&, p<0.05).

4.2.1.2. ABys3s ve PDEI uygulamasmin otofaji alt yolaklarindan ATGS5 gen
ekspresyonuna etkisi:

ATG5S

Kat Artis (FC=2A-ddCt)
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Sekil 4-3. PDEI ve ApP2s-35s uygulamasimin ATGS gen ekspresyonuna etkisi.

Fare hipokampal noron hiicrelerinde (HT-22), AB2s.35 (5 uM) uygulamasinin ve/veya es
zamanli PDEI VIN (100 uM), LEV (30uM) ve IB (50 uM) tedavisinin ATG5 gen
ekspresyonu lizerindeki etkilerini gosteren RT-qPCR grafigi. mRNA ekspresyonlarinin
kantitasyonu ACTB transkripti referans olarak kullanilarak normalize edilmistir.
Hiicreler, 32 saat boyunca 5 pM APzs.35’¢ maruz birakilmis ve/veya 5 uM A2s.35 ve
PDEI VIN (100 uM), LEV (30uM) ve IB (50 pM) uygulamasina tabi tutulmuslardir.
Kontrol gruplar ise %0.1 DMSO ile inkiibe edilmislerdir. Veriler tek bir deneyden

alinmistir
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Hiicrelerin 32 saat boyunca 5 pM APys.3s ‘ile inkiibasyonlari, otofaji ile iligkili ATGS
gen ekspresyonunda azalmaya neden olmustur. VIN (100 uM), LEV (30uM) ve IB (50
uM) tek basma kontrole gore ATGS ekspresyonunu degistirmezken, LEV (30uM)’in
APgs.3s ile birlikte uygulamast Apgs3s ile azalan ATG5 ekspresyonunu kontrol
degerlerine yaklastrmustir, IB (50 pM) ve VIN (100uM) ise anlamli degisiklik

yapmamistir.

Ozetle RT-qPCR sonuglarma gore APosas (5 pM; 32 saat) uygulamast ATGS gen
ekspresyonunda azalmaya neden olmus (* P<0.05), tek basina ya da APysss ile es
zamanlhi PDEI LEV (30uM) uygulamasi, azalan ATGS ekspresyonunda artisa neden
olmustur olmustur (# P<0.05). ABgs.ss ile es zamanli LEV (30uM) uygulamasi, AP2s.35
ile es zamanli IB (50 puM) ve VIN (100uM) uygulamasina gére ATGS gen

ekspresyonunda anlamli artisa neden olmustur (&, p<0.05).

4.2.1.3. ABys35 ve PDEI uygulamasinin otofaji alt yolaklarindan BECN1 gen
ekspresyonuna etkisi:
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Sekil 4-4. PDEI ve AB,s5.35 uygulamasinin BECN1 gen ekspresyonuna etkisi.
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Fare hipokampal noron hiicrelerinde (HT-22), AB2s.35 (5 uM) uygulamasinin ve/veya es
zamanli PDEI VIN (100 uM), LEV (30uM) ve iB (50 uM) tedavisinin BECN1 gen
ekspresyonu tizerindeki etkilerini gosteren RT-qPCR grafigi. mRNA ekspresyonlarinin
kantitasyonu ACTB transkripti referans olarak kullanilarak normalize edilmistir.
Hiicreler, 32 saat boyunca 5 uM Afs.35’e maruz birakilmis ve/veya 5 pM APgs.35 Ve
PDEI VIN (100 uM), LEV (30uM) ve IB (50 pM) uygulamasina tabi tutulmuslardir.
Kontrol gruplar1 ise %0.1 DMSO ile inkiibe edilmislerdir. Veriler tek bir deneyden

alinmistir

Hiicrelerin 32 saat boyunca 5 pM APys.35 ‘ile inkiibasyonlari, otofaji ile iliskili BECNI1
gen ekspresyonunda azalmaya neden olmustur. VIN (100 uM), LEV (30uM) ve iB (50
uM), tek baslara kontrole gére BECN1 ekspresyonunu degistirmezken, iB (50 pM)’m
AP2s.3s 1le beraber uygulamasi tek basina Afjs.3s’uygulamasina kiyasla BECNI gen
ekspresyonunu arttirmis, VIN (100 uM) ve LEV (30pM) ise anlamli degisiklik

yapmamistir.

Ozetle RT-qPCR  sonuglarina gore ABps3s (5 uM; 32 saat) uygulamast BECN1 gen
ekspresyonunda azalmaya neden olmus (* P<0.05), tek basina ya da APosss ile es
zamanli PDEI iB (50 uM) uygulamasi, azalan BECNI1 ekspresyonunda artisa neden
olmustur (# P<0.05). APs.3s ile es zamanlh IB (50 uM) uygulamasi, APs.s ile es
zamanli LEV (30uM) ve VIN (100uM) uygulamasina gére BECN1 gen ekspresyonunda

anlamli artisa neden olmustur (&, p<0.05).
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4.2.2. PDEI uygulamalarimin Western Blot sonuclari:

4.2.2.1. SIRT1 Protein Ekspresyonu:
PDE{’lerin literatiirdende yola ¢ikarak farkli konsantrasyonlarini uyguladik ve preklinik

hiicre kiiltiirii ve hipokampal kesitlerde bu konsantrasyonlarda kullanilan PDEI’lerin
Western blot ¢alismalarinda SIRT1 {izerinde anlamli degisiklik gostermedigini gordiik.
MTT ile de bu konsantrasyonlarinin hiicreye toksik olmadigini gosterdik (Sekil 4-6).

SIRT1  (B4KD1) yumumy wmmm onone WIS GUIND emen o .
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Sekil 4-5. PDEI ve AB;s.35 uygulamasinin SIRT1 protein ekspresyonuna etkisi.

Fare hipokampal néron hiicrelerinde (HT-22), AB2s.35 (5 pM) uygulamasinin ve/veya es
zamanli PDEI (VIN ;100 uM), (LEV ;30uM) ve (IB ;50 uM) tedavisinin SIRT1 protein
ekspresyonunu gosteren Western blot bantlar1 (A) ve karsilastirmali SIRT1 yogunluklari
(B). Bantlar i¢ standart B-aktine gére normalize edilmislerdir. Hiicreler, 32 saat boyunca
5 uM APjs3s’e maruz brrakilmis ve/veya 5 uM APjsss ve PDEI uygulamasina tabi
tutulmuslardir. Kontrol gruplar ise %0.1 DMSO ile inkiibe edilmislerdir. Veriler ii¢
bagimsiz deneyin ortalama + SH’1 olarak ifade edildi (* p<0.05 Kontrol grubuna gore

anlamlidir; # p<0.05 10 uM Ags-35 grubuna gore anlamlidir).
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Western blot sonuglarma gore APzsss (5 uM; 32 saat) uygulamasi SIRT1 protein
ekspresyonunda kontrole gore anlamli azalmaya neden olmustur (# p<0.05).

VIN (100 pM), LEV (30uM) ve IB (50 pM) tek baslarina SIRT1 seviyelerinde kontrole
gore anlaml degisiklik yapmazlarken A,s.35 ile beraber uygulamalari tek basina AP2s.3s
uygulamasina kiyasla SIRT1 protein ekspresyonunu arttirmigtir (# P<0.05). Bu artis
LEV (30uM) ve VIN (100 uM)’in APzsss ile beraber uygulamalari ile kontrol
seviyesine yaklasirken, IB (50 uM)’nin Apgs.ss ile beraber uygulamasi kontrol
degerlerinin iistiine ¢ikmustir (# P<0.05). APzs.3sile es zamanli IB (50 pM) uygulamasi,
APas.3sile es zamanli LEV (30uM) ve VIN (100uM) uygulamasina gére SIRT1 protein

ekspresyonunda anlamli artigsa neden olmustur (&, p<0.01).

4.2.2.2. Aktif AMPK (p-AMPK) Protein Ekspresyonu:

p-AMPK (62 kDa) T a—

B-aktin (42 KDa) WS N AN SRR SIS ENES GUREES SR

p-AMPK (62 kDa)

(p-AMPK/ B-aktin) Relatif artis

Sekil 4-6. PDEI ve AB,s.35 uygulamasinin p-AMPK protein ekspresyonuna etkisi.
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Fare hipokampal noron hiicrelerinde (HT-22), AP AP2s.35 25-35 (5 uM) uygulamasinin
ve/veya es zamanli PDEI (VIN ;100 uM), (LEV ;30uM) ve (iB ;50 pM) tedavisinin p-
AMPK protein ekspresyonunu gosteren Western blot bantlar1 (A) ve karsilastirmali p-
AMPK yogunluklar1 (B). Bantlar i¢ standart B-aktine gére normalize edilmislerdir.
Hiicreler, 32 saat boyunca 5 uM Afs.35 ’e maruz birakilmis ve/veya 5 pM APgs.35 Ve
PDEI uygulamasina tabi tutulmuslardir. Kontrol gruplar1 ise %0.1 DMSO ile inkiibe
edilmislerdir. Veriler li¢ bagimsiz deneyin ortalama + SH’1 olarak ifade edildi (* p<0.05

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

Western blot sonuglarina gére APgs.ss (5 uM; 32 saat) uygulamas: aktif AMPK (p-
AMPK) protein ekspresyonunda azalmaya neden olmustur (p<0.05).

LEV (30uM) tek basina p-AMPK seviyesinde kontrole gore anlamli degisiklik
yapmazken, (IB ;50 uM) tek basma p-AMPK seviyesini kontrole gére anlamli olarak
arttirmistir (*p<0.05). LEV (30uM) ve IB’nin (50 pM) APas.35 ile beraber uygulamalari
tek basina As.3s uygulamasina kiyasla p-AMPK protein ekspresyonunu istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde arttirmistir (#p<0.05). VIN (...)’in APsas ile beraber
uygulamasi tek basina Apys.3s’uygulamasina kiyasla p-AMPK protein ekspresyonunu
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirmis ve kontrol degerlerine geri dondiirmiistiir
(#p<0.05). APgs.35 ile es zamanli VIN (100uM) uygulamasi, APs.3s ile es zamanli LEV
(30uM) ve IB (50 pM) uygulamasina gére p-AMPK protein ekspresyonunda anlamli
artiga neden olmustur (&, p<0.05). Tek basina IB (50 uM) uygulamasi, tek bagina LEV
(30uM) ve VIN (100uM) uygulamasina gére p-AMPK protein ekspresyonunda anlamli
artisa neden olmustur (&, p<0.05).
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4.2.2.3. Aktif mTOR (p-mTOR) Protein Ekspresyonu:

B-aktin (42 kDa) WO SN AN SIS NS AR RN

p-mTOR (289 kDa)
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Sekil 4-7. PDEI ve APis3s uygulamasimm aktif m-TOR (p-mTOR) protein

ekspresyonuna etkisi.

Fare hipokampal noron hiicrelerinde (HT-22), AB2s.35 (5 M) uygulamasinin ve/veya es
zamanl PDEI (VIN ;100 uM), (LEV ;30uM) ve (IB ;50 uM) tedavisinin p-mTOR
protein ekspresyonunu gosteren Western blot bantlar1 (A) ve karsilagtirmali p-mTOR
yogunluklar1 (B). Bantlar i¢ standart B-aktine gore normalize edilmislerdir. Hiicreler, 32
saat boyunca 5 pM Apgsss’e maruz birakilmis ve/veya 5 pM APgsss ve PDEI
uygulamasina tabi tutulmuslardir. Kontrol gruplart ise %0.1 DMSO ile inkiibe
edilmislerdir. Veriler ti¢ bagimsiz deneyin ortalama + SH’1 olarak ifade edildi (* p<0.05

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

Western blot sonuglarina gore Afzsss (5 uM; 32 saat) uygulamast aktif mTOR (p-
mTOR) protein ekspresyonunda artisa neden olmustur (#p<0.05).
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VIN (...) tek bagma p-mTOR seviyesinde kontrole gére anlamli azalma yaparken
(*p<0.05), LEV (30uM) ve iB (50 uM) tek basma p-mTOR seviyesini (VIN ;100 pM)
arttirmustir (*p<0.05). VIN (100 pM), LEV (30uM) ve IB (50 uM)’nin APs.3s ile
beraber uygulamasi tek basina APps.as’uygulamasina kiyasla p-mTOR  protein
ekspresyonunu istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaltmistir (#p<0.05). Tek basina
IB (50 pM) ve LEV (30uM) uygulamasi, tek basina VIN (100uM) uygulamasina gore

p-mTOR protein ekspresyonunda anlamli azalmaya neden olmustur (&, p<0.05).

4.2.2.4. LC3II Protein Ekspresyonu:
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Sekil 4-8. PDEI ve Ap,s.35 uygulamasimin LC3II protein ekspresyonuna etkisi.

Fare hipokampal noron hiicrelerinde (HT-22), AB2s.35 (5 pM) uygulamasinin ve/veya es
zamanli PDEI (VIN ;100 pM), (LEV ;30uM) ve (IB ;50 uM) tedavisinin LC3II protein
ekspresyonunu gosteren Western blot bantlar1 (A) ve karsilastirmalt LC311 yogunluklari
(B). Bantlar i¢ standart B-aktine gore normalize edilmislerdir. Hiicreler, 32 saat boyunca
5 uM APjs3s’e maruz brrakilmis ve/veya 5 pM APjsss ve PDEI uygulamasina tabi
tutulmusglardir. Kontrol gruplari ise %0.1 DMSO ile inkiibe edilmislerdir. Veriler ii¢
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bagimsiz deneyin ortalama + SH’1 olarak ifade edildi (* p<0.05 Kontrol grubuna gore

anlamlidir; # p<0.05 10 uM AP3s.35 grubuna gore anlamlidir).

Western blot sonuglarina gore APgs.ss (5 uM; 32 saat) uygulamasi LC3II protein

ekspresyonunda azalmaya neden olmustur (p<0.05).

VIN (100 uM), LEV (30uM) ve 1B (50 uM) tek baslarina LC3II seviyelerinde kontrole
gore anlamli degisiklik yapmazlarken AP2s.35 ile beraber uygulamalari tek basia Aps.
ss’uygulamasina kiyasla LC3II protein ekspresyonunu istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde arttirmistir (#p<0.05). ABgsss ile es zamanli LEV (30uM) ve IB (50 puM)
uygulamas1, APgs.ss ile es zamanli VIN (100uM) uygulamasina gére LC3II protein

ekspresyonunda anlamli artisa neden olmustur (&, p<0.05).
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5. TARTISMA

Bu c¢alismanin amaci, AH’nin patogenezinden sorumlu norotoksik protein Afpgs-ss
uygulanan fare hipokampal néron (HT-22) hiicre kiiltiirlerinde PDEI’lerden vinposetin
(VIN), levosimendan (LEV) ve ibudilastin (iB) hiicre canlilig1 ve korunmasinda rol alan
sirtuin-1 (SIRT1) ekspresyonuna ve bazi otofaji proteinlerine olan etkilerini
degerlendirmektir. Elde ettigimiz bulgulara gore, HT-22 hiicre hatlarinda, Ags.35 (5
uM) uygulamasi, SIRT-1 ekspresyonunda azalmaya neden olmus, AP2s.35 ile es zamanl
PDEI uygulamasi, SIRT-1 ekspresyonundaki bu azalmayr geri gevirmistir. Otofaji
proteinlerinden ATGS, beklin-1 (BECN1) ve otofaji belirteci LC3II’nin de
ekspresyonlar1 Aps.3s uygulamasi ile azalmis, APos.3s ile es zamanl PDEI uygulamast,

bu azalmay1 geri dondiirmiistiir.

Gilintimiizde norodejeneratif hastaliklarin mekanizmasini aydinlatmak {izere yapilan
calismalar ile giderek artan hiicre i¢i sinyal yolaklarina yenileri eklenmekte ve bu
hastaliklardan korunmak veya bu hastaliklar1 tedavi etmek tizere gelistirilecek etkin
tedavi segeneklerini detaylandirmaktadir. Norodejeneratif hastaliklarin mekanizmasini
aydinlatmak tizere yapilan ¢aligmalar ¢esitli enzim inhibitor ya da aktivatorlerinin bu
hastaliklardan korunmak veya tedavi etmek tizere gelistirilecek etkin tedavi secenekleri
arasinda yer aldigmmi gostermektedirler. Bahsi gecen enzimler c¢ok c¢esitli sinyal
yolaklarin1 aktive ya da inhibe ederek norodejeneratif hasar1 yavaslatilabilmekte

ve/veya da azaltilabilmektedir.

Norodejeneratif hastaliklardan biri olan AH, beyinde AP peptidlerin birikimi ve
norofibriler yumaklarin olusumu ile karakterize, néron kaybi ve beyinde inflamasyonun
eslik ettigi, biligsel fonksiyonlarin azaldig1 ve demansin gozlendigi nérodejeneratif bir
hastaliktir[5], [6]. Insan &mriiniin giderek uzamasiyla demans gibi daha ¢ok yaslhlari
etkileyen hastaliklarin goriilme sikliginda 6nemli bir artis olmustur. AH’nin en sik
gorlilen demans tiirii olmasi nedeniyle yakin gelecekte AH ile daha da sik karsilasilmasi
olasidir. Bu nedenle AP birikimini veya toksisitesini azaltacak yaklasimlar, AH

gelisimini Onleyebilir ya da yavaslatabilir.
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AH patofizyolojisinde AP birikimi ve tau fosforilasyonu sonucu nérofibriler yumak
olusumunun noérodejeneratif hasari baslatan olaylar oldugu disiiniilmektedir [212]. Bu
noropatolojik olusumlarin en fazla-hafiza ve bilingle ilgili beyin bélgesi- hipokampusta
goriilmesi de AH’nin en belirleyici semptomlarindan olan hafiza kaybi, gorsel-uzaysal

yeteneklerde azalma ile yakindan iliskilidir [8].

Son yillarda yapilan ¢aligmalar AH patolojisi ile otofaji yolaklar1 arasinda siki bir iligki
oldugunu gostermektedir. Otofaji, AH’nin patolojisini olusturan AB gibi protein
agregatlarinin lizozomal yikimla parcalanmasinda ve hiicreden uzaklastirilmasinda
yagsamsal oneme sahiptir. Postmitotik sinir hiicreleri ve AP peptid gibi yanlis katlanan
norodejeneratif proteinlerin ve hasarli organellerin enzimatik yolla parcalanarak
hiicreden uzaklastirilmalari i¢in otofajiye ihtiyaglart vardir. Af’nin beyin dokularindaki
asirt birikimi oksidatif strese neden olarak ¢ogu hiicre i¢i organellere zarar verebilir.
Hasarl1 organellerin ve makromolekiillerin kontrollii uzaklastirilmasi otofajinin sinir
koruyucu rolleri arasindadir. Bu nedenle AH tedavisinde, bir yandan oksidatif hasari
Onleyen, diger yandan da otofajik yolaklar1 harekete geciren yeni tedavi yaklagimlarinin

hizla 6nem kazandigi bir donemece girilmistir [95], [213].

Bu sinyal yolaklarindan birisi de Sirtuin (SIRT, gen transkripsiyonunun sessiz bilgi
diizenleyicileri) ailesidir. Sinir hasarina kars1 hedefe yonelik stratejilerin yeni tedavi
anlayisini olusturdugu giliniimiizde SIRT1 bu amaci gergeklestirecek yeni, giivenli ve

etkili tedavi stratejilerinin belirlenmesine aday bir molekiil olma yolunda ilerlemektedir.

Simdiye kadar sirtuinlerin memeli hiicrelerinde ortak katalitik bolgeye ve NAD+-
baglama bolgesine sahip yedi izoformu (SIRT1-7) tanimlanmistir. SIRT1 sitoplazmada
ve cekirdekte; 6 ve 7 g¢ekirdekte; 3, 4 ve 5 mitokondride yerlesiktir. SIRT2 fizyolojik
sartlarda sitoplazmada bulunurken bazi durumlarda ¢ekirdege de transloke

olabilmektedir.

SIRT1’in stres cevabina, apoptoza, mitokondri fonksiyonlarina, hiicre yenilenmesine ve
sinir hasarma karst koruyucu etkinligi bilinmektedir ve ¢esitli metabolik ve sinyal
proteinlerinin deasetilasyonunda rolii bulunmaktadir. Sinir hiicreleri, primer néronlar ve
norolojik fare hastalik modellerinde yapilan arastirmalar bu ailenin tiyesi olan SIRT1'in

hasara kars1 néron koruyucu etkisini isaret etmektedirler[157].

AH’de SIRT1 ekspresyonunun azaldigi, APP'nin arttig1 tespit edilmistir. AH’de diisen
SIRTI'in ekspresyonunun artan NFxB aktivitesine bagli oldugu ve bunun da Af



57

toksisitesi ve inflamatuvar yolaklara aracilik ettigi gosterilmistir. SIRT1 aksonlar
hasardan korumakla kalmayip hipokampiiste hafiza ve sinaptik plastisiteden de
sorumludur. SIRT1 eksikligi’kaybi AP ve mikrotiibiil bagimli protein taunun
Alzheimer’li hastalarin beyin korteksinde birikimine yol agmaktadir[214]. AB'nin toksik
fragmani Afys3s 'e maruz kalan SH-SYSY insan ndroblastoma hiicrelerinde sinir
koruyucu SIRT1 ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir[160]. AH'da AP2s.35 biriken
bolgenin g¢evresinde yer alan astrositlerde de SIRT1 protein ekspresyonunda azalma
g6zlenmistir[161]. Parkinson hastaligi (PH), ¢oklu sistem atrofisi ve Lewy cisimcikli
demans gibi norodejeneratif hastaliklarda rol oynayan a-sinniiklein agregatlarinin

biriktigi fare beyinlerinde SIRT1 ekspresyonu diismektedir[164].

SIRT1, okaryotik hiicrelerde hiicrenin enerji dengesi igin adeta bir enerji sensorii gibi
gorev yapan AMPK ile yakin iligkidedir ve sinerjistik olarak beraber caligsmaktadir.
Norodejeneratif hastaliklarda hasarli mitokondrinin SIRT1/AMPK aksinin inhibisyonu
goze carpmaktadir. AMPK bazi ¢aligmalarda SIRT1’in alt yolag: olarak bazen ise iist
yolag1 olarak tanimlanmaktadir. Her iki durumda da SIRT/AMPK etkilesimi 6zellikle
norodejeneratif hastaliklar gibi yasa bagli hastaliklarda 6nemlidir. Ozellikle
SIRT/AMPK etkilesimi AH’de AP birikimi ve biligsel fonksiyonlarda one
cikmaktadir[215]. Ampelopsin olarak da bilinen dogal flavonoid yapili dihidromirisetin
isimli bilesigin SIRT/AMPK yolagin1 ederek aktive ettigi, bu etkisini inflamatuar
yanitlart  ve hipokampal ndronal apoptozu inhibe ederek gerceklestirdigi;
hipokampiislerine AP enjekte edilen sigan AH modelinde 06grenme ve bellek

fonksiyonlarimni iyilestirdigi gosterilmistir[215].

SIRTL'in farmakolojik aktivasyonunun ve ekspresyonunun noérodejeneratif hastalik
patogenezini azalttigi gozlenmistir. Bununla ilgili en etkin c¢aligmalar bir bitkisel
polifenol olan resveratrol ile yapilmistir. Resveratrol ayni zamanda nonspesifik
fosfodiesteraz enzim (PDE) inhibitoriidir ve cAMP/AMPK/SIRT1 sinyal yolagim
indiiklemis ve beynin ATP enerji tiiketimini yeniden diizenleyerek siganda iskemik
inmeye kars1 sinir koruyucu etkinlik gostermistir[177]. AH'da SIRT1 aktivasyonu
otofaji aracili mekanizma ile tau agregasyonunu inhibe edebilmektedir[178]. SIRT1'in
farmakolojik aktivasyonu asetillenmis p53 ve diger proapoptotik faktorlerin down-
regulasyonuna neden olarak ndron 6limiinii 6nlemektedir[179]. SIRT/AMPK yolaginin

aktivasyonu otofaji aracili mekanizmalarla hiicre Omriiniin uzamasini saglar[180].
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Resveratrol'iin SIRTI/AMPK aktivasyonu yaparak ndrit uzamasi ve noral plastisiteye
neden oldugu gosterilmistir[181], [182]. PC12 hiicrelerinde APys.3s ile olusturulan
norotoksisitenin resveratrol ile indiiklenen otofaji yoluyla azaldigi ve bu azalmada
SIRT1 artistnin kismen katkisi oldugu gosterilmistir[183]. Resveratroliin icv APi.42
enjekte edilen sican AH modelinde, hipokampiis ve prefrontal kortekste azalan AMPK/
PGC-1a (Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha;
Peroksizom proliferator-aktif reseptér gama koaktivatorii 1-alfa) ve artan inflamatuvar
NF-xB/ IL-1B seviyelerini geri c¢evirerek hafiza fonksiyonlarmi diizelttigi
gozlenmistir[216]. Zerdegalin etken maddesi antioksidan, antiseptik, analjezik,
antimikrobiyal, antiinflamatuvar ve antikarsinojen 6zelliklere sahip kurkuminin PDE4D
enzim inhibitorii etki gostererek hafiza fonksiyonlarini arttirdigi ve bu etkisini SIRT1

tizerinden yaptig1 diisiiniilmektedir[186].

Resveratrol gibi nonspesifik, kurkumin ve silostazol gibi spesifik tic PDE inhibitoriiniin
SIRT1, AH hastalik modelleri ve otofaji lizerindeki etkileri bizi bu enzim ve
inhibitorleri {izerinde yapilan diger SSS c¢alismalarim1 detayli incelemeye itmistir.
Oncelikle sitotoksisite calismalar1 gerceklestirilerek PDEI’lerin hiicre canlilifma olan
etkileri ve uygun konsantrasyonlar1 bulunmustur. PDEID’ler literatiirdeki terapdtik
konsantrasyonlari1 ~ igeren  logaritmik  ve  numerik  araliklardaki  tiim
konsantrasyonlarinda hiicre canlihigini arttirmistir. Bu  sonu¢ PDEI’lerin  hiicre

proliferasyonunu arttirici etkilerinden kaynaklanabilir.

PDET1'in hipokampal ve kortikal néronlarda anlamli oranda ekspresyonu hafiza olusumu
ve depolanmasinda 6nemli bolgelerin hiicrelerarasi cGMP ve cAMP seviyelerini kontrol
ettiginin bir gostergesidir. cGMP/PKG/CREB ve cAMP/PKA/CREB yolaklart PDE
inhibitdrlerinin biligsel faaliyetleri arttirici etki gdsterdigi yolaklardir. VIN‘in CREB
fosforilasyonu yaparak siganlarda hafiza fonksiyonlarini arttirdig: gosterilmistir. VIN
vinkamin alkaloidinin sentetik tiirevidir ve serebrovaskiiler orjinli SSS hastaliklarinin
tedavi ve Onlenmesinde yaygin olarak kullanilir. Serebral kan akimini da arttirdigi
gosterilmistir. PDE1 inhibisyonu cGMP seviyesini arttirarak serebral arter dilatasyonu
yapar. VIN’in veratridinin indiikledigi Na+ kanal aktivitesini ve glutamat
saliverilmesini inhibe ettigi gosterilmistir. VIN LTP'yi arttirir ve dendritlerin yapisal
dinamiklerini arttirarak hafizada rol oynar, skopolaminin yaptigi hafiza kaybini geri

dondiiriir ve insanda biligsel fonksiyonlarda artiga neden olur. Streptozotosinin deneysel
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olarak sicanlara icv enjeksiyonu, sporadik AH'da gozlenen noropatolojik ve
biyokimyasal degisikliklere neden olarak AH'!n erken patofizyolojik degisikliklerini
taklit eden gegerli bir modeldir. VIN’in bu modelde bilissel fonksiyonlar ve oksidatif
stres iizerine olan etkileri incelenmis ve streptozosinin olusturdugu davranis
degisikligini, kolinerjik fonksiyon bozuklugunu ve oksidatif-nitritif stresi (MDA, LDH,
nitrit artisi, GSH azalmasi) geri g¢evirdigi gozlenmistir[196]. Beyinde bilateral arter
okliizyonu ile gerceklestirilen kronik hipoperfiizyon modelinde melatoninin MT1 ve
MT2 resetdr agonisti agomelatin ve PDE1 selektif inhibitdrii VIN’in vaskiiler demanst,
biligsel fonksiyonlari, kolinerjik fonksiyon kaybini ve oksidatif stresi (katalaz, glutatyon
ve superoksid dismutaz enzimindeki azalmayi, malondialdehit artigini) geri ¢evirdigi,

infarkt bolgesinde anlamli azalma yaptig1 gozlenmistir[197].

Biz calismamizda 100 uM konsantrasyonda tek basina uygulanan VIN’in SIRT1 gen
ekspresyonu (Sekil 4-2) ve protein ekspresyonunu (Sekil 4-5) degistirmedigini
gozlemledik. APgs3s 'in SIRT1 {lizerinde yaptigi azalma hem gen hem de protein
ekspresyonu ile gosterilmistir (Sekil 4-2 ve 4-5). VIN (100 uM) HT22 hiicrelerinde 5
UM AB2s.35’in yaptiglt SIRT1 ekspresyonundaki bu azalmay: geri g¢evirmistir (Sekil 4-2
ve 4-5). Calismamizda APjs3s, p-AMPK protein ekspresyonunu azaltirken p-mTOR
ekspresyonunu  arttrmustir. . VIN (100 uM)  APsss’in - yaptigt  p-AMPK
ekspresyonundaki azalmayr ve p-mTOR ekspresyonundaki artis1 geri dondiirmiistiir

(Sekil 4-6 ve 4-7).

Calismalarda spesifik PDE3 inhibitorii silostazolun noronal hiicrelerde SIRTI
ekspresyonunu arttirdigi ve endojen AP iiretimini baskiladigi[217] gosterilmistir. Ek
olarak ayni noron hiicrelerine disaridan APys.35 uygulamasi ile ya da transgenik olarak
endojen AP sentezleyen hatlarinda azalan SIRT1’nin ve yani sira ATGS, BECNI ve
LC3-II gibi otofaji proteinlerinin ekspresyonlarinin silostazol tedavisi ile arttig1
gosterilmistir[185]. PDE3 inhibitérii LEV’in asfiksi ile kardiyak arrest olusturulmus
sicanlarda, serebral ya da sistemik inflamasyon parametrelerine bagli olmayan yollarla
noronlart hasardan korudugu gosterilmistir[205]. Biz ¢alismamizda tek basina 30uM
konsantrasyonda LEV’in SIRT1 gen ekspresyonunu (Sekil 4-2)  ve protein
ekspresyonunu (Sekil 4-5) degistirmedigini gozlemledik. LEV (30uM) HT22
hiicrelerinde 5 uM APzs.35’in yaptigi SIRT1 ekspresyonundaki azalmay1 geri ¢evirmistir
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(Sekil 4-2 ve 4-5). LEV (30uM) As.35’in yaptigt p-AMPK ekspresyonundaki azalmay1
ve p-mTOR ekspresyonundaki artis1 da geri dondiirmiistiir (Sekil 4-6 ve 4-7).

Ibudilast bronsial astimin tedavisinde bronkodilatér etkinligi nedeniyle kullanilan bir
non selektif PDE 3, 4, 10 ve 11 inhibitoridiir. Siklik niikleotidleri metabolize ederek
hiicre farklilagsmasi, sinaptik plastisite ve inflamatuvar cevaplar lizerinde rol oynar.
Ibudilastin preklinik ve klinik calismalarda daha genis etki alan1 oldugu gdsterilmistir.
Bunlar arasinda proinflamatuvar sitokinleri (IL-6, IL1p, TNFa) baskilamak, toll benzeri
reseptor 4 (TLR-4) blokaji yapmak, makrofaj migrasyon inhibitér faktoriinii (MIF)
inhibe etmek, antiinflamatuvar sitokin (IL-10) upregiilasyonu ve norotrofik faktorleri
(GDNF, NGF, NT-4) arttirmak sayilabilir. Ibudilastin glial aktiviteyi azaltic1 etkisinin
PDEI aktivitesinden bagimsiz oldugu gosterilmisti. KBE gecmesi, iyi tolere
edilebilmesi ve oral yolla uygulanabilmesi gibi avantajlarinin bulunmasi, mevcut tedavi
yaklasimlarinin optimumun altinda etkinlikleri ve zayif tolere edilebilirlikleri nedeniyle
noroinflamatuvar durumlarda iyi bir terapotik ajan olmaya adaydir[207]. SSS'ine hedefli
antiinflamatuvar aktivitesinden dolayr MS’te, néropatik agrida, opiyat toleransini
diisiirerek opiyat etkinliginin ve giivenirliginin arttirllmasinda potansiyel ilag
aday1dir[208]. Biz ¢alismamizda 50 uM konsantrasyonda tek basma uygulanan IB’in
SIRT1 gen ekspresyonunda artis yaptigim1 ancak bunun protein ekspresyonuna
yansimadigint gozlemledik. Western blot sonuglarina gore tek basmma 50 pM
konsantrasyonda uygulanan IB SIRT1 protein ekspresyonunu degistirmemektedir. IB
HT22 hiicrelerinde 5 pM Afgs.ss’in yaptigi SIRT1 ekspresyonundaki azalmayr geri
¢evirmis ve kontrol degerlerinin iistiinde anlamli artigsa neden olmustir (Sekil 4-2 ve 4-
5). IB’in tek basmma p-AMPK protein ekspresyonunda kontrole gore anlamli artis
yaptigmi p-mTOR protein ekspresyonunu degistirmedigini gozlemledik. IB As.35’in
yaptig1 p-AMPK ekspresyonundaki azalmay1 ve p-mTOR ekspresyonundaki artis1 ise
geri ¢cevirmistir (Sekil 4-6 ve 4-7).

Hiicrede enerjiye duyarli ana molekiil AMPK aktivasyonu mTOR kompleksini
baskilayarak otofaji iligkili mekanizmalarla noral enerji statiislinii ylikseltmektedir.
AMPK aktivasyonu mTOR’u inhibe ederek otofajiyi uyarmakta ve noronal
fonksiyonlart1 korumaktadir [167]. Bir baska degisle mTOR, hiicresel enerji
mevcudiyetini algilayan ve hiicresel cogalmay1 diizenleyen bir protein kinazdir. mTOR

ayrica otofajide ana negatif regiilator gorevi goriir. Calismalarda mTOR sinyalinin,
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Alzheimer hastalariin beyinlerinin secilmis bolgelerinde hiperaktif oldugu gostermistir
[218], [219]. Tg2576 farelerinin beyinlerinde, mTOR sinyali ve hipokampustaki gen
ekspresyonu genetik olarak azaltilarak otofaji indiiksiyonu arttirilmis ve [220] AP

birikimi disiiriilerek bellek bozukluklarindan korunmustur [133].

Otofaji up-regiilasyonunun norodejeneratif hastaliklarda faydali etkileri ilk Once
mTORCI1 inhibitorii rapamisin ile gelmistir. Rapamisin, FDA onayli antifungal bir
antibiyotik, antikanser sitostatik bir ajan ve bir immiinosupresandir. Rapamisin, memeli
hiicrelerinde raptor (mTOR diizenleyici iliskili protein) /mTOR iligkisini stabilize eder
ve otofaji baglamasini baskilayan mTORCI aktivitesini inhibe ederek etki gosterir. Bazi
caligmalar AH'de rapamisin ile otofajiyi uyarmanin potansiyel olarak yararli etki
gbsterebilecegini ortaya koymustur. Iki AH fare modelinde rapamisin uygulamasinin
hem A iiretiminin azalmasina hem de diisiik tau birikimine sebep oldugunu ve bdylece
daha iyi bilissel performansa yol agtigin1 gostermistir [218], [219]. Bununla birlikte,
mTOR sinyal yolunda yer alan proteinleri hedef alan ilaglar klinik kullanim
potansiyeline sahip olsa da mTOR yolaginin kendisi hiicre biiylimesi ve gen
transkripsiyonu da dahil olmak {izere bircok kritik hiicresel siirecte yer aldigindan
mTOR'un uzun siireli inhibisyonu hastalar iizerinde toksik yan etkilere neden olabilir.

Bu nedenle, rapamisin uzun siireli kullanim i¢in ideal bir ilag olarak kabul edilmemistir.

FDA ve Avrupa Ilag Ajansi (EMA) tarafindan renal hiicreli karsinom tedavisi igin
onaylanan yeni gelistirilen bir bilesik olan temsirolimusun APP/PS1 farelerinin
beyinlerinde otofajiye bagli AP klirensini artirdigi gosterilmistir. Ayrica sonuglar
temsirolimusun okadaik asit uygulanan SH-SY5Y hiicrelerinde ve P301S transgenik
farelerin beyninde hiperfosforile edilmis taunun otofajik klirensini arttirdigi
gostermistir [221]. Bu arada, davranis testleri temsirolimusun hem APP/PS1 hem de
P301S tg farelerde uzaysal 6grenme ve hafiza yeteneklerini gelistirdigini gostermistir.
[133]. Tiim bu sonuglar mTOR hiperaktivitesinin AP birikimine neden olabilecegini ve
mTOR inhibisyonunun AH tedavisi igin potansiyel bir terapétik strateji olarak

kullanabilecegini belirtmistir.

Pek ¢ok Atg proteini, islevlerini yerine getirebilmek i¢in SIRT1 tarafindan deasetillenir.
Bunlardan biri de beklin-1’dir. SIRT1 otofagozom ve endozomun olgunlagmasi igin
beklin-1’i deasetiller. SIRT1 uyarimimin nodronlarda otofajik akisi tetikledigi
bilindiginden AH’de AP birikiminden kismen beklin-1’in  SIRT1 aracili
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deasetillenmesindeki bozukluk oldugu sonucu da ¢ikarilabilir[222]. Beklin-1,
otofagozom olusumunun baslatilmasini diizenleyen bilesenleri birlestiren bir molekiiler
platform gorevi goriir. Beklin-1'in aktivasyonu, otofajiyi diizenler. Ornegin BECN1a-/-
/transgenik farelerde beklin-1 ekspresyonu belirgin sekilde azalmistir. Becnl (BECN1a-
/-) bulunmayan fareler embriyogenezde[223], [224] oliirken, (BECN1+-/-/) fareler
yasayabilirler; ve bu farelerde iskelet kasi, brons epitel hiicreleri ve B lenfositlerinde
otofagozom olusumunun azaldig1 goriilmistiir[223], [225].Bu durum néronal otofajinin
azalmasina yol agmis ve sonunda norodejenerasyonla sonuglanmasina neden olmustur.
Buna paralel olarak, beklin-1'in azalmas1 6zellikle AH hastaliginin patolojisinde en gok
etkilenen beyin bdlgelerinde gozlenmistir. 6 aylik APP transgenik farelerin frontal
korteksine ve hipokampiisiine 8 hafta boyunca fare beklin-1'1 eksprese eden lentiviriis
uygulamasi, belirgin beklin-1 ekspresyonu ve onemli Ol¢iide azalmis hiicre i¢ci AP
immiinoreaktivitesi ile sonug¢lanmistir [225]. Calismamizda HT22 hiicrelerinde otofaji
belirteci LC3II tek bant olarak gozlenmis, bantlar LC3I’in LC3II’ye doniistimii
hesaplanmadan B-aktine gore normalize edilmislerdir. AP;s.35°in otofaji belirteci LC31I
protein ekspresyonunu ve diger otofaji genlerinden ATGS ve BECNI’in
ekspresyonlarmi azalttign gozlenmistir (Sekil 4-8, 4-3, 4-4). VIN (100 pM) LC3II
protein ekspresyonunu tek basina degistirmezken AP,sss ile azalan LC3Il protein
ekspresyonunu arttirmistir. VIN Apas.3s ile azalan ATG5 ve BECN1 gen ekspresyonunu
degistirmemis (Sekil 4-3 ve 4-4). LEV (30 uM) LC3II protein ekspresyonunu tek basina
degistirmezken Apgs.3sile azalan LC3II protein ekspresyonunu arttirmistir. LEV AB2s.35
ile azalan ATGS gen ekspresyonunda belirgin bir artisa neden olmus, BECN1 gen
ekspresyonunu ise degistirmemistir (Sekil 4-3 ve 4-4). Ibudilast (50 uM) LC3II protein
ekspresyonunu tek basmna degistirmezken APys.gs ile azalan LC3Il protein
ekspresyonunu arttirmugtir. Ibudilast APsss ile azalan ATG5 gen ekspresyonunu
degistirmemis, BECNI1 gen ekspresyonunu ise kontrol degerlerinin iizerine ¢ikarmistir

(Sek 4-3 ve 4-4).



63

SONUC VE ONERILER

Bu bulgular dogrultusunda, bahsi gecen PDEIQ’lerin APys3s uygulanan hiicrelerde
farmakolojik etkisini, SIRT1 ile iliskili ve hiicre koruyucu AMPK aktivasyonu ve
otofajinin diizenlenmesinde etkin mTOR {izerinden gerceklestirdigini sdyleyebiliriz.
AP2s.35 uygulanan hiicrelerde degisen SIRT1, p-AMPK, p-mTOR, beklin-1, ATGS5,
LC3II ekspresyon diizeylerine PDEI’ler hiicre koruyucu ve otofajiyi arttirici yonde
destek vermislerdir. PDEI’lerin SIRT1 ekspresyonunu arttirmalarinim yani sira SIRT1
ile asetillenen beklin-1, LC3II ve ATGS5 ekspresyonlarinda yaptiklari artis1 bu etkinin
kamt1 olarak diisiinebiliriz. Ancak her bir PDEI’nin otofajinin farkli komponentleri

tizerinden etki gosterdigi sdylenebilir.

lleriki ¢aligmalarimizda, ABys g5 uygulamasi ile es zamanl olarak PDEI ile tedavi edilen
hiicrelerde SIRT1 ile otofaji proteinleri arasindaki korelasyonu acikliga kavusturmak
istiyoruz. Bunun i¢in, SIRTI inhibitorleri varlifinda beklin-1, ATG5 ve LC3ll
ekspresyon diizeylerine bakmayi1 amaclamaktayiz. SIRT1 protein ekspresyonundaki
artisin enzimatik aktivite artisina etkili olup olmadigin1 gozlemleyebilmek i¢in SIRT

deasetilasyon aktivitesine de bakmay1 planlamaktayiz.
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