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AMINOGLUTETIMID’IN NORONAL HUCRE HATLARINDA AMILOID BETA
PEPTIT TOKSISITESI UZERINE ETKIiSi

Cumbhur Dogan, Dokuz Eyliil Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Sinirbilimler Anabilim
Dal1, 35340, Inciralti, [zmir

OZET

Progresif ilerleme gosteren Alzheimer Hastaligi(AH), hafiza kaybi ile sonuglanan geri
dontlistimii olmayan nérodejeneratif bir hastaliktir. Norodejenerasyonu baslatan faktorlerden
biri néronal dokularda Amiloid beta (AP) proteininin konsantrasyonundaki artistir. Ap gibi
toksik ajanlarla indiiklenen bazi steroidler hiicre 6liimii lizerinde doza bagli koruyucu etkiye
sahiptirler. Cok gesitli ve farkli fizyolojik etkilere sahip steroid hormonlari, in vivo kosullarda,
kolesterolden yan zincir koparilmasi, hidroksilasyon ve aromatizasyon reaksiyonlari ile
olusabilir. Aminoglutetimid (AMG) uygulama dozuna bagl olarak steroid sentezini yan zincir
koparilmasi veya aromatizasyon basamaginda inhibe edebilir. Bu ¢alisma ile AP toksisitesine
karst AMG uygulamasinin hiicre canliligina etkisinin doz bagimli olarak degerlendirilmesi ve
estron, estrodiol, DHEA, pregnenolone siilfat ve androstenedion diizeyleri iizerine etkisinin

belirlenmesi hedeflenmistir.

Calismamizda feokromasitoma (PC-12) hiicre hatti noroendokrin hiicre modeli olarak
kullanildi. Fonksiyonel fragman AP25-35 peptit vee AMG uygulamasimin hiicre steroid
diizeylerindeki olusturdugu degisiklikler ELISA ve LCMS MS yontemiyle belirlendi. Hiicre

canliliklar1 MTT rediiksiyonu yontemi ve 151k mikroskopisi ile degerlendirildi.

72 saat AB25-35 (20uM) uygulamasi ile hiicre canliligin1 kontrol grubuna gore ortalama ~%55
azalttl. AB25-35 uygulamasi hiicre estron ve androstenedion diizeyini artirirken, estrodiol ve

DHEA diizeyini azaltti. AMG, AP toksisitesi lizerinde doza bagli kismi koruyucu etki gosterdi.

PC-12 hiicre hattinda olusturulan AP toksisitesi olusturulan ¢alismamizda hiicre i¢i steroid
hormon degisiklerinin oldugu ve bu degisikliklerin hiicre canliligimi etkileyebildigi
gosterilmistir. AMG’nin doza bagli koruyucu etkisi hiicre i¢i kolesteroliin steroid sentezine
girisinin bloke edilmesine veya AP’nin tetikledigi eksitotoksik yolaklarin inhibisyonuna bagl
olabilir. AMG’nin AP toksisitesindeki roliinii daha net olarak ortaya koymak icin, hiicre igi

reseptor modiilasyonunu gosterecek mekanistik ¢alismalara ihtiyag vardir.

Anahtar Sozciikler: Aminoglutetimid, amiloid beta, Alzheimer Hastalig1, Steroid, Hiicre

Canliligt



THE EFFECT OF AMINOGLUTHETIMIDE ON AMYLOID BETA TOXICICITY
IN NEURONAL CELL LINES

ABSTRACT

Alzheimer’s disease is an irreversible and progressive neurodegenerative disease,
which results in with memory deficit. The increase in amyloid beta (A) concentration
is one of initiating factors in the neurodegeneration process. Some steroids have
protective effects on cell death induced by toxic agents (such as AP peptide) depending
on their dose. In-vivo vary steroids may occur by reactions such as cholesterol side
cleavage, hydroxylation or aromatization. Aminogluthetimide can inhibit steroid
synthesis on the step of side cleavage or aromatization in dose dependent manner. The
aim of this study is to determine the effect of aminogluthetimide on A toxicity and
also to evaluate the changes of steroid levels including estron, estrodiol, DHEA,

DHEA sulfate, androstenedion and pregnenolon siilfat.

In our study, the rat feochromacytoma cell line (PC-12) was used as an
neuroendocrine model. The effects of AP 25-35 peptide which is the functional
fragment of AP protein, and aminogluthedime on steroid levels were determined by
ELISA and LCMS MS methods. MTT reduction method and light microscopy were

used to assess cell viability.

AP treatment during 72 hours reduced cell viability by 50 % of control cells. AP
induced estron, and androstenedione levels but also decreased estradiol and DHEA
levels. Aminogluthedimide partially protected the cells against to AP toxicity in dose

dependent manner.

In our study, it has been shown that A can change the level of steroids in PC-12 cells
and also the changes of steroid levels can affect the cell viability. The protective effect
of aminogluthetimide may be related to block of cholesterol input for steroid synthesis
or it may be connected the inhibition of exitotoxicity induced by AP peptide. It needs
to be further studies to explain the relationship between aminogluthetimide and

receptor modulation in cell.

Keywords: Aminogluthetimide, Amyloid Beta, Alzheimer’s Disease, Steroid, Cell
Death



1.GIRIS VE AMAC

Alzheimer Hastaligi (AH), sec¢ici noronal hiicre 6liimii ile seyreden, geri dontisiimii
olmayan serebral dejenerasyon ile nitelenen bir hastaliktir. AH, ilerleyici demanslarin en
sikca rastlanan nedenidir ve 65 yas iistii insanlarda Bati iilkelerinde 61liim nedenleri arasinda
4. siradadir. Geng niifusun hizlica yaslanacagi bir {ilke olarak Tiirkiye’de 600 bin civarinda
olan Alzheimer hastasi oldugu tahmin edilmektedir. Yaslh niifus 2012 yilinda 5 milyon 682
bin 3 kisi iken, 2016 yilinda 6 milyon 651 bin 503 kisi olmustur. Oliim nedeni istatistikleri
incelendiginde Alzheimer hastaligindan hayatin1 kaybeden yaglilarin sayisi ise 6 bin 155’ten
11 bin 997°ye ylikselerek Alzheimer hastalifindan 6len yashlarin sayis1 yaklasik 2 kat
artmistir[1]. 30-40 yil sonra bu hastalik en onemli saglik sorunlarindan biri olacagi
diisiiniilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri’nde 4 milyondan fazla Alzheimer hastasi olup
bunlarin saglik ve bakim harcamalar1 yilda yaklasik 277 milyar dolarin iizerinde olmasi
aileler ve toplum i¢in sosyal ve ekonomik problem haline gelmesine neden olmaktadir [2]—
[4]. Bu nedenle AH’da néron kaybini onleyebilecek ajanlarin tanimlanmasi, hastaliktan

koruyucu ve tedavi edici yontemlerin bulunmasina katki saglayacaktir.

Amiloid B (AP) 4 kDa agirliginda bir peptid olup, ekstraselliiler ¢oziinmez plaklarda
birikimi Alzheimer Hastaliginin (AH) degismez bir 6zelligidir [5], [6]. AH patogenezinde
norofibriller yumak, oksidan ajanlar, sinaptik hasar, kolinerjik aktivite ve néron kayb1 yer
almakla birlikte, Ap iiretim ve birikiminin temel mekanizma oldugu ileri siiriilmektedir [7]—

[12].

Noronal sistemde sentezlenen steroid hormonlar sira disi kokenleri ve farkli islevleri
nedeniyle norosteroidler (NS) olarak isimlendirilir. Sinir sisteminde iiretilen steroid
hormonlarin en bilinenleri, pregnenolon (P) progesteron, dehidroepiandrostenedion (DHEA)
ve bunlarm siilfat esterleridir [13]. Sinir dokusunda noérosteroidlerin fizyolojik diizeyleri
1uM ve altindadir [14]. P, DHEA ve progesteron diizeylerinin A toksisitesi, iskemik hasar,
oksidatif stres ve glutamat norotoksisitesi gibi etkenlerle degisiklige ugrayabildigi
gosterilmistir [15], [16]. AP toksisitesinde, fizyolojik kabul edilen 1uM’m altindaki
konsantrasyonlarda disaridan verilen steroidlerin ndronal hiicreleri korudugu, yiiksek

konsantrasyonlarda ise bir toksin gibi davrandiklar1 gosterilmistir [17]-[21].

Aminoglutetimid (AMG) steroid hormon yiiksekligi ile seyreden cushing

sendromunda, meme kanseri tedavisinde kullanilan bir anti-steroid ilagdir [22]. Diisiik dozda



(<10uM) sadece androjenlerin Gstrojene aromatizasyonunu inhibe ederken, yiiksek dozda
(>100uM) kolesterolden P olusumunu da inhibe eder [23]. Diger taraftan 300 uM iistii
dozlarda AMG’in noronal hiicrelerde N-metil-D-aspartat (NMDA\) toksisitesi ve iskeminin
indiikledigi hiicre 6limiinii azalttig1 gosterilmistir [24]. AMG’in AP toksisitesi lizerine etkisi

ise kesin olarak ortaya konmamaistir.

Bu arastirmada noroendokrin karakterli hiicre hattinda olusturulacak AP
toksisitesinde farkli dozlarda AMG uygulamasinin hiicre canliligl iizerine etkilerini
belirlemek ve bununla birlikte steroid sentezi ile AP toksisitesi arasindaki iliskiyi ortaya
koymak amaglanmaktadir. Bu g¢aligma ile Af’nin tetikledigi hiicre 6limiiniin olusum
mekanizmasina agiklik getirmek ve yeni tedavi segeneklerini gelistirmek igin in-vitro

verilerin elde edilmesi mumkiin olabilecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Alzheimer Hastalhig

Alois Alzheimer tarafindan ilk kez 1906’da noropsikiyatrik hastalik sebebiyle 51 yasinda
olen bir kadinin beyin dokusundaki degisikliklerin incelenmesi sonucu tanimlanmistir. AH
ismiyle anilmakta olan hastalik uzun yillar yaygin olarak demansin yaslilik 6ncesi formu olarak
kabul gérmiistiir. AH, bellek ve en azindan bir diger kognitif alandaki progresif bozulmanin,
demansin baska tanimlanabilir sebepleri olmaksizin, sosyal, profesyonel ve evle ilgili islerde
onceki diizeye gore kaybin oldugu klinik durumu tanimlamak i¢in kullanilir [25]. Herhangi bir
tedavi ile fayda saglanamayan AH 65 yas altindaki bireylerin %1 ’inden azin etkilerken 85 yas
tizerindeki bireyler yaklasik %30-401 risk altindadir. Demans tipleri iginde en sik (%50-70)
goriilen AH baslangicinda bellekteki dejenerasyon segici olarak yakin gegmisteki olaylar ve
deneyimleri kapsamaktadir. Bununla beraber ¢ocukluk ile ilgili eski ve duygusal agirligi olan
yeni olaylar goreceli olarak daha iyi hatirlanmaktadir. Hastaligin ilerleyen doénemlerinde
biligsel ve duygusal fonksiyon bozuklugu ve fiziksel islevlerde kayip meydana gelmektedir.
AH’nda sinirsel bozulma, bilissel islevlerde hayati 6nem tasiyan limbik sistem ve birlesme
alanlarinda sinirh kalmakta, genellikle motor ya da duygusal degisiklikler ortaya ¢ikarmasa da,
bazi vakalarda motor sistem harabiyeti ile spastik paraparazi gibi tipik olmayan klinik bulgular
gozlenmektedir [3], [26], [27].

AH’nin kesin tanis1 post-mortem beyin incelemesi ile bugiin bile ancak koyulabilmektedir.
Beynin histopatolojik olarak incelenmesinde AH’na ait alisilagelmis ti¢lii bulgu olan AP igeren
senil plaklar, hiperfosforile mikrotiibiiler tau proteini igeren ndrofibriler yumaklar (NFY)
gozlenmektedir. Bunlara ek olarak beynin 6zellikle hipokampal, temporal ve parietal

bolgelerinde ilerleyici sinir kaybi gozlenmektedir [3], [28], [29].

AH’nin tan1 kriteri 1984 yilinda “National Instute of Neurological and Communicative
Disorders and Stroke and the Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association”
tarafindan ortaya konan kisaca NINCDS-ADRDA kriterleri, giiniimiizde yaygin bi¢imde
kullanilmaktadir (Tablo 1). Klinik tam1 ile postmortem uygulanan patolojik tani
karsilastirildiginda, NINCDS-ADRDA kriterleri muhtemel ve miimkiin AH tanis1 i¢in %90
sensitivite ve %60 spesifisite saglar [30]-[34].

Yasayan bir hastada kesin AH tanis1 koydurabilecek bir test bulunmamasindan dolay: tanida
laboratuvarin yeri ¢ok azdir. AH ile gegmis yillarda yapilan g¢alismalarda Onerilen aday

belirteglerin hicbiri arasinda dogrudan bir iliski saglanamamistir. Beyin omurilik sivisinda



(BOS) AH’da AP1-42 peptit zincirinin azalmasi veya tau protein seviyelerinin artmis olmasi
tan1 i¢in tek basina yeterli degildir [35], [36].

Diger yontemler arasinda manyetik rezonans goriintiileme (MRG) ya da beyin tomografisi
(BT) gibi beyin goriintiileme yontemleri ile pozitron emisyon tomografisi (PET), tek foton
emisyon bilgisayarli tomografi (SPECT) ve yeni gelistirilen fonksiyonel manyetik rezonans
gorlintiileme (fMRG) gibi fonksiyonel goriintileme teknikleri yer almaktadir. Yukarida
belirtilen tetkikler de tek basina AH teshisi koyduramamaktadir [34].

Tablo 1: NINCDS-ADRDA Alzheimer Hastaligi Klinik Tan1 Kriterleri [30]

I. MUHTEMEL Alzheimer Hastali: klinik tan: kriterleri sunlar icerir:

« klinik muayene ile saptanan, Mini-Mental Test, Blessed Demans Olgefi ya da benzer
bir test ile dokiimante edilen ve ndropsikolojik testlerle de dogrulanan demans tablosu;
iki ya da daha fazla biligsel siiregte bozulma;
biling bozuklupu yok;
bn?langle 40-90 yaglan arasinda, bilyiik siklikla da 65 yasindan sonra;
bellek ya da diger biligsel slireglerde ilerleyici bozuklu@a yol agabilecek sistemik ya da]
beyne ait baska bir hastalik yok.

II. MUHTEMEL Alzheimer Hastalif: tanis:1 sunlarla desteklenir:

= dil (afazi), motor yetenekler (apraksi) ve alg: (agnozi) gibi 8zgiil biligsel iglevlerde
ilerleyici bozulma;
= giinliikk yasam aktivitelerinde bozulma ve davranis bigiminde degisme;
» ailede benzer bozukluk 8ykiisil (8zellikle patolojik olarak kanitlanmigsa);
« laboratuvarda:
standart tekniklerle normal lomber ponksiyon,
EEG'nin normal olmas: ya da yavas dalga aktivitesinde artis gibi non-spesifik

LI B

dg_lgi iklikler, . .
B d$e serebral atrofiye iligkin bulgular ve seri incelemelerde bu bulgularin ilerleyisi.

II1.Alzheimer hastahif disindaki nedenler dislandiktan sonra, MUHTEMEL Alzheimer
Hastalifn tams: ile uyumlu olabilecek difer klinik dzellikler sunlardir:

« hastalifin seyrinde platolar;

+ depresyon, uykusuzluk, inkontinans, hezeyan, illlizyon ve hallisinasyonlar, verbal,
en;_c;?xo;wli y? da fiziksel katastrofik patlamalar, cinsel bozukluklar ve kilo kayb: gibi
eslik¢i bu ar;

= baz hastalarda, dzellikle hastaliin ileri ddnemlerinde, kas tonusunda artis,
miyoklonus ya da ylirlime ﬁlﬂgﬂ gibi diger ndrolojik bozukluklar;

* hastalifin ileri evresinde nibetler;

= yag igin normal BT.

IV.MUHTEMEL Alzheimer Hastali tanmisim1 belirsizlegtiren ya da ihtimal digina
cikaran Szellikler sunlardir:
» inme tarzinda ani baglangig;
+ hemiparezi, duysal kayip, gdrme alan1 defektleri ve inkoordinasyon gibi lokal nérolojik
bulgularin f)astallgm erken evrelerin de bulunmasi;
» ndbetler ya da ylirliylis bozukluklarinin, daha baslangigta ya da hastalifin ¢ok erken
evrelerinde bulunmas:;

V. MUMKUONAIlzheimer Hastah%l tam kriterleri sunlardir:

+ demansa neden olabilecek diger ndrolojik, psikiyatrik rza da sistemik bozukluklar
olmaksizin, baslangi¢, prezentasyon ya da klinik seyirde varyasyonlarin bulunmas:
durumunda konulabilir;

* demansa neden olabilecek, ancak demansin nedeni gibi %Orﬂnmeyen ikinci bir sistemik
ya da beyin hastalifinin bulunmasi durumunda konulabilir;

« diger belirlenebilir nedenlerinin diglandif), tek ve yavas ilerleyici bir biligsel
bozuklugun bulunmasi durumunda, aragtirma galigmasi: amagh olarak kullanilabilir.

VI KESIN Alzheimer Hastalifi tanis: kriterleri sunlardir:
= muhtemel Alzheimer Hastalifi klinik kriterleri;

+ biyopsi ya da otopsiyle elde edilen histopatolojik kanitlar.




AH i¢in net bir bigimde tanimlanmis birkag risk etkeniyle birlikte halen tizerinde
calisilmaya devam eden ve hastalik ilerlemesinde rolii tamamen ortaya konulmamis etkenler de
mevcuttur. ileri yas AH’nda en énemli risk etkenidir. 65 yasin iizerinde bulunan topluluklar

biiyiik risk tasimakta ve her 5 yilda hastalik ortaya ¢ikma ihtimali ikiye katlanmaktadir [37].

Aile 6ykiisii bulunmasi da birinci derece risk faktorii olarak tanimlanmistir. AH ailesel
ve sporadik olmak iizere iki formda gelisir. Otozomal dominant olan ailesel AH 30-60 yaslar1
arasinda baglamaktadir. Erken baslangi¢li (ailesel) AH’nda aile dykiisii bulunmas1 hastalik
gelisim riskini 6nemli Olglide artirmaktadir ve bu tip AH’da genetik kalittim kesin olarak
belirlenmistir. 21. kromozomda bulunan APP geni, 14. kromozomda bulunan presenilin 1 (PS1)
geni ve 1. kromozomda bulunan presenilin 2 (PS2) geni iizerinde meydana gelen mutasyonlar
ailesel AH’na neden olur. Her li¢ mutant gen (APP, PS1, PS2) AP iiretimini artirarak senil plak
birikimine neden olmaktadir (Tablo 2). Ailesel AH vakalar1 tim AH vakalariin sadece %5’ini
olustururken, sporadik olarak goriilen ge¢ baslangicli AH ¢ok yaygindir ve vakalarin %90-
95’ini olusturmaktadir. Ancak sporadik AH’nin nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte hem
genetik hem de cevresel risk faktorlerinin karmasik etkilesimi ile birlikte yaslanma siireciyle
ortaya ¢ikabilecegi gorisi ileri stiriilmektedir [38], [39]. Yapilan galismalarda Apo E4 allel

frekansinin gerek sporadik gerekse ailesel tipteki AH nda arttig1 gosterilmistir.

ApoE, plasma ve beyinde kolesterol tasiyan temel apolipoproteinlerden biridir. Bu
proteinin mRNA’s1 karacigerden sonra ikinci olarak en fazla beyinde bulunmaktadir. ApoE
beyinde primer olarak astrositler tarafindan sentezlenmekte ve salgilanmaktadir ayrica

mikroglia ve noronlarda da bulunmaktadir.

Apo E SSS’nde olusan bir hasar sonrasi néronal membranin onarimi ve aksonlarin
miyelinizasyonu i¢in gerekli olan kolesteroliin salinimini, hiicrelere yeniden dagilimini
koordine eden bir protein olup 19. kromozomda kodlanir. Insanlarda ii¢ ayri allelik formu
vardir; €2, €3 ve e4. Bu aleller tarafindan {iretilen protein izoformlart 112 ve 158.
pozisyonlardaki aminoasitlerde farklilik gostermektedir: €2 (Cys112, Cys158), €3 (Cys112,
Argl58), e4 (Argl12, Argl58). Toplumda €3 siklig1 %70 olarak goriiliirken, €4 siklig1 %20°dur.
AH’da bu oran %40’a ¢ikmaktadir. Apo E €4 alleline sahip olmak her zaman AH’na neden
olmaz ancak hastaliga duyarlilig: arttirir, bu nedenle duyarlilik geni olarakta bilinmektedir [30],
[34], [37], [40], [41].



Apo E &4 allelindeki artis; artmis AH riski, AH nin ilk baglama yasinin azalmasi, senil
plak yogunlugunun artist ile dogru orantili bulunmustur. Diger taraftan, €2 alleli AR peptid

temizlenmesinde etkin, koruyucu bir faktor olarak bilinmektedir [42], [43].

Risk faktorii olarak cinsiyet halen tartisilan bir konudur. Bazi epidemiyolojik ¢calismalar
kadin cinsiyetin AH riskini artirdigini belirtmektedir. Kadinlarda hastalik erkeklerden 2 kat
daha fazla goriilmektedir. Bu durumun altinda yatan biyolojik neden tam olarak bilinmemekle
birlikte, kadinlarda yasam beklentisinin daha uzun olmasi, menopozdan sonra ki Ostrojen
diizeylerinde ki diisiisiin buna neden oldugu diisiiniilmektedir. Go6zlemsel calismalarda
postmenopozal donemde Ostrojen replasmaninin AH riskini azalttig ileri stirlilmiistiir. Hayvan
caligmalarinda Ostrojenin norotrofik, ndroprotektif oldugu, serebral kan akimini arttirdigi

gosterilmis olsa da klinik ¢aligsmalar bu durumu tam olarak desteklememektedir.

Kafa travmasi, depresyon oykiisii, diisiikk egitim seviyesi, dogum sirasindaki parental
yas, sigara icme ve birinci-derece akrabada Down Sendromu varli8y, vaskiiler hastalik oykiisii,
yiksek plazma homosistein Oykiisii, hipotiroidizm, organik ¢06ziiciiler, aliminyum,
elektromanyetik alanlar gibi bazi toksik ve zararli durumlara maruziyet AH ile iliskilendirilen

diger olumsuz risk faktorleridir [30], [34].

Yiiksek egitim diizeyine sahip olmak, neokortikal asosiasyon alanlarinda artmis
sinaptik ve/veya dendritik yogunluk ve komplekslik saglamasi nedeni ile hastalik gelisimi
riskini azaltict bir faktor olarak tanimlanmaktadir. Bunun yani sira aile ve yakin cevre ile iyi
iliskilerde bulunma, sosyal aktivitelerdeki zenginlik, diizenli egzersiz gibi vaskiiler hastaliklarin
riskini azaltacak tlim kosullarin saglanmasi, omega 3’ten ve vitamin E gibi antioksidanlardan
zengin besinlerin tiiketimi, diizenli anti enflamatuvar ajan kullanimi1 AH gelisim riskini azaltici

diger etkenlerdir [37].



Tablo 2 AH ile ilgili genler, kromozomal lokuslar ve patoloji tizerine etkileri [34]

Kromozom | Gen Baslangi¢ Patern Varyant/Mutasyon | Etki

Yasi
Ch21q21.3 | APP | 30-60 yas oD 20 (ekzon 16,17) AP Yapmi ve
Agregasyonuf
Ch14q24.13 | PS1 30-50 yas oD ve | 135 (ekzon 4+12) AP Yapmi ve
ailesel Agregasyonu 1
Chlq31.42 | PS2 50-70 yas oD 10 (ekzon 4.,5,7) AP Yapmi ve
Agregasyonu 1
Ch19q13.2 | ApoE | 50-80+ yas | Ailesel/ 3 izoform Ap’nin
Sporodik Plaklarda
Depolanmasimi
1

2.1.1. AH Gelisimine Eslik Eden Patofizyolojik Siirecler
Yapilan yaygmn calismalara ragmen AH’nin nedeni heniiz tam olarak
aydmlatilamamigtir. Su an igin sadece hastaligin gelisimine eslik eden bazi néropatolojik

degisiklikler tanimlanmis durumdadir. Bunlar:
e Amiloid plak (AP)
e Norofibriler yumak (NFY) “Neurofibrillary Tangle” (NFT)
e Gliyozis ve enflamasyon
e Oksidatif hasar
e Noron ve sinaps kaybi
e Kolinerjik inervasyon ve diger norotransmiterlerin kayiplart seklinde siralanabilir.

AH’nin patofizyolojik siirecleri bu bagliklar altinda incelenecektir.



2.1.2. Amiloid Plak (AP) Olusumu
Amiloid plaklarin temel bileseni molekiil biyiikligii 4 kDa olan Af’dir. A, bir
transmembran protein olan amiloid Onciil proteinin “Amyloid Precursor Protein” (APP)
metabolizma tiriinlerinden biridir. Bu {iriiniin birikimi AH nin degismez 6zelligidir. Ancak yine
de AH’nin patogenezindeki AB’nin oynadigi rol ¢ok az anlasilmistir. Hiicre kiiltiirlerinde
AP’ nin noronlara toksik oldugu gosterilmisse de AH lezyonlari ile in vitro aktivite arasindaki
iliski tam olarak aydinlatilamamigtir. AP birikiminin AH’nin gelisiminde primer bir rol mii
oynadig1 yoksa sekonder bir olaym kalintilarint m1 gosterdigi halen tartisilan bir konudur.
Ancak AP agregatlarinin AH’nin bir sonucu olmasindan ¢ok hastaligin sebebi olduguna dair
artan kanitlar mevcuttur. A peptidinin asir1 liretimi ve birikimi sonucu potansiyel toksik
etkisinin hastalig1 baslatic1 ilk faktor oldugu goriisiiniin kabul edilmesi “’Amiloid Kaskad

Hipotezi’’ olarak bilinmektedir [5], [6], [44]

2.1.3. AP peptit onciilii Amiloid Prekiirsor Protein (APP)

Proteazlar ile yikim sonucu AP peptidini olusturan APP; 21. kromozom iizerinde
bulunan, ilk kez 1987°de tanimlanmis olan insan APP? geni tarafindan kodlanir. Alternatif
splicing nedeni ile 563-770 amino asit arasinda degisebilen uzunlukta 10 izoformu bulunur.
APP, amiloid prekiirsor-benzeri protein 1 ve 2 (APLP1 ve APLP2)’yi iceren kiiciik bir gen
ailesinin ii¢ iyesinden biri olarak bilinir. Hepsi uzun bir ekstraselliiler bolge (ektodomain), bir
transmembran bdlge ve kisa bir sitozolik kuyruktan olusan transmembran proteini kodlar ancak

sadece tip 1 integral membran proteini olan APP A pargasi olusumuna katilir (Sekil 1) [44].

A Lumen Cytosol

p
Y v Y Yy y

Transmembrane domain
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Sekil 1: Amiloid prekiirsor proteinin (APP) uzun hiicre dis1 bolgesi, transmembran bolgesi ve kisa hiicre igindeki
sitozolik kuyrugu [45]

APP farkli fizyolojik fonksiyonlara sahip olmakla birlikte islevi tam olarak
aciklanamamig bir glikoproteindir. APP’nin bazi fonksiyonel bolgeleri kesin olarak
tanimlanmistir. Bunlardan biri bakir ve ¢inko gibi metal iyonlara baglanabilen bélgedir. Digeri
ekstraselliiler matriks bilesenlerine (heparin, kollagen ve laminin) baglandigi bélgedir. APP’nin
heparin ve kollagen’e baglanmasinin ekstraselliiler matriks ile etkilesim i¢in aracilik ettigi
bildirilmistir. APP’nin hiicre adezyonu, hiicre/hiicre veya hiicre/matriks etkilesimini

diizenlemekte islev gordiigii varsayilmaktadir.

Islevi tanimlanan bir diger bolge ise sadece APP751 ve APP770 izoformlarinin amino
terminal domainlerinde bulunan proteaz inhibisyon 6zelligi tasiyan fonksiyonel bolgedir. Serin
proteaz inhibitorii (Kunitz proteaz inhibitér) (KPI) kodlayan bir bolge tasiyan APP’nin bu
izoformlar1 trombositler tarafindan sentezlenir ve koagiilasyon faktorlerinden faktoér IX ve
faktor XIa’1 inhibe eder. Noronlar ise KPI bolgesi icermeyen APP 695 izoformunu eksprese

ederler.

Bakir baglama bdlgesi ise tiim APP izoformlarinda bulunmaktadir. Bu da bakir
baglama bdlgesinin proteinin yapist ve/veya islevi icin esansiyel oldugunu gostermektedir. APP
Cu +2 ’1 Cut+1’e indirgeyebilmekte ve bir antioksidan gibi davranarak noroprotektif etki
gosterebilmektedir. APP’nin sitozolik boliimiiniin sinyal ileti yolaklarinda rolii oldugu, icerdigi
motiflerin sitozolik adaptor proteinlere baglandigi ve transkripsiyon faktorleri ile etkilesime
girdigi, kaspazlari (6zellikle kaspaz 6 ve 8) tanidig1 ve kestigi bir bolge icerdigi farkli ¢alismalar
ile bildirilmistir [5], [45]-[47].

APP’nin ekstraselliiler kisminin ortalarina denk gelen bolgede bulunan (403-407
pozisyonunda) aktif pentapeptid ile yapilan calismalarda bu kismin etkisinin sadece fibroblast
biiylimesi tizerine siirli kalmadigi, hayvanlarda beyine infiizyon sonucu sinaptik yogunlugu

arttirdig1 ve hafizay: gli¢lendirdigi gosterilmistir.

APP gen boélgesinin 21. kromozom iizerinde oldugunun kesfedilmesi ile 21.

kromozomun fazladan bir kopyasini tastyan Down sendromlu bireylerde AH nin ¢ok erken
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yaslarda gelismesinin nedeni aciklik kazanmistir. Bu direkt gen dozaj etkisidir ve APP’nin

artmis ekspresyonu ve dolayisi ile artan A diizeyleri hastalik olusumunu hizlandirir [45], [47].

2.1.4. APP Metabolizmas1 Ve Noronal Toksisite ile iliskisi

APP, “amiloidojenik” ve “amiloidojenik olmayan” olarak isimlendirilen iki alternatif
yoldan biri ile proteazlar (o, B ve y sekretazlar) tarafindan proteolitik yikimla metabolize
edilebilmektedir. AH histopatolojisindeki senil plaklarin yapi tasi, amiloidojenik yolak
hipotezinin kalbi AB; APP’nin 3 ve y sekretazlar ile ardigik yikimi sonucu meydana gelmektedir

(Sekil 2).

Amiloidojenik olmayan yolda, a-sekretaz APP’i tam A dizisinin ortalarina denk gelen
hiicre dis1 bolgede (Lys16 ve Lys17 arasi) kesmekte ve tam bir AP pargasinin olusumunu
engellemektedir. a-sekretaz etkisiyle APP’den ayrilan biiyiikk ¢ozilinebilir N terminal kisim
APPs-B olarak isimlendirilir. Hiicreler aras1 bosluga salinan. APPs-f'nin hafiza ve 6grenmeyi

diizenleyici, noronlari koruyucu etkisi, oldugu ¢alismalar ile desteklenmektedir.

Membrana bagli kalan 83 aminoasitlik B-C-terminal kisim (B-CTF, C-Terminal
Fragment) ise B-sekretazin etkisi ile yikilarak 3 kDa’luk p3 fragmani ad1 verilen bir parganin
hiicre disina saliverilmesine neden olur. Bu ektodomain ¢oziinebilir yapidadir ve amiloidojenik
degildir. Kalan membrana bagh p7 fragmami APP intraselliler domaini (AICD) adim

almaktadir.

B ve y sekretazlar etkilerini, sirastyla AP bolgesinin hemen disindaki N- ve C- uglarinda
gostererek tam A olusumuna neden olarak amiloidojenik yolagi baslatmaktadirlar. 3-sekretaz
aktivitesi ile APP’nin ektodomaini (APPs-B) hiicre ylizeyinden hiicrelerarasi bosluga
saliverilmekte ve AP dizisini igeren 99 aminoasitlik B -C-terminal kisim (3 -CTF) ise membrana
tutunmus sekilde kalmaktadir. Bu parga da y-sekretaz tarafindan kesilerek AP peptidi
olusmaktadir [45], [47]-[49].
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y-sekretaz’in etkinlik gosterdigi kesim bolgesine gore, olusan AP pargasi, kisa (39-40
aminoasit) veya uzun (42-43 aminoasit) olabilir. Uzun AP, ¢o6ziinlrligii olmayan lifler
olusturmaya daha yatkindir ve norotoksisite olasiligr daha yiiksektir. AB1-40 40 aminoasit
kalintisindan olusan ve en sik (>%60-70) karsilasilan fragmandir, suda ve s1vi ortamda nispeten
¢oziinebilir yapidadir. Ikinci en sik (~%15) karsilasilan form AB1-42 42 aminoasit kalintisindan
olusur. Bunlarin yani sira AB1-28, AB1-33, AB1-34, AB1-37, Ap1-38, AB1-39 gibi daha az
oranda bulunan formlar1 da vardir [47], [50], [51].

APPsp APPsa

Intracelluiar & =
extracellular Ap:
monomers,
oligomers & fibrils
I v\ P3

f-cleavage
a-cleavage /
3 maE—
y-cleavage L xa y-cleavage membrane
e R A

AICD co9 cs3 AICD

Amyloidogenic pathway Non- amyloidogenic pathway

Sekil 2: Amiloid prekiirsor proteinin (APP) sekretazlar ile kesimi

AP’larm molekiiler kompozisyonu 1980’1 yillarin ortalarinda Glenner ve arkadaglar
tarafindan plagin en biiylikk komponenti olan amiloid proteinin saflagtirilmasi ve protein
diziliminin belirlenmesi sonucunda tanimlanmistir. Sekil 3’de 42 aminoasit uzunlugundaki A3
peptidin aminoasit dizilimi goriilmektedir Amfipatik 6zellige sahip AP peptidin C-terminaldeki
12-14 aminoasitlik kism1 olduk¢a hidrofobik olup N-terminal kisim hidrofiliktir [5].

AP baskin olarak AP peptid icermekle birlikte ApoE, TAU protein gibi diger bazi
proteinleri de igerebilmektedir [52]. ApoE’nin amiloid birikimi {izerine etkilerini arastiran bazi
caligmalarda ApoE4’tin AB1-42 birikiminden ¢ok AB1-40 birikimine yol agtig1 saptanmustir.
ApoE4’tin AB1-40 “in fibrilizasyon esigini diistirerek etki gosterdigi diistiinilmektedir [43],
[53].

AP birikimi baglangigta selim olup NFY’lerin aksine limbik sistemde degil,
neokortekste ve gevsek (diffuse) plaklar seklindedir, zaman iginde patojenik senil (noritik)
plaklara doniisiir. Bu doniisiimde pek cok etken yer almaktadir. Bunlardan en 6nemlisi tau

proteinidir. Tau proteini varliginda A birikintilerinin kademeli olarak patojenik noritik
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plaklara dontstiikleri gosterilmistir [54]. Bu doniistimii baslatan bir diger olas1 neden serbest
radikal ve reaktif oksijen tiirleridir. Bu olasi oksidatif stres aciklamasi, vitamin E, selegilin,
melatonin ve ginkgo biloba gibi antioksidanlarin AH’na yararli etkileri olabilecegini dne siiren

hipotezlere bir dayanak olusturmaktadir.

AP beyinde hiicre i¢i veya hiicre dis1 yerlesimli olarak ¢dziiniir, ¢6ziinmez formlarda,
monomerden yliksek molekiil agirlikli oligomerlere, fibrillere ve hatta plaga kadar degisen

sekillerde bulunabilir (Tablo 3 ve sekil 3).
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Tablo 3: AP fibrilizasyon yolagindaki ara iriinler [5]

AP TURLERI OZELLIKLERI

Monomerler Coziiriir, amfipatik molekiil, o-helikal, random coil veya [-tabaka
vapisi gostenir

Dimerler In vitro, in vivo ve insan beyin ekstraktlannda gézlenen hidrofobik
cekardeZe sahip hilcreict verlesiml vapilardir

Trimerler In vivo fare modellerinde gbzlenmis olup toksik olizomerlerin alt
binmleridirler

Kiigiik (globiiler) | 3-30 monomerden olusan # vivo AH hastalannda, fare modelleninde

oligomerler ve i vitto gdzlenen ¢ofunlukla stabil olmayvan, gegici, fakat toksik
vapilardir

Aniiler (halkasal) | Hilcre kil ve in vitto deneylerde patojenik, membran vapisiu

oligomerler bozan, dilzensiz iyon kanallan veva kiigiik delilder (por) olarak
potansivel role salup vapilar olarak tarumlamitlar

ADDLs In vitro oldufu gbi sican ve insan bevin ekstmktlannda da

VAR-Derived Diffusible

gozlenebilen fibriler olmavan, ndrotoksik 1742 kDa'luk trimerden
24mere kadar degisenbiyidkliikte vapilardir

Ligands™
Eﬂtuﬁhrﬂler Fisa, esnek, qubuk benzen vapr gbsteren in vitro saptanan toksik,

olgmn fibrillenn prekiusdni olan Congo red ve thioflavin T ile
baglanabdenyaplard. Bovuflan enfazla 82200 nm’ dir.

Fibriller In vivo AH hastalarda ve fare modellerinde ve in vitro gdzlensn Congo
red ve thioflavin T ile baSlanabilen stabil yapisal olamk orzanize,
tekrarlavan AP binmlennden olusan gbzinmez, filamantdz AP
agregatlan pempendicular to fiber axis. Pek ¢ok protofibrilin birbini
etrafinda sanlip bilkilmesiile olusanyapdardr

Plaklar In vivo AH hastalannda ve fare modellerinde gézlensn genis hijcre disa

Af birikimlen olup predominantly fibrillerden olusan toksik olmayan
vapilardir Distrofik dendntler, aksonlar, akine mikroglalar ve reaktif
astrositlerile cevrilidirler.
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Coziiniir formdaki AP monomerleri agirlikli olarak random coil ve a-helikal katlanmis
peptid olarak bulunurken, ¢oziinmez AP ise [} tabaka yapisi gosterir ve kat1 (compact) plak

olusumuna katilir.

AP ve norotoksisite lizerine yapilan ¢aligmalarda baslangicta dikkatler AP fibrillerine
odaklanmis olsa da son 10 yildir yapilan ¢aligmalar ile diizensiz (lower-order) Ap demetlerinin
norotoksik oldugu gdsterilmistir. AH olan hastalarin beyinlerinde ¢6ziiniir AP oligomer miktari
ile hastaligin semptomlar1 arasinda ¢oziinmez plaklar ile kiyaslandiginda ¢ok daha iyi bir
korelasyon bulundugu gosterilmistir. Ayn1 zamanda AH olan insanlarin beyin dokularinda
¢coziiniir AP oligomer konsantrasyonlari yiiksek bulunmus ve bu ¢oziiniir oligomerlerin

olusumunun AH semptomlarinin ortaya ¢ikisindan daha 6nce meydana geldigi vurgulanmistir.

Plaklarmn hiicre dis1 yerlesimi, toksisitenin AP’ nin ndronlara hiicre disindan saldirisi
sonucu ortaya ¢iktig1 varsayimini ortaya koymustur. Ancak hiicre kiiltiirlerinde ve rat beyin
dokularinda AP’nin hiicre i¢i varliginin gosterilmesi ve hiicre ici fibriler olmayan AP
oligomerlerinin insan néronlarinda sitotoksisiteye neden oldugunun gosterilmesi ile hiicre dis1

AB tiirlerine ait varsayimin oniine gegilmistir.

Kiiciik AP oligomerlerinin ¢oziinmez AP fibrillerinden daha yiiksek sitotoksisite
gostermesi nedeniyle kiiciik AP oligomerleri ilgi odagi haline gelmis ve bunlarla ilgili farklh
calismalar yapilmistir. In vitro AB1-42 oligomerizasyonunu baslatan olay *’paranuclei‘’ olarak
isimlendirilen ¢ogu yapisal olmayan pentamerlerin/hekzamerlerin  ¢ekirdek yapisi

olusturmasidir.

Coziiniir AP monomerlerinin B tabaka yapisina doniisiimii ile baslayan agregasyon
yolaginda ¢ekirdek yapist olusumuna kadar gegen siire¢ duraklama zamani “’lag time*’ olarak
bilinir ve bundan sonra protofibril, fibril ve plak olusumuna kadar gegen siire¢ hizli biiyiime

“’seeded growth*’ donemidir [5].
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A
D,-A-E-F-R-H-D-S-G-Y,;-E-V-H-H-Q-K-L-V-F-F -
A-E-D-V-G-S-N-K-G-A,-I--G-L-M-V-G-G-V-V,,-I-A,,

B Lag time Seeded growth

Soluble AB
monomer

N / y Abnormal
‘ K, / aggregate
—

Small oligomers

Protofibrils
\ Fibrils
Annular oligomers ' //

Protofibril bundles
Sekil 3: Insan AB1-42 peptidinin amino asit dizilimi. AB’min hidrofobik transmembran kismi kirmzi renk ile
gosterilmistir. D = Aspartat; A = alanin; E = glutamat; F = fenilalanin; R = arjinin; H = histidin; S = serin; G =
glisin; Y = tirozin; V = valin; Q = glutamin; K = lizin; L = 16sin; N = asparajin; | = izolosin; M = metionin. B. A
fibrilizasyonunun sematik goriintiisii [5]

Normal hellcN
conformation *

Abnormal B-sheet
conformation

Noritik olmayan kat1 plaklar demanssiz beyinlerde de goriilebilir ancak bunlar da lokal
norotoksisite ile hiicre 6liimii ve noritik dejenerasyona neden olmaktadirlar. Bu asamadan sonra
dejenere noritler igeren kat1 plaklar noritik plaklar adini alir. Sonug olarak noritik (senil) plaklar
norofiller i¢inde bulunan A peptidten olusmus amiloid ¢ekirdek ve anormal noritler ile glial
hiicrelerden olusan karmasik yapilardir (Sekil 4). Bu plaklar elektron mikroskopuyla

goriilebilirler ve distrofik néritlerin varlig1 noritik plaklarin karakteristik 6zelligini olusturur
[30].

APP [i-zekretaz > AEI chziilemez_ binkir > G’ERFJSEKPL}\K
v-sekretaz [ krvroml AR

L J

EATIPLAK
Serbest radikal eclusumu
Glioziz, mflamasyon

L J

NORITIK PLAK

Sekil 4: APP proteolizinden noritik plak olusumuna kadar gegen siireg [30]
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2.2. Norosteroidlerin Biyosentezi

Sicanlarda adrenalektomi ve gonadektomi yapildiktan ve maymunlarda da adrenal
baskilanma saglandiktan sonra sinir sisteminde steroid hormon varliginin devam etmesi sinir
sisteminde steroid sentezini destekleyen pek ¢ok kanittan birkagidir [55]-[57]. Steroid sentezi
kolesteroliin pregnenolona doniisiim basamagi ile mitokondride baslar. Bu basamak sitokrom
P450 kolesterol side-chain cleavage (P450scc) enzimi tarafindan katalizlenir ve tiim steroid

hormonlarda oldugu gibi ndrosteroidlerin sentezinde de hiz kisitlayic1 basamaktir.

Kolesterolden P’na doniistimii saglayan P450scc enzimi beyinde beyaz cevherde ve
ozellikle oligodendrositlerde bulunur [58]-[61]. Mitokondri dis zarindaki periferal
benzodiazepin reseptorii (PBR) mikrozomal kompartmanda bulunan kolesteroliin i¢ zara baglh
P450scc enzim kompleksi ile etkilesime girmesine yardim eder ve mitokondrial kompartmanda
kolesterol P’e steroid biyosentez yolaginin ilk hiz kisitlayic1 basamagi olan CYP11A (P450scc)
tarafindan doniistiiriiliir (Sekil 5). Sentezlenen P mikrozomal kompartmana gegctikten sonra
endoplazmik retikulumun 3B-hidroksisteroid dehidrogenazi (3f-HSEM) ile progesterona
okside olur, CYP17 (P450c17) enzimi ile de P’den DHEA olusur [62]. P ve DHEA’nun PS ve
DHEAS’a doniisiimii sitozolik enzimler ailesinden hidroksisteroid stilfotransferaz (HST;EC
2.8.2.2) enzimi tarafindan katalizlenir. Bu enzim 3’-fosfoadenozin 5’ fosfosiilfat (PAPS)’in
stilfonat kismimi steroidlerin 3-hidroksi boliimiine transfer eder [13], [63]. Pregnenolonun
sentezinden sonraki bu basamaklarin oligodendroglial hiicrelerin disinda astrosit ve ndronlarda

gerceklestigi ileri siiriilmektedir.
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Acetate

Mevalonactone

Cholesterol

PBR

Cholesterol

P450scc

Hydroperoxide
P—sulfatti—h___“_. 4 /-f"' intermediates
3Ip-HSD PasOc17
PROG D
Sce-reduced D-sulfate
mietabolites

Microsomal
Compartment

Mitochondrial
Compartement

Microsomal
Compartment

Sekil 5: Steroid sentezinin mikrozomal ve mitokondrial kompartmandaki boliimleri [15].

Steroid hormonlarin biyosentez basamaklar1 ve bu basamaklarda yer alan enzimler sekil 6’da

gosterilmistir.
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Sekil 6: Steroidlerin biyosentez yolagi [64].

CYP11A=P450scc=sitokrom P450 kolesterol yan zincir kirici enzim (Kolesteroliin
pregnenolona doniistiiriildiigti ilk hiz kisitlayict basamak); Stilfotransferaz (HST=EC 2.8.2.2
=SULT2B1a=Pregnenolon siilfotransferaz)(P’den PS’a olusumunu katalizleyen enzim); 3p3-
HSEM=3p-hidroksisteroid dehidrogenaz; 3a-HSEM=3a-hidroksisteroid dehidrogenaz; 17p-
HSEM=17p-hidroksisteroid dehidrogenaz; CYP17 =P450c17; DHEA: Dihidroepiandrosteron;
DHEA-S: Dihidroepiandrosteron stilfat; DHP: Dihidroprogesteron; THP:
Tetrahidroprogesteron; 3a,5B-THP: Pregnanolon; 3a,50-THP: Allopregnanolon; DHDOC:
Dihidrodeoksikortikosteron; THDOC:tetrahidrodeoksikortikosteron; 3a,50-THDOC: 3a,5a
tetrahidrodeoksikortikosteron

Sentezdeki biyokimyasal yollarin ¢ogu agiga cikarilmis olmasina ragmen, NS yapan
hiicrelerin aktivitesini kontrol eden diizenek halen tam olarak bilinmemektedir. GABA’nin

kendisi ve reseptor kompleksinin, NS sentezinde gorevli enzim aktivitelerini baskiladigi
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gosterilmistir.  Noroaktif steroidlerin de GABAA reseptor etkinligini degistirerek kendi
sentezlerini diizenleyebildikleri bildirilmektedir [65].

2.3. Aminoglutetimid

Aminoglutetimid (AMG), klinikte Cushing sendromunun tedavisi i¢in kullanilan bir anti-
steroid (Cytadren) ilagtir. AMG, kolesterolden tiirev alan farkli steroidlerin olusumunu iki farkl
mekanizma ile bloke eder. AMG, aromataz aktivitesini inhibe ederek, androstenediondan ve
testosterondan Ostrojen iiretimini engeller [66], [67]. AMG’nin yarilanma Oomrii 12.5 saat
oldugu hesaplanmistir. Ancak 32 haftalik bir tedavi siiresinden sonra 7 saate kadar diistigi
gozlenmistir. Bunun, AMG metabolizmasinin hepatik enzimler tarafindan indiiklenmesi ile
gergeklestigi  diistiniilmektedir [68]. Diger taraftan, P450scc enzimini inhibe ederek,
kolesteroliin pregnenolona doniisiimiinii engeller [69]. Boylece, hormonal aktivite gésteren tiim
steroidlerin sentezini azaltir. Steroidogenezde yer alan bilinen bes enzimin AMG tarafindan
inhibe edildigi bilinmektedir ve Sekil 1.3'te gosterilmistir: 20, 22-desmolaz, CYP21A2 (21-alfa
hidroksilaz), 11 CYP11B2 (aldosteron sentaz, 18-hidroksilaz), CYP11B1 (11-B-hidroksilaz) ve
CYP19A1 (aromataz).

Yapilan calismalarda adrenal kolesterolii metabolize eden bir enzim olan CYP11AT’in
inhibisyonunun mitokondriyal kolesteroliin pregnenolona doniisiimiinde rol aldig1
gosterilmistir. [70]-[74]. Ek olarak, sigan beyni mitokondrisi ve sigan Leydig hiicrelerinde
CYP11A1 inhibisyonuna dair bulgular da mevcuttur. [74], [75]. P45011B1 olarak adlandirilan
baska bir P450 enziminin AMG tarafindan inhibisyona duyarli oldugu ve bdylece in vitro
kortizol seviyelerini disiirdigii gosterilmistir [76], [77]. Aldosteron sentaz tarafindan
aldosteron kortikosteronunu tiretmek i¢in P450'ye bagli CYP11B2 in vitro kosullarda inhibe
oldugu rapor edilmistir [78]. Ayrica progesteronun 11-deoksikortikosterona doniisiimiinden
sorumlu CYP21A2 (21-alfa hidroksilaz) inhibisyonuna dair de bazi kanitlar vardir [79].
AMG’nin son hedefi kortizol ve androjenlerin adrenal biyosentezinin inhibisyonu degil
estradiol’lin inhibisyonudur. AMG'nin, meme kanseri hiicrelerinde hiicre biiylimesinin kilit bir
indiikleyicisi olan androstenedionun hidroksilasyonu ile estrona, testosterondan estradiole, rol
oynayan bir enzim olan CYP19A1 (aromataz)’i inhibe edebildigi gosterilmistir (Sekil 7)
[72],[80]-[82].
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Sekil 7 Farkli P450 enzimlerinin AMG etkisi ile inhibisyonu.

Ticari olarak mevcut AMG, rasemik karigim formunda bulunur. Yapilan in vitro ¢alismalar,
aromataz aktivitesinin inhibisyonunda deksaminoglutetimidin (D-AMG) L-AMG’e gore kat
daha etkili oldugunu gostermistir[83], [84]. Ote yandan, L-AMG ise kolesterol yan zincirlerinin
kesiminin inhibisyonunda D-AMG ye kiyasla daha etkilidir [85].

Bastida ve ark.’nin 2001 yilinda yaptig1 calisma, AMG nin protein kinaz A’y1 inhibe ettigini
gostermesi agisindan 6nem tasimaktadir. Ayrica, bu ¢alismadan elde edilen sonuglar, AMG’nin
cAMP tarafindan diizenlenen steroidojenik genler araciligiyla steroidojenik yolagi dolayli

olarak inhibe edebilecegini gostermektedir [86].

Shirakawa ve ark.’nin 2006 yilinda yaptig1 ¢alismada, uzun donem AMG uygulamasinin
NMDA reseptorleri araciligi ile olusan glutamat sitotoksisitesini azalttigi gosterilmistir. Ayrica,
uzun donem AMG 06n uygulamasi, NMDA reseptorlerine bagimli iskemik néronal hasar1 da
engellemektedir [23]. Elde edilen sonuglar, AMG’nin eksitotoksik ve iskemik hasarlara karsi

yeni ndroprotektif etkilerinin gosterilmesi agisindan 6nem tagimaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Calisma deneysel nitelikte in vitro bir ¢alismadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani
Calismanin deneyleri Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali

Laboratuvari'nda Haziran 2012-2014 tarihleri arasinda gerceklestirilmistir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Grubu
Calismamizda sigan kaynakli PC-12 feokromasitoma hiicre kiiltliir hatti kullanilarak farkli

deney modelleri olusturuldu.
I- AB toksisitesi ve toksisitenin hiicre canlilig1 ve ndrosteroid diizeylerine etkisi
I1- Aminoglutetimidin AB toksisitesi iizerine etkisi

Olusturulan tiim deney kosullari kendi i¢inde tiger kez ve farkli zamanlarda en az 3 kez olmak

iizere tekrarlanarak n=9 olacak sekilde teyit edildi.

3.4. Calisma Materyali
Calismamizda AB peptit toksisitesi ile iliskili hiicre kiiltiirii modellerinde siklikla kullanilan ve
noroendokrin karaktere sahip oldugu gosterilen PC-12 hiicre hatt1 kullanildi [87]-[90]. PC-12
hiicre hatti ticari olarak DSMZ(DEUTSCHE SAMMLUNG VON MIKROORGANISMEN
UND ZELLKULTUREN; DSMZ ACC159) hiicre kiiltiir bankasindan temin edildi.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Bagimh degiskenler: Hiicre canlilig1 ve estrodiol, androstenedion, testosteron, estron

DHEA ve pregnenolon seviyeleri
Bagimsiz degiskenler: AB konsantrasyonu ve AMG konsantrasyonu
3.6. Veri Toplama Araclari

3.6.1. Arastirmada Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar

Bu ¢alismada kullanilan cihazlar ve kimyasal malzemeler Tablo 4 ve Tablo 5'te listelenmistir.
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Tablo 4: Cihaz Listesi

CIHAZIN ADI

MODELI

Laminer-air flow

Holten Lamin Air Biosafe 1.2

Karbondioksit inkiibatorii

Nuaire Us Autoflow NU-4750

Ters-faz 151k mikroskobu

Nikon Eclipse TS-100

Santrifii

Eppendorf 5810R

Derin dondurucu (-80°C)

Thermo Forma Model 705

Derin dondurucu (-20°C)

Arcelik 2031

Azot tanka

MVE Cryogenics cryosystem 4000

Plak okuyucu BioTek ELX 800

Buz makinasi Scotsman AF-100

Otoklav Hirayama HICLAVE HV-50
Etiiv Thermo Heraeus

Sonikator Sonic Materials

pH metre Orion, USA Model 420

Hassas terazi

Precisa XB 220A

Saf su cthaza

Milipore Mili-Q ZLX55003Y

HPLC cihaza

Shimadzu LC
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Tablo 5: Kimyasal Listesi

KIMYASAL MALZEME ADI TRETICI FIRMA-KOD
Pregnenolon Fluka 81630 /Sigma P 9129
Pregnenolon Stlfat Sigma P 162
Aminoglutetimid (AMG) (Enzim inhibitora) Sigma A-123

Ultra saf su Biochrom L0020
Asetik asit Merck K24209656 728
Etanol Riedel-de Haen32221
Metanol Riedel-de Haen 34860
Fetal s1igir serumu (FBS) BiochromS01115
Dondr at serum (DHS) Biochrom 89133

RPMI 1640 Invitrogen 21875034
Sigir serum albumin (BSA) Thermo 23209
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) Sigma D 5796
Poli-D-Lizin Sigma P1149

PBS (phosphate buffered saline) Biochrom L1815

MTIT (3-(4.5-dimethyl-2-thiazolyl)-2.5-diphenyl-2H- | Applichem A2231,0001
tetrazolium bromide)

Amiloid beta fragman 25-35 Sigma A4559

BCA Protein kiti Pierce 23225

DMSO (Dimetil sillfoksid) Sigma D2650
Tripsin-EDTA Biochrom L2143
Penisilin/Streptomisin Biochrom A2210
Triton X-100 Sigma T 8787

3.6.2. Hiicre Kiiltiirii

Bu calisgmada AB peptit toksisite modelinin olusturulmasi igin sican feokromasitoma
hiicre hatt1 (PC-12) kullanild1 [87]-[90]. Noroendokrin karakterde olan PC-12 hiicreleri,
adrenal medullanin kromaffin hiicrelerinden gelisen feokromasitoma tiimoriinden koken alir ve

AB peptit toksisitesi ile iligkili hiicre kiiltiirli modellerinde siklikla kullanilmaktadir.

PC-12 hiicrelerinin tutunmalarini kolaylastirmak amaciyla kiiltiir kaplariin yiizeyleri
kullanim 6ncesi poli-D-lizin (10 pg/mL) ile kaplandi. PC-12 hiicreleri biiylime ortami olarak
%10 DHS, %5 FBS ve %1 penisilin-streptomisin ile takviye edilmis RPMI 1640 kullanildi.
Deneylere gegmeden dnce hiicreler %70-80 siklikta oluncaya kadar hiicre sayisinin iki katina
cikma siiresine gore (katlanma zamani) ~ 2-3 giinde bir %15 serum igeren kiiltiir ortamlari ile
beslenerek nemli atmosfer ve %5 CO2 basinci altinda 37 °C’de inkiibator i¢inde tutuldu. PC-
12 hiicreleri %70-80 siklikta olunca pasajlanarak deneyler i¢in uygun 96°11/6’11 hiicre kiiltiir
kaplarina her kuyucukta 2x10* veya 2x10° yogunlugunda hiicre sayis1 olacak sekilde ekildi. ik

18-24 saat boyunca hiicreler plak yiizeyine yapisabilmeleri igin %15 serumlu ortam, nemli
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atmosfer, %5 CO2 basinci altinda 37 °C’de tutulduktan sonra hiicrelerin deneyler siiresince
cogalmasini yavaslatmak ve serumun igerebilecegi koruyucu faktorlerin etkisinden kurtulmak
amaci ile kiiltiir kaplar1 igindeki ortamlarin yarisi ¢ekilip atilarak (96 kuyucuklu kap i¢in 1 mL,
6 kuyucuklu kap icin 100 pL) ayn1 oranlarda %]1.5 serum igeren ortamlar (deney kosuluna gore

uygun konsantrasyonda hazirlanmis olan kimyasal soliisyonlar) ile degistirildi.

3.6.3. AB Peptit Toksisitesinin Belirlenmesi
AB25-35 peptit soliisyonlarinin  hazirlanmasi: AB fragmaninin stok soliisyonlarinin
hazirlanmasi i¢in Ultra saf su ve DMSO kullanilarak AB fragmani stok soliisyonlar hazirlandi,
stok soliisyonlar tiikkeninceye kadar -20°C’de saklandi. PC-12 hiicreleri i¢in sirasi ile %1.5
serum igeren ortamlar ile seri seyreltmeler yapildi. Kullanilacak olan ¢alisma soliisyonlari, her

deneyden Once taze olarak hazirlandi.

AB peptidinin yapilan 6n deneyler ile kontrol grubuna gore ~ %50 canlilig1 azaltan
konsantrasyonu toksisite uygulama dozu olarak belirlendi. PC-12 hiicreleri i¢in AB 25-35
fragman1 (20uM) konsantrasyonda, hiicre kiiltiir ortamina eklendi. Hiicreler 37°C’de 24, 48 ve

72 saat boyunca muamele edildi.

AB stok soliisyonunun hazirlanmasinda ¢dzgen madde olarak kullanilan DMSO’in hiicreler
iizerinde toksik etki olusturmamasi icin, DMSO son konsantrasyonu <%0.5 olacak sekilde
hesaplandi. Ayrica, hiicrelere farkli konsantrasyonlarda (%2, %1, %0.5ve %0.25) DMSO
uygulamasi yapilarak hiicre canliligi degerlendirildi. Kontrol grubuna gore % 1 ve altinda

DMSO uygulamast ile hiicre canlilifinda anlamli bir fark saptanmadi.

3.6.4. Pregnenolone siilfat diizeylerinin dl¢iimii
S1vi Kromatografi-Kiitle Spektrometri Sistemi (LC-MS/MS), ayn1 6rnek igerisinde birden fazla
analitin diisiik oranda bulundugu oOrneklerin tespit edilmesi igin gelistirilmis bir yontem
biitlintidiir. Pregnenolone ve pregnenolon siilfat olglimiinde kullanilan sistem  sivi
kromatografisi ve iiglii kuadropolden olusmaktadir. iki adet iyonlastirma kaynag ile kiitle
spektrometride olusan ana iyonlar kiitle/yiik oranina gore belirlenip; olusan iyon kollizyon
hiicresinde azot gazi ile pargalanmis ve parcalanma sonucu olusan iyonlar ikinci kiitle
spektrometrisinde kiitle/yiik oranlarma gére ayrilmustir. Olgiimler, Rotakim analiz

laboratuvarindan hizmet satin alinarak gerceklestirilmistir.
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3.6.5. ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) él¢iimleri
3.6.5.1.  Androstenedion analizi
Androstenedion analizi (DRG EIA-3265, Germany) ticari hazir kiti kullanilarak
gerceklestirildi. Uretici protokoliine uygun olarak analizler hiicre lizat 6rneklerinde
gerceklestirildi. Sonuglar ng/mL olarak hesaplanmis ve kuyu hiicre sayisi basina verilmistir.

Olgiimiin dinamik aralig1 0,019-10 ng/mL’dir. Kalibrasyon grafigi asagida verilmistir;

Androstenedion
(1]
=
B
5 1
(5]
5
0.0 0.0 01 1 10
Concentration

4 Parameter [y = (& -D15 (1 + (2B + D)
A=33079 B=09564 C=1.5740 D=01121, R-Sguare = 0.9939

Sekil 8 Androstenedion kalibrasyon egrisi

3.6.5.2. DHEA analizi
DHEA analizi (DRG EIA-3415, Germany) ticari hazir kiti kullanilarak gerceklestirildi.
Uretici protokoliine uygun olarak analizler hiicre lizat orneklerinde gerceklestirildi.
Sonuglar ng/mL olarak hesaplanmis ve kuyu hiicre sayisi basina verilmistir. Ol¢iimiin

dinamik aralig1 0-30 ng/mL’dir. Kalibrasyon grafigi asagida verilmistir;
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L

Ahzorbance

0.0m 0.0 01 1 10

Concentration

4 Parameter (y = (4 - D501 + (0B + D)
A=22976 B=0E6400 C=27530 D=0.0234, R-Sguare = 09962

Sekil 9 DHEA kalibrasyon egrisi

3.6.5.3.  Estradiol Analizi
Androstenedion analizi (DRG EIA-2693, Germany) ticari hazir kiti kullanilarak
gerceklestirildi. Uretici protokoliine uygun olarak analizler hiicre lizat Orneklerinde
gergeklestirildi. Sonuglar pg/mL olarak hesaplanmis ve kuyu hiicre sayis1 basina verilmistir.

Olgiimiin dinamik aralig1 9,7-2000 pg/mL’dir. Kalibrasyon grafigi asagida verilmistir;
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Ahzorbance

0.0m 0.0 01 1 10 100 1000

Concentration

4 Parameter [y = (& - D501+ (2B +
A=1 5150 B=14403 C=175.15390 D=0.0975 R-Sguare = 09973

Sekil 10 Estradiol kalibrasyon egrisi

3.6.5.4. Estron Analizi
Androstenedion analizi  (DRG EIA-2693, Germany) ticari hazir kiti kullanilarak
gerceklestirildi. Uretici protokoliine uygun olarak analizler hiicre lizat 6rneklerinde
gergeklestirildi. Sonuglar pg/mL olarak hesaplanmis ve kuyu hiicre sayis1 basina verilmistir.

Olgiimiin dinamik aralig1 2,2-1000 pg/mL’dir. Kalibrasyon grafigi asagida verilmistir;
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Ahzorbance

0.0m 0.0 01 1 10 100

Concentration

4 Parameter [y = (& - D501+ (2B +
A=1 6295 B=09150 C=194 1333 D=-0.0751, R-Square = 0.9923

Sekil 11 Estron kalibrasyon egrisi
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3.7. Arastirma Plani ve Takvimi
Tablo 6: Calisma Izlem Semasi

AYLAR

Is Pabedi AdTamm 1 I EE R EEREERE e s fae foo faz fas [ far Je [ |

1. Liseraster teramen va parivodi bilsi paylapms

toplansdan (15 ghode bir olnek toore))

1 Zarf mabemalenin saten alnmony

3. Hacralenin gobaitdmans

4. Tokuits olgtoran AF frapmaslerssn ws
AN in bormantravyon ve i kS basyon stralsrinin

SEpdmreTOn

3. AMG w AF wygslemeumsn hices canbiag

—— ainin el i

6. Sterodd sentez inbdbistrlarinin hbors 3G wienodd
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T. Verilarin groplandindman v stathiines] 2ol

%. Ara Raporiarsn Haserlanman

9. Bomng seporomon hegerlanmons ve ibemasn

yayena hamsrlarman




3.8. Verilerin Degerlendirilmesi
Iki farkli hiicre hattinda yapilacak uygulamalar i¢in her bir kosul i¢in hiicreler calisma ici ve
caligmalar arasi olmak {izere en az tiger kez ekilerek deneyler gerceklestirilecektir. Her bir kosul
icin elde edilecek olan verilerin ortalama ve standart sapma degerleri belirlenecektir. Kontrol
ve deney gruplart arasindaki fark Student’s t test analizi SPSS 11,0 programi ile p<0.05
anlamlilik  diizeyinde kontrol grubundan elde edilen veriler ile karsilastirilarak

degerlendirilecektir.

3.9. Arastirmanin Simirhliklar:
Calismamizda yalnizca bir hiicre hatti kullanilmistir. AB’nin yalnizca 25-35 fragmaninin

kullanilmis olmast arastirmada bir diger sinirliliktir.

3.10. Etik Kurul Onay:
Calismamiz Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu

Tarafindan 570GOA protokol ve 2012/13-07 karar numarasiyla uygun bulunmustur.
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4. BULGULAR

Ug bagimsiz calismadan elde edilen veriler, ortalama +SEM olarak verilmistir.

4.1. AMG’nin hiicre canlihg iizerine etkisi

AMG’nin PC-12 hiicre canlili1 tizerindeki etkisinin belirlenmesi i¢in hiicrelere farkli

konsantrasyonlarda AMG uygulamasi yapilmis ve hiicre canliligi 72.saat sonunda analiz

edilmistir.
Aminogluthetimid Doz Cevap Egrisi
(PC-12 Hiicre Hatti Hiicre Canlilik Oranlari)
72. saat
120
__ 80 I =4
=
= 60
s
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Sekil 12: Aminogluthetimid Doz Cevap Egrisi

Sonuglar ortalama +SEM olarak en ii¢ ¢alismadan elde edilen veriler seklinde verilmistir.

SPONT: Spontan kontrol hiicreleri, AMG: Aminoglutetimid (n=9)
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Aminogluthedimin AB Toksisitesine Karsi Etkisi
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Sekil 13:Aminogluthedimin AB Toksisitesine Karsi Etkisi

Sonuglar ortalama =SEM olarak en li¢ ¢calismadan elde edilen veriler seklinde verilmistir.

* Kontrol grubuna gore anlamli fark, ** AB toksisite grubuna gore anlamli fark (p<0.05) (n=9);
AB: amiloid beta, SPONT: Spontan kontrol hiicreleri, AMG: Aminoglutetimid
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4.2. Steroid Analiz Sonuglar:

Tiim steroid analiz sonuglar1 2 milyon PC-12 hiicresi basina verilmistir.

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5

0,4

(ng/mL)

0,3

0,2

ANDROSTENEDION

0,1
0

>~— _.-—-—"""""\

——"

T T T T T T 1
Kontrol 1uM AMG 10umM 100uM 300uM 600uM 1000umM
AMG AMG AMG AMG AMG

Sekil 14: Aminogluthetimid uygulamasinin androstenedion diizeylerine etkisi

Sonuglar ortalama =SEM olarak en ii¢ ¢alismadan elde edilen veriler seklinde verilmistir. AMG:

Aminoglutetimid (n=9)

0,86
0,84
0,82

0,8

€ 0,78

® 0,76
0,74
0,72

0,7
0,68

Androstenedion

Kontrol AB25-35 AB25-35 + 100uM AB25-35 + 1000uM
AMG AMG

Sekil 15: Amiloid beta ve AMG uygulamasi sonrast Androstenedion dlgiimleri

35



Sonuglar ortalama =SEM olarak en ii¢ ¢alismadan elde edilen veriler seklinde verilmistir. AB:

Amiloid beta, AMG: Aminoglutetimid *(p<0.05) (n=9)

0,9
o2 A
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= ’
0,3
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0,1
0
> o < o o o o 5 o o
o o\ \s \s
\C N N N N N N N N
NG ® ® ® & o ® P
N S KN S '\90 x,@ \90
(,) X
% 5
& '1‘??)
S

Sekil 16: Amiloid beta ve AMG uygulamasi ile DHEA diizeyi belirlenmesi

Sonuglar ortalama £SEM olarak en ii¢ ¢calismadan elde edilen veriler seklinde verilmistir. AB:

Amiloid beta, AMG: Aminoglutetimid, DHEA: Dehidroepiandrostenedion( (n=9)

DHEA

0,8

0,7
I
0,6

< 0,4
0,3
0,2
0,1

Kontrol AB25-35 AB25-35 + 100uM AB25-35 + 1000uM
AMG AMG

Sekil 17: Amiloid beta ve AMG uygulamasi sonrast DHEA 6l¢timleri

Sonuglar ortalama +SEM olarak en ii¢ ¢alismadan elde edilen veriler seklinde verilmistir. AB:

Amiloid beta, AMG: Aminoglutetimid (n=9)* p<0.05
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Estradiol
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Sekil 18: AMG uygulamasi sonrasi Estradiol dlgtimleri

Sonuglar ortalama +=SEM olarak en {li¢ ¢calismadan elde edilen veriler seklinde verilmistir (n=9).

Estradiol

1000
900
800
700
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400
300
200
100

pg/mL

kontrol AB 25-35 AB-AMG(100uM) AB+AMG(1000uM)

Sekil 19: Amiloid beta ve AMG uygulamasi sonrasi Estradiol lgtimleri

Sonuglar ortalama +SEM olarak en ii¢ ¢alismadan elde edilen veriler seklinde verilmistir. AB:

Amiloid beta, AMG: Aminoglutetimid (n=9)* p<0.05
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Sekil 20: Amiloid beta ve AMG uygulamasi ile Estrone diizeyi belirlenmesi (n=9)

Estrone
120

100

80

60

pg/ml

40

20

Kontrol AB25-35 AB25-35 + 100uM AB25-35 + 1000uM
AMG AMG

Sekil 21: Amiloid beta ve AMG uygulamasi sonrasi Estrone 6l¢timleri

Sonuglar ortalama +SEM olarak en ii¢ calismadan elde edilen veriler seklinde verilmistir. AB:

Amiloid beta, AMG: Aminoglutetimid (n=9)* p<0.05
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Pregnenolon Silfat
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Sekil 22: Amiloid beta ve AMG uygulamasi sonrasi pregnenolon siilfat Diizeyi Degisimi (n=9)

Pregnenolon Siilfat

0,06

0,05 *

0,04

0,03

pregnenolon siilfat

0,02

0,01

KONTROL AB 25-35 AB+ AMG(100uM) AB+ AMG(1000uM)

Sekil 23: Amiloid beta ve AMG uygulamasi sonrasi pregnenolon siilfat 6lgtimleri

Sonuglar ortalama £SEM olarak en ii¢ ¢calismadan elde edilen veriler seklinde verilmistir. AB:

Amiloid beta, AMG: Aminoglutetimid (n=9)* p<0.05
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5. TARTISMA

Calismamiz ile noronal dokunun olagan bir bileseni olan ndrosteroidlerin diizey degisimlerinin
AP peptide bagli olusan ndronal hasar olusum mekanizmasindaki olasi roliine agiklik
getirilmeye ve AMG uygulamasinin ile elde edilen steroid degisiminin AB ile indiiklenen in-
vitro Alzheimer deney modelinde hiicre canliligina etkisini belirlemeye ¢alisilmistir. Literatiir
taramamiza gére AMG’in AP toksisitesi lizerine etkisi ilk kez bu tez caligmasi ile ortaya

konmustur.

Amiloid beta (AP) peptit fragmanlari ile olusturulan toksisite Alzheimer hastalig1 (AH) i¢in
gegerli in vitro noronal dejenerasyon modellerinden biridir. PC-12 hiicre hatti sigan noral
krestinden koken alan néroendokrin 6zellige sahip kromaffin hiicrelerinden gelisen bir tiimoral
hattir [91]. PC-12 ve SHSY-5Y hiicre hatlar1 AH da dahil olmak {izere noronal hastaliklarin
patogenezinin arastirildigi ¢alismalarda hiicresel bir model olarak siklikla kullanilir. AB 25-35
11 amino asit fragmani, hidrofobik fonksiyonel alaninda bulunan AB 1-42'nin bir C-terminal
peptididir [92]. AB 25-35, AH'nin farkli yonlerini modellemek i¢in siklikla kullanilir [93]-[97].
Veriler, bu AB fragmanlarinin, hayvan modellerinde veya hiicre hatlarinda AH ile ilgili
mekanizmalari arastirmak icin bir ara¢ olarak kullanilmasini desteklemektedir. Calismamizda
AB peptidinin 25-35 fonksiyonel fragmani (20uM) 72 saat siiresince uygulanmasi ile hiicre
canliligi kontrol grubuna gore~ %55 oraninda azaltilmis ve in-vitro Alzheimer

norodejenerasyon modeli olusturulmustur.

Son yillarda Alzheimer hastaliginda olusan nérodejenerasyon siirecinin kolesterol basta olmak
tizere noronal metabolik degisimlerle iliskisi halen tartisilmaktadir [98]. Cinsiyet
hormonlarinda yasa bagli azalma kadin ve erkeklerde AH riskine katkida bulunur. Kanitlar AH
patogenezinin kadinlarda ostrojen ve progesteron ile ancak daha ¢ok erkekte androjenler
tarafindan diizenlendigini gostermektedir [99]. Alzheimer hastaliginin patolojisinde temel role
sahip amiloid beta varliginin néronal dokuda steroid diizeylerini cinsiyetten bagimsiz olarak

ekstraselliiler bir uyaran olarak etkilemesi olasidir.

AB uygulamasinin néronlarda gen ekspresyonu degisikliklerine neden olduguna dair kisitl
sayida ¢alisma vardir; AB varligit NF-«B [100]-[102], c-jun [103], [104] ve c-fos ve egrl gibi
[105] transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu etkileyebilir. Bununla birlikte oligomerik
amiloid-peptidin, primer ndronlarda steroid ve lipid metabolizmasinda yer alan genlerin
ekspresyonunu etkiledigi gosterilmistir [106]. AB ve steroid hormonlarin 6nciil maddesi

kolesterol arasindaki etkilesimler farkli arastirmacilar tarafindan calisilmistir [107]-[109].
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Ancak kolesterol metabolizma ve katabolizmasinin Onemi heniiz net olarak agikliga

kavusturulmamustir.

Calismamiz ile noroendokrin karakterli hiicrelerde AB varliginda pregnenolone siilfat, estron,
estradiol, androstenedion, pregnenelon ve DHEA stereoid diizeylerini degistirdigi
gosterilmistir. Noronal dokuda tiretilen baglica norosteroidler (NS) arasinda (Pregnenolon (P),
Pregnenolon siilfat (PS), Progesteron (PROG), Dehidroepiandrosteron (DHEA),
Dehidroepiandrosteron siilfat (DHEAS), Allopregnanolon (3a,5a-tetrahidroprogesteron),
Epiallopregnanolon (3B,5a-THP) sayilabilir. Biz bu ¢alisma ile 6zellikle sekonder cinsiyet
karakterlerinin olusmasinda etkili olan estrojen ve androjenlerin ndronal sinir hiicrelerinde

degisimini belirledik.

Gurdeep Marwarha ve Othman Ghribi, 2018 Androjen reseptor aktivasyonu ile amiloid beta
protein olusumu arasinda yakin bir ilski oldugunu, androjen artisinin amiloid beta toksisite artisi
ile birlikte oldugunu ileri siirmektedir. Ancak ekstraselliiler amiloid beta artisinin androjen
sentezi iizerine etkisi heniiz gosterilmemistir. Bizim ¢aligmamizda literatiir ¢alismamiza gore
ilk kez disaridan amiloid beta uygulamasinin néroendokrin hiicrelerde androstenedion diizeyini

belirgin olarak artirdig1 gosterildi [110].

AB peptidlerinin steroid sentezi iizerindeki etkisi hakkinda c¢ok az bilgi vardir. AB
peptidlerinin, steroid sentezi lizerindeki doz ve fragman tipine goére arttirici veya inhibe edici
etkileri oldugu gosterilmistir [26], [111]. Schaeffer ve dig. AB 1-42 ve AB 25-35
fragmanlarinin (toksik olmayan ve toksik olmayan konsantrasyonlarda) insan néroblastom SH-
SY5Ycell'lerde norosteroidogenez ilizerindeki etkilerini karsilastirmistir. Toksik olmayan AB
1-42 konsantrasyonlarinin (nM) progesteron sentezini azalttigini, ancak pregnenolonun onciil
molekiil olarak kullanildiginda 6stradiol tiretimini arttirdigini gostermislerdir. Ayrica AB 25-
35'in progesteron olusumunu azalttigini ancak Gstradiol sentezi lizerinde etkisinin olmadigini
buldular. Toksik (uM) konsantrasyonlarda AB 1-42 , progesteron ve estradiol liretimini inhibe
ettigini ve AB 1-42'nin sinir hiicreleri lizerinde koruyucu veya zararli etkiler gdsterme
kabiliyetine sahip oldugunu o6ne siirdiiler. Brown ve dig. ark. Ayrica AB 1-42 ile muamele
edilmis  oligodendrosit  hiicrelerinin  reaktif = oksijen  hasarmi indiikledigi ve

dehidroepiandrosteron olusumunu arttirdigr gostermislerdir [112].

Bizim ¢alismamiz ile literatiir taramamiza gore ilk kez AB 25-35 uygulamasinin
noroendokrin 6zellige sahip PC-12 hiicrelerde es zamanli farkli steroid diizeylerine etkisi

degerlendirildi.
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Aminoglutetimid ( AMG), 6strojene baglh meme kanseri igin kullanilan birinci nesil
aromataz inhibitoriidiir. Aromataz inhibisyonunda D-AMG formu daha etkili iken L-AMG
formunun Kolesterolden pregnenolon olusum asamasinda CYP11a scc enzim inhibisyonunda
daha etkilidir (Ref). Ayrica AMG’nin protein kinaz A’y1 inhibe ettigi, bunun yan1 sira NMDA
reseptor aracili glutamat sitotoksisitesini azalttigr gosterilmistir (Ref). Diger taraftan AMG
kullanim1 agraniilositoz ile de iliskilendirilmistir [21]. Bu ¢alisma, MPO serbest radikal
tespitinin ila¢ oksidasyonundan kaynaklandiginin ilk gosterimidir. Siraki, A. G ve arkadaslari
AMG’nin metabolizmasinit miyeloperoksidaz (MPO) ve bir MPO proteini serbest radikalinin
olusumu ile arastirmiglardir. MPO’da AMG bagimhi serbest radikal olusumunun

agraniilositozun kokeninde rol oynayabilecegini gostermislerdir.

Alzheimer Hastaligi patogenezinde endoplazmik retikulum stresi ile iligkili Steroid
Metabolizma degisimleri son yillarda tartisilmaktadir [113] [98]. Elisabet Barbero-Camps ve
arkadaslarinin 2014 yilinda yaptiklar: ¢alismada Alzheimer hastaliginda bozulmus kolesterol
homeostazi ve amiloid beta birikiminin endoplazmik retikulum stresini tetikleyerek hastaligin
ilerlemesine katkida bulundugu ileri siiriilmiistiir. Mitokondriyal kolesterol birikimi, spesifik
kolesterol tastyicilari, Ozellikle steroidojenik akut diizenleyici protein ile birlikte ER'den
mitokondriye kolesterol translokasyonunu destekleyen mitokondriyle iliskili ER membran
proteinlerinin ekspresyonunun artmasiyla iliskilendirilmektedir. ER stres inhibitorlerinin
Alzheimer hastalig1 i¢in terapotik ajanlar olarak arastirilabilecegi ileri siiriilmektedir. AB aracili
ER stresi ve artmis mitokondriyal kolesterol birikimi dolayisi ile kolesterolden olusan

steroidlerin metabolizma degisimleri patolojik ilerlemeye katkida bulunabilir.

Bu tez caligmasi ile literatiir taramamiza gore ilk kez AMG (100 uM) uygulamasinin
noronal hiicre hattinda olusan AB toksisitesi lizerine etkisi in vitro olarak ve doza bagl
gosterildi. Diistik (100 uM) ve yiiksek (1000 uM) AMG uygulamasi hiicre canliligi lizerine
benzer etkiye sahip bulundu. AMG ‘nin hiicrelerde 100 uM dozda AB toksisitesine karsi
koruyucu etkiye sahipken noroprotektif estrojen tiirevlerinin diizeyini azalttigi, ancak DHEA
diizeyini artirdigr gosterildi. AMG uygulama dozuna bagli olarak steroid sentezini yan zincir
koparilmas1 veya aromatizasyon basamaginda inhibe edebilir. Ancak tek basma
uygulandiginda steroid sentezini inhibe ederken, AP ile birlikte uygulandiginda ilging olarak
estrodiol ve DHEA diizeylerini tek basina AP uygulanan gruba gore artirdigi gézlendi. AMG
‘da gozlenen bu kismi koruyucu etkinin hiicrelerdeki DHEA artisina bagli olabilecegi
diisiiniilebilir. Diger taraftan AP’nin tetikledigi eksitotoksik yolaklarin AMG uygulamasi ile

inhibisyonu da s6z konusu olabilir.
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AB toksisitesi norosteroidler ile iligkilidir. Norosteroidlerin noronal hiicre canligina
serbest veya siilfatlanmig formlar1 ile farkli etkiler gostererek Onemli rol oynadiginm
bilinmektedir. AB peptidi pek ¢ok steroidin prekiirsorii olan dehidroepiandrosteron (DHEA)
sentezini indiikledigi gosterilmektedir. Nitrofenoller AB peptit kiimelenmesini gorece olarak
diistiik konsantrasyonlarda inhibe edebilirler. 2,4-dikloro-6-nitrofenol (DCNP) nitrofenollerin
kiigiik, suda ¢oziinebilen bir tiirevidir ve steroid siilfotransferaz enzimi inhibitorii olarak
bilinmektedir. Bu ¢alismada SH-SY5Y hiicreleri kullanilarak 72 saat siire ile DCNP (1uM) ile
birlikte AB1-42 peptidi ile olusturulan AH modeli denenmistir, hiicresel DHEA, DHEA siilfat
ve seks steroidlerinin degisimi LC-MS/MS ile belirlenmistir. Bu uygulamayla DHEA Siilfat
diizeyleri anlamli oranda azaldigi gosterilmisken DHEA diizeylerinde artis oldugu
gozlemlenmistir. AB1-42 kullanilarak olusturulan bu modelde AB peptid agregati

kullanildiginda DHEA ve Estradiol diizeylerinin anlamli olarak degistigi gosterilmistir [114].

Bizim ¢alismamizda AB uygulamasinin androstenedion ve estron diizeylerini artirirken,
noroprotektif etkileri 6n planda olan estrodiol ve DHEA diizeylerini anlamli olarak azalttig1
gosterildi. Noronal dokuda iiretilen baslica ndrosteroidler (NS) arasinda (Pregnenolon (P),
Pregnenolon siilfat (PS), Progesteron (PROG), Dehidroepiandrosteron (DHEA),
Dehidroepiandrosteron siilfat (DHEAS), Allopregnanolon (3a,5a-tetrahidroprogesteron),
Epiallopregnanolon (3B,5a-THP) sayilabilir. Calismamiz ile noroendokrin karakterli
hiicrelerde AB varliginda pregnenolone stilfat, DHEA diizey degisimleri ve bu degisimin hiicre
canlilig1 iizerine olan etkileri gosterilmistir. AB’nin hiicre estron, estradiol, androstenedion,
pregnenelon ve DHEA stereoid diizeylerini degistirdigi gosterilmistir. P sentezinin ndroglial
hiicre mitokondrisinde kolesterolden side-chain cleavage (P450scc/Cyp-11a) enzim katalizi ile
gerceklestigi; hafiza ve biligsel fonksiyonlarla yakin iligkili bir ndrotransmitter olan
pregnenolone siilfatin ise sitoplazmada siilfotranferaz (SULT2) enzimi yardimi ile olustugu
gosterilmistir [13], [55]. SSS'de P ve PS nin non-patolojik durumlarda 1uM’dan diisiik
konsantrasyonlarda oldugu bilinmektedir [13]. Bununla birlikte diizeyleri kolesterol
konsantrasyonu, iskemi, oksidatif stres ya da glutamat gibi norotoksinlerle degistirilebilir [14],
[15], [115], [116]. AP toksisitesinin steroid sentezi {izerine etkisi ile ilgili ¢cok az sey
bilinmektedir. 2008 yilinda Schaeffer V. ve ark.’nin yaptigi SHSY-5Y hiicre hattinda A
peptidinin noérosteroidogenez lizerine doza bagli ve dizi sensitif etkilerini inceledikleri
calismayla AP25-35 ile AB1-42’nin progesteron ve/veya Ostradiol diizeylerinde degisiklik
yarattig1 ancak testosteron ve 3o-androstanediol diizeylerinde degisime yol agmadigi ortaya

konulmustur, ayrica AB25-35’in prekiirsor olarak verilen pregnenolondan progesterona
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doniisimii kontrole gére anlamli azalttigi gosterilmistir [112]. Boylece, hormonal aktivite
gosteren tiim steroidlerin sentezini azaltir. Brown ve ark.’nin yaptig1 bir ¢alismada da AB1-
42°nin DHEA olusumunu arttirdig1 gosterilmistir [15]. Bu ¢alismadan elde ettigimiz sonuglar
ise PC-12 hiicre hattinda 72 sat AB25-35 uygulamasinin estrodiol ve DHEA diizeyini arttirdigi,
apoptotik etkileri olabilen androstenedionu arttirdigimi gostermektedir. AMG, kolesterolden
tirev alan farkli steroidlerin olusumunu iki farkli mekanizma ile bloke ettigini gostermistir.
1994 yilinda G. Cocconi, AMG’ aromataz aktivitesini inhibe ederek, androstenediondan ve
testosterondan ostrojen {iiretimini engelledigini gostermistir [66], [67]. Diger taraftan 1982
yilinda R. J. Santen ve arkdaslar1, P450scc enzimini inhibe ederek, kolesteroliin pregnenolona

dontigiimiini engelledigini gostermistir [65],[69].

P.Akan ve Ark. 2009 yilinda yapmis olduklar1 calismada Pregnenolone (P) ve
Pregnenolone  siilfat (PS)nin AB  peptidi  toksisitesi  {izerindeki  etkilerini
caligmislardir.Noroendokrin kokenli ratlardan elde edilmis PC12 hiicre hatlarinda AB25-35
peptidi kullanilarak AH deney modeli olusturulmustur. Calismada AB 72 saat sonunda diisiik
ve yiliksek dozlarda P ve PS kullanilarak yapilan hiicre canliligi testlerinde;Diisiik
konsantrasyonlarda kontrol gruplarina oranla anlamli bir fark gozlenmemisken,Yiiksek
konsantrasyonda P’nin olusturulan AH modelinde hiicre canliligin1 anlaml bir sekilde arttirdigt
gozlenmistir. Ayn1 konsanstrasyonda PS’nin ise olusturulan modelde néronal hiicre canliligini
anlamli dl¢tide disiirdigii gozlemlenmistir. Boylelikle doza bagl olarak P’nin néronal kokenli
hiicrelerde koruyucu etkisi gosterilmis fakat PS nin koruyucu 6zelligi bulunmadigr gosterilmis
dahasi hiicre 6limiini arttirdigi sonucu ortaya ¢ikmistir [19]. O.Gursoy ve Ark. 2016’da
yayinladig1 calismada kolesteroliin AB toksisitesi tizerine etkileri ¢alisiimistir. AB peptitinin
kolesterol metabolizmasi, Progesteron ve Estradiol gibi steroid hormon sentezi iizerinde etki
ettigi bilinmektedir. Kolesterolin APP’den AB peptidi sentezini arttirdig1 ilizerinden yola
cikilarak yapilan bu ¢aligmada, AH deney modeli olusturmada kullanilan PC12 ve SH-SY5Y
hiicre hatlar1 kullanilmis ve AB25-35, AB1-40 ve AB1-42 peptid fragmanlar1 kullanilmistir.
Kullanilan bu peptid fragmanlari ile néronal hiicre canliligi, P ve PS diizeylerinin etkilendigi
gosterilmistir. Steroid seviyeleri AB fragman tipine ve hiicrelerin kolesterol icerigine bagh

olarak degismistir [117].

Cahismamizin kisithhiklart mevcuttur. Calismamiz bir in-vitro deneysel ¢alismadir. Deney
tekrar sayilari proje biitcesi nedeni ile kisitl kalmistir. PC-12 hiicre hatti néroendokrin 6zellige

sahip bir hiicre hatt1 olmakla birlikte fenotipik olarak néronal degisimi tetiklenmeden calisma
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gerceklestirilmistir. Immunassay yontemlerle ¢alisilan nérosteroid diizeylerinin referans LC-

MS benzeri yontemlerle dogrulanmasi gerekebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda 72 saat AB25-35 (20uM) AB uygulamasi ile hiicre canliligin1 kontrol grubuna
gore ortalama ~% 55 oraninda azalttig1 belirlendi. Amiloid beta toksisitesine karst AMG’nin

doza bagli kismi koruyucu etkisi literatiir taramamiza gore bu tez ¢alismasi ile ilk kez gosterildi

Calismamiz ile PC-12 hiicre hattinda olusturulan A toksisitesinde hiicre i¢i steroid hormon

degisiklerinin oldugu ve bu degisikliklerin hiicre canliligin etkileyebildigi belirlendi.

AMG’nin AP toksisitesindeki roliinii daha net olarak ortaya koymak i¢in, hiicre i¢i reseptor
modiilasyonunu gosterecek mekanistik caligmalara ihtiya¢ vardir. Calismamiz farkli hiicre

hatlar1 ve model organizma ¢alismalari ile desteklenmelidir.
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