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OZET

ASTROSIT HUCRELERINDE OLUSTURULAN ALZHEIMER HASTALIGI
MODELINDE NESFATIN-1’iN ANTIOKSIDAN ETKISI

Aysel KOSE YETER

Yiiksek lisans Tezi, Biyokimya AnaBilim Dali
Tez Danismani: Yrd. Dog. Dr. Mustafa ORKMEZ
Ocak 2018, 54 Sayfa

Alzheimer hastaligit (AH), beynin hippokampus ve korteks bolgelerinde geri
doniigiimsiiz néron kaybi ile ortaya cikan, ilerleyici bir nérodejeneratif hastaliktir. 65
yas istii olusan demansin en biiyiik nedenidir. Mikroskobik bulgularda amiloid plak,
norofibril yumaklari ve graniillovakuolar dejenerasyon saptanmaktadir. AH
patogenezinde ilk ortaya ¢ikan bulgulardan biri de beyin {izerinde oksidatif strese bagli
olarak olusan degisikliklerdir. Bu ¢aligmada, bir glia hiicresi olan astrositlerde amiloid
beta (Ap) ile olusturulan AH modelinde yeni tanimlanan anoreksijenik bir hormon olan
Nesfatin-1’in hiicre canlilifina ve antioksidan etkisine bakildi. Katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GSX-Px), siiperoksit dismutaz(SOD), malondialdehit (MDA)
seviyeleri Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yontemiyle ol¢ildi.
Astrositlerde AP ile olusturulan AH modelinde AP, Nesfatin-1, A + Nesfatin-1 ayr1
ayr1 dozlarda MTT testi ile hiicre canliligi degerlendirildi. AP eklenerek olusturulan
modelde hiicre canlilig1 degeri kontrol grubuna gore %100 iken, AR dozu artmasiyla
beraber hiicre canliligi degerinde diisiis goriilmiistir. 5 uM de %28.5, 7.5 uM de
%28.93, 10 uM de %29, 12.5 uM de %30.9 15 uM de ise %32.4 oraninda hiicre
canliligr degeri diismistiir. Nesfatin-1 hiicre canlilig1 iizerine etkisine bakildiginda,
diisiik dozda (1uM) hiicre canliliginda diisiis goriilmiis, belirli bir doza (10uM) kadar
hiicre canliliginda artis olmus ve bu dozdan sonra hiicre canlilig1 diismeye baslamistir.
AP uygulandiginda hiicre canlihiginda %41 oraninda diigiis goriilmiis, nesfatin
uygulandiginda hiicre canliliginda %10.3 artig goriilmiis, AP ve nesfatin birlikte
uygulandiginda hiicre canliligida %6.8 diisiis meydana gelmistir. Sonuglar CAT, GSX-
Px, SOD antioksidan enzimlerinin Af ile azalan degerlerinin, Nesfatin-1’in eklenmesi
ile dengelendigini ve MDA biyoaktif aldehitinin A ile artan degerinin, Nesfatin-1 ile
AP birlikteyken azaldigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Nesfatin-1, Alzheimer, amiloid §, MTT



ABSTRACT

ANTIOXIDANT EFFECT OF NESFATIN -1 iIN ALZHEIMER'S DISEASE
MODEL FORMED in ASTROCYTE CELLS

Aysel KOSE YETER

Master of Science Thesis, Department of B[OCHEMISTRY
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Mustata ORKMEZ
January 2018, 54 Pages

Alzheimer's disease (AD) is an irreversible, progressive neurodegenerative disease
caused by irreversible loss of neurons in the hippocampus and cortex areas of the brain.
It is the biggest cause of dementia over 65 years of age. Amyloid plaques,
neurofibrillary tangles and granulovacuolar degeneration are detected in the
microscopic findings. One of the first findings in the pathogenesis of AD is changes that
occur depend on oxidative stress on the brain. In this study, effects of nesfatin-1 which
is newly defined anorexigenic hormones on cell viability, and antioxidant effects was
evaluated in AD model that was formed in astrocyte cells with amyloid B (Ap). Catalase
(CAT), glutathione peroxidase (GSX-Px), superoxide dismutase (SOD),
malondialdehyde (MDA) were measured using method of enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA). Cell viability was evaluated in AD model, that is
formed in astrocyt cells with AP, for the different doses of AP, Nesfatin-1, Ap +
Nesfatin-1 by MTT test. In the model formed by adding amyloid beta, cell viability
value was 100% compared to the control group, but decrease in cell viability value with
the increase of doses of AP is observed. Cell viability was decreased by 28.5% at 5 uM,
28.93% at 7.5 uM, 29% at 10 uM, and 30.9% at 12.5 uM. When the effect on nesfatin-1
on cell viability was examined, there was a decrease in cell viability at low dose (1uM),
an increase in cell viability up to a certain dose (10uM), and cell viability started to
decrease after this dose. When AP was added, the cell viability decreased by 41%.
When nesfatin-1 was added, cell viability increased by 10.3%, and when AP and
nesfatin-1 were added together, cell viability decreased by 6.8%. The results show that
decreased values of CAT, GSX-Px and SOD antioxidant enzymes by A are balanced
with the addition of Nesfatin-1 and that the increased value of MDA bioactive aldehyde
with AP decreases with the addition of Nesfatin-1 and AP together.

Key Words: Nesfatin-1, Alzheimer, amloid §, MTT



1. GIRIS VE AMAC

Tibbi teknolojinin gelismesi ve saglik hizmetlerinin yayginlagmasiyla, insan dogum ve
Olim hizlar1 diismiis, ortalama insan omrii uzamis ve yash niifus artmaya baglamistir.
Yasl niifiisun artmasi 6zellikle kronik progresif hastaliklarin yayginlagsmasina neden
olmustur. Alzheimer hastaligit da (AH) kronik norodejeneratif bir hastaliktir. Saglik
hizmetleri bakimindan maliyeti yiliksektir, erken tan1 ve tedaviyle bu hastalarin yasam
kalitelerinin ytikseltilmesi miimkiindiir.

AH, demansin en sik goriilen nedenidir. Demans agik bir bilin¢ diizeyinde basta bellek
olmak iizere zihinsel ve sosyal yeteneklerin kisinin gilinliikk yasam aktivitelerini
etkileyecek derecede yikilmasi seklinde tanimlanmaktadir (1).

Kronik bir hastalik olarak AH yikim siireci ortalama 8—10 yil arasi siirmektedir ve
hastalik doneminde hastalar i¢in yiiksek bakim kalitesi gerekmektedir. Diinya
Alzheimer Orgiitiiniin (ADI) ve TUIK 2014 y1li verilerine gore tiim diinyada 36 milyon
alzheimer hastast oldugu tahmin edilmektedir. Yillar icinde 65 yas istii yash niifus
oraninin %10’un {lizerine ¢ikacagi ve demans hastalikliklarinin artacag: belirtilmektedir.
2050 yilina kadar tiim diinyada 135 milyon AH olacagi tahmin edilmektedir (2).

AH tedavisinde genel yaklasimlar AB-peptid kaynakli plak olusumunun engellenmesi
yoniinde olmaktadir. Son yillardada bu yonde caligmalar artmistir.

Bu calismada, asrositlerde AP ile olusturulan AH modelinde, ilk kez 2006 yilinda
tanimlanan Nesfatin-1’in hiicre canliligi ve antioksidan parametrelerin etkilerine

bakilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Alzheimer Hastalig1

Alzheimer hastalig1, beynin hipokampus ve korteks bdlgesinde geri doniigiimii olmayan
néron kaybiyla meydana gelen, norodejeneratif bir hastalik ¢esididir. Yas artmasiyla
birlikte hastalik yayginlasir ve daha siklikla goriilmeye baglanir. Goriilme orani 65
yasina kadar % 1 ve 2 kadar iken, 85 yas ve lstlinde %35’lere ¢ikmaktadir. Serebral
korteksteki kolinerjik hasar, hastalikta gelisen bilissel ve davranigsal bozukluklara
neden olur. Semptomlar hafiza kaybi, konusma, yon bulma, karar verme, diisiinme ve
yorumlamada zorluklar; kisilik ve davranis bozukluklar: ile karekterizedir (3). AH tiim
demans olgularinin %50-80’ini olusturmaktadir. 19601 yillara kadar siklikla goriilen
bir hastalik olmadig: ve ilk tanimi yapildiginda sadece belirli bir yas sonras1 goriildiigii
distiniilmistir (4).

AH artan yasla beraber demasta ilerleme meydana gelmektedir. Demans 6grenme,
bellek, oryantasyon kisilik ve mental bozukluklar sonucu ortaya ¢ikan bireyin sosyal ve
calisma hayatin1 etkilen merkezi sinir sisteminde goriilen nérodejeneratif hastaligidir.
AH erken baglangic doneminde, otozomal dominat gegis 6zelligi oldugu ve vakalarin
%3-5 bu nedenle meydana geldigi belirtilmektedir. AH patolojisi incelendiginde
beyinde noronal hiicrelerde bozulma, hiperfosforile olmus tau proteinlerinden kaynakli

intraseliiler NFA ve ekstraseliiler AP agregatlarinin oldugu goézlenmektedir (sekil 1) (5).

Sekil 1. Normal ve AH beyin hiicresi farki (6)



AH’da beyinde mikroskobik diizeyde saptanan karakteristik lezyonlar senil veya ndritik
plaklar ~ ve  norofibriler = yumaklardir.  Mikrotiibiillerin ~ organizasyonu  ve
stabilizasyonunda rol alan tau proteinlerinin hiperfosforile formlari norofibriler
yumaktaki ana protein iken, amiloid prokiirsor protein (APP)’den kaynaklanan AP senil
plaktaki (ana peptid icerigi AP42) ve amiloid anjiopatideki temel proteindir (7). Bu
lezyonlar 6zellikle beynin temporal bolgelerinde ve kortikal alanlarinda goriliir ve
bunlara ndéron ve sinapslardaki dejenerasyon eslik eder. Ayrica norovaskiiler
disfonksiyon, hiicre siklus anomalileri, inflamatuvar siiregler, oksidatif stres ve
mitokondriyal disfonksiyon altta yatan patogenezler arasinda sayilmaktadir (8-11).
Amiloid plak sayisi ile demansin siddeti arasinda da bir pozitif korelasyon saptanmistir

(12).
2.2 Alzheimer Hastaligimin Tarihgesi

AH iizerine yapilan c¢alismalar hastaligin baslanging evrelerinde olusan gen
mutasyonunun neden oldugu molekiiler degisim ve c¢evresel faktorler {izerine
yapilmaktadir.

Dr. Alois Alzheimer 1901 yilinda 51 yasindaki bayan hastasini 5 y1l boyunca takip
etmistir (13). 1906 yilinda hastasinin 6limii iizerine Miinith Psikiyatri Klinigi’nde
hastanin postmortem incelemesi yapilmistir. Otopsi giimiis boyasi ile daha once
gozlemlenmeyen senil plaklar, distrofik ndritler, ndrofibriler yumaklar ve serebral
kortekste belirgin yaygin atrofi ve hiicre kaybi tespit etmistir. Dr. Alzheimer 1906
yilinda Giiney Bati Alman Akil Hastaliklar1 Uzmanlar1 Kongresinde bu bulgular
serebral korteksin tuhaf bir hastaligi adiyla sunmustur (14). Hastalig1 Dr. Alzheimer
klinik sefi Dr. Emil Kraepelin Alzheimer ismini vermis ve 1911 yilinda demans
literatiiriine girmis ve hastalik ayn1 y1l Fullerin makalesinde Alzheimer Hastalig1 vaka
bildirisi olarak yayinlanmis ve 150 hastadan toplanan verilerle birlikte AH olarak

bilinmesi saglanmistir (15).
2.3 Alzheimer Hastalig1’nin Epidemiyolojisi

AH ilgili yapilan arastirmalarda, Bat1 Avrupa ve Birlesik Amerika'da demanslarin %50-
70'inin AH kaynakli olmasina ragmen Rusya ve Japonyada ise multi infarkt demaslarin

daha ¢ok oldugu belirtilmistir (9). 2050 yilina kadar tiim diinyada 135 milyon insanin
5



AH hastast olacag: diisiiniilmektedir (2). ABD’de 65 yas lizerindeki insanlarin %13’e
yakininda, 85 yas iizerindeki insanlarin ise %43’liikk kisminda AH oldugu tespit edilmis
ve 65-85 yaslar1 arasinda hastaligin prevalansi bes yilda bir iki kat artacagi rapor
edilmistir. Tiirkiyede 70 yas lizeri yapilan calismada ise prevalansin %11 oldugu ve
250-300 bin AH’s1 oldugu belirtilmistir.Sekiz bin insan {izerinde AH’lifinin genetik
etkisi aragtirllmis ve APOE-e4 geni lizerine arastirma yapilmistir ve arastirma
sonucunda, cinsiyete gore Onemli farkliliklar oldugu belirtilmistir. AH kadinlarda
erkeklere oranla daha fazla goriildiigli ve 65 yasinda olan her 6 kadindan birinin
Alzheimer hastasi olurken, erkeklerde ise bu oranin 11 erkekten biri seklinde oldugu

belirtilmistir (16).
2.4. Alzheimer Hastaliginda Klinik Semptomlar

AH, son yillarda tlizerinde en fazla calisilan hastaliklardan biridir ve sinsi baglayip yavas
ilerleme gostermektedir. Bu yiizden hastaliktan korunmak i¢in belirleyici diagnostik
testler ve etkin bir tedavi heniiz bulunamamistir (17). AH’1n ilk asamasindaki temel
belirtisi bellek bozuklugudur ve hastaligin seyri arttikca dil (afazi), motor islevler
(apraksi), algi (agnozi) gibi 6zel kognitif alanlarda ilerleyici bozulmalar meydana
gelmektedir.

AH ilerleyici bir hastaliktir, bu nedenle demans siddetine gore smiflandirmalar
yapilmistir.  Yapilan bu smiflandirmada yaygin olarak Reisberg’in  Global
Degerlendirme Olgegi (GDO) ya da Mini Mental Durum Testi (MMDT)
kullanilmaktadir. AH’da bu evreleri klinik duruma gore 7 evreye ayrilarak tanimlama
yapilmaktadir. (18)

Evre 1; baslangic evresi sayilmakta AH’da biligsel yonden az sayilabilecek bulgular
olusmaya baglamakta ve MSS patalojik yonden birgok farkli bulgular meydana
gelmektedir.

Evre 2; bu evrede hastalarda ¢ok hafif biligsel bozulma meydana gelmektedir ve hasta
nesnelerin yerini unutmaya baslamistir ama iletisim becerileri devam etmektedir.

Evre 3; bu evre hafif bilissel bozulma evresidir ve hasta tanmidiklarinin isimlerini
unutmaya baslamakta esyalarmi kaybetmeye ve organizasyon yetenekleri azalmaya

baglamaktadir.



Evre 4; Orta bilissel bozulma olarak degerlendirilir ve kisa bir siirede bellekte
zayiflamalar meydana gelmis hasta sosyal yonden i¢ine kapanmaya baslamistir

Evre 5; Orta veya siddetli billgsel bozulma evresi olarak degerlendirilir. Artik hasta yer
ve zaman kavramlar ile ilgili tam bir karisiklik yasamaktadir. Objeleri tanimada zorluk
cekmetedir (agrazi), motor becerileri bozulmus (apraksi) ve fiziksel ihtiyaglarin
kargilamak icin yardima ihtiya¢ duymaktadir.

Evre 6; Hastada siddetli bilissel bozulma baslamaktadir. Konusma becerisini
kaybetmeye baslamistir (afazi). Fiziksel ihtiyacalar1 i¢in disaridan tamamen yardima
ihtiya¢ duymaktadir.

Evre 7; Cok siddetli billissel bozulma evresi ve ge¢ donem olarak belirtilmektedir.
Hastanin konusma yetenegi tamamen kaybolmus tam bir gdzetim gerekmektedir.
Evrenin son doneminde ise yutma giicliigii goriilebilmektedir. AH tanmi1 konulan
hastalarin ¢cogunda biligsel zayifliga ek olarak davranislarda degisiklik ve psikiyatrik
degisiklikler depresyon, anksiyete, ajitasyon, sanrilar, saldirganlik, amagsiz dolasim gibi
belirtiler ortaya ¢ikmaktadir ve hastalarin biiyiik bir kisminda bradikinezi ve rijitide gibi
belirtiler goriiliirken, hastalarin kiiciik bir grubunda ise miyoklonus ve ndbetler

gorilmektedir (19-20).
2.5. Alzheimer Hastahiginda Tam

AH klinik tan1 konulurken iki 6l¢iit kullanilmaktadir. Bunlardan birisi, Ulusal Norolojik
ve lletisim Hastaliklari Enstitiisii ve Inme-AH ve Iliskili Hastaliklar Dernegi tarafindan
gelistirilen tan1 olgiitli, digeri ise Tanisal ve Sayimsal El Kitab1 ol¢ttiidiir ve bu dlgiitler
kullanilarak tani konulabilmektedir. AH’de tan1 daha ¢ok demansin nedenini anlamaya
yoneliktir. Hastaya tamida fizik ve noropsikolojik muayene yapilmaktadir.
Noropsikolojik muayenede en basta mini mental testler yapilmakta bu testlerle hastanin
dil foksiyonlari, okuma yazma, anlama planlama, uyum gibi hafiza degerlendirilmesi
yapilmakta ve ayrica labaratuar testlerindende faydanilmaktadir (21).

Vitamin B, , , folikasit, hemosistein, tiroid, bobrek fonksiyon testleri, kan sekeri, kan
sayimmi, elektrolidlere ve HIV serolojisine bakilmakta ve gerekli durumlarda beyin

omurilik s1visinda da tau protein ve AB42 protein dl¢limleriden de faydalanilmaktadir.



Demans tanisinda radyolojik goriintiileme yoOntemlerine bakilmakta bilgisayarli
tomografi, manyetik rezonans goriintiileme, pozitron emisyon tomografi gibi yontemler

kulanilmaktadir (21).

2.6. Alzheimer Hastah@imin Tedavisi ve Kullamlan ilaclar

AH bir asirdir biliniyor olmasma ragmen radikal ve kokli bir tedavisi heniiz
bulunamamistir. Fakat klinik uygulamalar kullanilarak AH biligsel fonksiyonlari
tyilestirmek, duygusal ve psikolojik degisiklikleri kontrol edebilmek ve hastanin mevcut
yasam seviyesini iyilestirmek i¢in bazi semptomatik tedavi yaklagimlart gelisirilmistir.
AH tedavisinde belirli bir protokol mevcut degildir. Noron kaybi ve kaybin geri
dontistiiriilemez olmas1 buna bagl olan kolinerjik sistemdeki etkilerin azaltilmasidir.
Amerikan Gida ve ila¢ Dairesi (FDA) AH tedavisinde 4 tane kolinesteraz inhibitorii
(takrin, donepezil, rivastigmin, galantamin) ve N-metil-D— aspartat (NMDA)
antagonisti olan memantini onaylamistir (22-23).

AH oncelikli birincil tedavisinde kolinerjik ajanlarla beyindeki kolinerjik fonksiyonlarin
artirtlmasi, AP olusumunu engelleyebilmek norofibrillerin 6nemli bir elementi olan tau
proteinlerinin miidahale edebilmek, kolinerjik eksiklik disindaki norotransmitter
eksikliklerine yonelik tedavi sinir biiyiime faktorleri ve dstrojen kullanimi ile kolinerjik
atrofinin Onlenebilmesi ve antioksidanlarin kullanilmas: ile serbest radikal kaynakli
oksidatif hasarin azaltilabilmesi ve antiinflamatuar ilaglarin kullanilmasi ile
inflamasyonun azaltilmasi amaglanmaktadir (24-25).

AH ikincil tedavisinde ise amag¢ hastaligin ortaya ¢ikis siirecinde meydana gelen
depresyon, sanrilar, bunalti, ajitasyon ve uyku bozuklugu gibi semptomlara yonelik olup
bu bulgularin giderilmesi veya azaltilmasina ve hastanin yasam kalitesinin artirilmasi,
hastaligin ilerleyisini azaltmak amaclanmaktadir (26).

AH biligsel bozuklugun giderilmesine yonelik kullanilan ilaglarin en basinda kolinerjik
ajanlar gelmektedir; ¢linkii AH korteks ve diger beyin bolgerinde kolinerjik hiicre kaybi
ve biligsel yikim meydana gelmektedir. AH asetilkolin transferaz ezim aktivitesinin

diisiik olmasindan dolay1 en ¢ok kolinerjik noronlarda harabiyet meydana gelmektedir.



2.6.1 Kolinesteraz inhibitorleri

AH serabral kortekste ve beyin sapinda kolinerjik sistemdeki yetersizlik sonucunda
amiloid plaklar ve norofibriler yumaklar meydana gelmektedir. Kolinesteraz inhibitorler
kolinerjik sistemin diizetilmesinde ve asetilkolinin neden oldugu intrasinaptik yikimini
geciktirmekte ve etkisini uzatmaktadir. Kolinesteraz muskarinik ve nikotinik etkiyle
toksik amiloid prekiirsiirin olugmasin1 engellemeye ¢aligir, biliyiime faktorlerinin
sentezini artirir, noronal dejenerasyonu azaltirlar, muskarinik ve nikotinik tau
proteininin fosforilasyonunu azalmasinda 6nemli etki gostermektedirler. Ayrica orta ve

hafif siddette AH’da denenmis bilissel olarak yararli oldugu belitilmistir (26).

2.6.2 Kognitif Bozukluga Yonelik Tedaviler (26)

2.6.2.1. Kolinerjik etki gosteren ilaclar:
= Asetilkolin esteraz inhibitorleri:

= Reversibl: Donepezil, rivastigmin, galantamin, takrine, MDL 73, MDY 745.

= Jrreversibl: Phsostigmin, synapton, metrifonat, eptastigmin, suronakrin,
velnakrin.

= Kolinerjik agonistler: Aviva, BC-PS, ENS, C1-979.

* Muskarinik ve kolinerjik reseptdr agonistleri: Xanomeline, Milameline

Talsaclidin, YM796.

2.6.2.2. Metabolik ve vaskiiler etki gosteren ilaclar:
* Antioksidanlar (vitamin E ve C, ginkobiloba eksterleri, ginseng ekstreleri,

pentoksifilin, propentofilin, idebenon, selenium, L—karnitin (mitokondrilerde
uzun zincirli yag asitlerinin birikimini azaltir), Koenzim Q
= Nootropikler (pirasetam, oksarisetam, anirasetam, etirasetam, pramirasetam).

Antioksidan Ilaclar
Biyolojik sistemde serbest radikallerin etkilerini ortadan kaldirmak i¢in kompleks bir

savunma sistemi gelismistir ve bu sistemlere antioksidan savunma mekanizmalar1 ya da
antioksidanlar adi verilir (27)

AH’da A proteini, serbest-radikal olusumuna neden olur. Serbest radikallerin birikimi
ve lipid peroksidasyonuyla noronal hasara neden olur antioksidan ilaglar A proteinin

olusturdugu toksik etkiyi azaltir. Bu durumda olusan ndéron hasarit AH beyinde kalici



hasara yol agmakta ve meydana gelen bu hasara bagli olarak membran lipidleri,
proteinler ve DNA’ da zarar gormektedir (27).
AH oksidatif hasardan kaynaklanan ndrodejenerasyonu onlemek amaciyla bir c¢ok
antioksidan kullanilmaktadir (27). Kullanilan antioksidanlar;

= Enzimler (SOD, CAT, GSH-Px)

* Proteinler (Albumin, seriiloplazmin)

=  Selenyum

= Askorbik asit (C vitamini)

= Tokoferoller (E vitamini)

= Karotenoidler

= Flavonoidler

= QGlutatyon ve tiyoller

»  Koenzim Q, ubikinon ve tiirevleri
Vitamin E ve C’de AH ilerleyisini yavaslatmak i¢in kullanilmaktadir. Ayrica Ginkgo
biloba AH kognitif diizelmede faydali oldugu belirtilmistir.
2.6.2.3. Biiyiime faktorleri:

Sinir hiicresi biiylime faktorii (NGF).

2.6.2.4. Amiloid olusumuna etki gosteren ilaclar:

= AB-peptid asisi,

= Sekretaz inhibitorleri.

2.6.2.5. Davranmis semptomlarina etki gosteren ilaglar:
= Noroleptikler (haloperidol, tioridazin),
=  Antipsikotikler (risperidon, olanzapin, quetiapin, klozapin),

* Benzodiazepinler (diazepam, oksazepam, klonazepam, lorazepam),

Antikonviilzanlar (karbamazepin, valproik asit),

Antidepresanlar (seratonin gerialim inhibitorleri sertralin, fluoksetin, sitalopram

ve trisiklik antidepresanlar)

2.6.2.6. Digerleri:
= Nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar (NSAII),
= Ostrojen, monoaminoksidaz (MAO) inhibitérleri,

= Statinler, nimodipine, alkar.
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2.7 Alzheimer Hastaligi’nin Genetigi

AH’da genetik faktorlerle birlikte hastaligin gelisiminde ¢evresel faktorlerin etkilesimi
bulunmaktadir. AH’da genetik ve ¢evresel faktorlerin birbiri ile biiylik oranda etkilesimi
s0z konusudur. Yapilan ¢alismalarda Alzheimer hastalarinin ancak %35’inin Mendelien
otozomal dominant gegisli hastaliga yakalandig1 belirtilmistir (28).

AH genetik olarak incelendiginde, degisik genlerin etkileri saptanmistir. Bu genler
amiloid prekiirsor (APP), presenilin-1 (PS-1), presenilin-2 (PS-2), ve apoliprotein E
(ApoE) genleridir. Ayrica bu genler otozomal dominant gegis kaynaklidir.Bu genlerin
gorevleri ¢ok iyi bilinmemektedir.PS-1 geni 14 numarali kromozomda, PS-2 geni 1
numarali kromozomda, APoE geni 19 numarali kromozumun yapisinda, APP ise 21
numarali kromozumda yer almaktadir. APP’nin 21 numarali kromozomda olmasi, yash
Alzheimer Hastalarinda APP’nin artmis olmasi ile 40 yas iizeri down sendromlu
hastalarda noropatalojik bulgular arasinda benzerlik bulunmus olmasi nedeniyle
birbiriyle iligskilendirilmistir. Bu genlerdeki mutasyonlar her durumda APP’den
metabolize edilen proteinin atilamayip amiloid plaklar i¢inde biriken daha uzun bir

seklinin liretiminin artisina yol agabildikleri belirtilmistir (28).

2.8 Alzheimer Hastalhig1 Patolojisi

Alzheimer Hastaligina hem klinik hem de patolojik inceleme sonucu tani
konabilmektedir. Noropatolojik bulgular, ancak yapilan otopsi sonucunda elde
edilebilmekte ve konulan tanida ancak postmortem siirecte rol oynamaktadir, klinik bir
yarar1 olamamaktadir. Beyin dokusundan elde edilen patolojik 6rnekler makroskobik ve
mikroskobik bulgular olarak siniflandirilmaktadir. AH nin makroskopik ve mikroskopik
bulgularmin goriiniimii sekil 2°de verilmistir (29).

Alzheimer hastalarinda, yapilan incelemelerde bulunan makroskobik bulgularda,
beyinde, hipokampusta ve kortekste dnemli atrofi (kiigiilme) goriilmistiir. Mikroskobik
bulgularda ise, amiloid plak, norofibril yumaklar1 ve graniilovakuolar dejenerasyon

saptanmaktadir (29).
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Sekil.2. AH’da makroskokopik ve mikroskopik bulgularinin goriiniimii (29)

AH patogenezinde ilk ortaya ¢ikan bulgulardan biri de beyinde oksidatif strese bagl
olarak olusan degisikliklerdir (29). Noronlar oksidatif hasardan etkili bir sekilde
korunulabilse, hastaligin ortaya ¢ikmayacagi kanisina varmislardir.

Bu konuda calisan aragtirmacilarin bircogu, AH nin tamamen ya da kismen amiloidin
anormal islenmesi ve depolanmasina bagli olarak meydana geldigini belirtmislerdir.
Amiloidin patojenik sekli, amiloid prekiirsér proteininin (APP) anormal sekilde
kesilmesiyle olugsmakta ve AP 1-42 olarak isimlendirilmektedir. APP o sekretaz
tarafindan kesilmekte ve AP 1-42 ise, APP’nin B ve y sekretazlarla kesilmesi sonucu
olusmakta ve ¢dziinemeyen agregatlar olarak beyinde birikmektedir. Bu birikim sonucu
inflamatuvar yanitlar ve hiicre harabiyeti meydana gelmektedir. Olusan bu durum,
dejeneratif dongiliniin  O6nemli bir kismim1i olusturmaktadir. Ancak bu AH
patogenezindeki tek neden degildir. AH patogenezinde rol alan diger patolojik bulgular
ise tau proteininin anormal sekilde fosforillenmesi ve ndrofibril yumaklarin olusmasidir

(30,31).
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2.8.1. Amiloid beta (Ap) ve Norofibril Yumaklar (NFY)

Amiloid B proteini, 40-42 aminoasit uzunlugundadir. A 19. kromozom tarafindan
kodlanan bir transmembran protein olan APP birtakim proteolitik enzimler tarafindan
kesilerek ve metabolize edilmektedir ve amiloid plaklarin temel bilesenini
olusturmaktadir (32). Ap APP’nin hiicre i¢i bolgesi sayilan bir pargasidir ve birtakim
proteolitik enzimler tarafindan kesilerek ve metabolize edilmektedir. Kesim
gerceklestiren bu enzimler a, B ve y sekretazlardir. a sekretazlar, APP’ yi AR’ nin
ortasina yakin olan, ekstraseliiler bir bolgeden kesmektedir ve kesim sonucunda sAPP
denilen ve ¢oziilebilir olan yeni bir ekstraseliiler protein olusurmaktadir. Kesim sonucu
olusan bu proteinin sinaptik temas, norit uzamasi gibi etkilerinin yani sira hiicre i¢i
kalsiyum dengesinin saglanmasinda gorev aldigi belirtilmistir (33).

B sekretazlar ise APP amino u¢dan y sekretazda karboksi ugdan kesmektedir ve AP
olugmaktadir. Kesim sonucunda AP iceren ve ¢oziinemeyen maddeler birikerek amiloid
plaklar1 olustururlar. Olusan norotoksisiteyi, B sekretaz enziminin kesimi yaptig1 ve
olusan AB’nin uzunlugunu belirledigi diistiniilmektedir. Amiloid B’nin 40 ve 42
aminoasit uzunlugunda olan iki formu bulunmaktadir. 42 aminoasitlik AB formu daha
fazla birikme 6zelligine sahiptir (34, 35).

p Amiloid Plak

Hicre Disi

v Sekretaz

Hiicre igi

Sekil 3. APP’ nin B sekretazlar ile islenmesi (36)
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AP’nin amino ucunu olustururken, y sekretazlar ile kesimi sonucu, karboksi ucu olusur.
a sekretaz enzimi ile kesim sonucunda ise, AP olusumu engellemektedir(sekil 3).
John Hardy, AH ile ilgili olarak 2002 yilinda ‘Amiloid Hipotezi’ ni ortaya atmistir. Bu
hipoteze gore AP birikimi AH progresyonunu tetikleyen ilk patolojik bulgudur (37). Bu
nedenle son yillarda AH i¢in gelistirilen tedavi protokolleri 6zellikle Ap ndrotoksisitesi
tizerine yogunlagmistir.
Norofibril yumaklar, néronlarin sitoplazmasinda bulunan hiicre i¢i yapilardir ve 17
kromozomda kodlanmaktadir (38). Temel yapilar1 fosforile olmus tau proteinidir. Tau
proteini, mikrotiibiil iliskili protein ailesinin {iyelerindendir. Tau proteini; aksonal
transport, mikrotiibiil kararlilig1 ve hiicre iskelet biitiinliigiinde rol oynamaktadir. AH’da
asir1 aktif kinazlar ve etkinligi azalmis fosfatazlar, tau proteininin hiperfosforile olmasi
sonucu mikrotiiblile baglanma yeteneginin bozulmasina neden olurlar. Mikrotiibiile
baglanamayacak duruma gelen fosforile olmus tau, c¢oOziinemeyen c¢ift sarmalll
filamentler halinde polimerize olurlar. Bu filamentler birikerek, zaman igerisinde
intrandronal ndrofibril yumaklar haline gelirler.

(39).
Yapilan ¢alismalarda, apoptozda rol alan Bcl-2 ailesi proteinlerin (Bax, Bak, Bcl-2,
Bim, Bcl-w ve Bcl-x) ekspresyon seviyelerinin AH’inda hasar goren ndronlarda
degismis oldugu gosterilmistir (40). Bax ve Bak, pro-apoptotik ailenin iiyeleridir.
Hiicrede mitokondri membranina transloke olarak sitokrom C salinimini baglatir ve
hizlandirir. Bu olaylarin akabinde de apopotoz gelisir. Bcel-2 ve Bcel-XL ise anti
apoptotik ailesinin tiyesidir. Noronlarin da dahil oldugu bir¢ok hiicre tipinde apoptotik
hiicre 6liimiinii onlemektedir (41).
Oligomerik AB’nin Bel-2, Bim ve Bax’1n ekspresyon seviyelerini degistirdigi ve Bax’in
aktivitesinin genetik ve farmakolojik ablasyonunun in vitro ve in vivo ortamda
oligomerik AP araciligi ile siiprese edildigi gosterilmistir. Bu sonuglar, Bax’in
oligomerik AB’nin sebep oldugu noronal Sliimii indiiklemede 6nemli bir rolii oldugunu
gostermektedir (42).
AP yapmis oldugu primer norotoksik ve apoptotik etkinin yani sira AH progresyonuna
katkida bulunan noroinflamasyon gibi sekonder santral etkiler de gostermektedir.
Mikrogliyalar ~ beyindeki ana bagisiklik  hiicreleridir.  AB’nin  indiikledigi

noroinflamasyon santral olarak mikrogilayal aktivasyona neden olmaktadir (43).
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Mikrogliyal aktivasyon AH’nin gelisim siirecinde iki yonlii etki gostermektedir. Bir
taraftan uzun siireli AP stimulasyonu mikrogliyal disfonksiyona neden olmaktadir.
Bunun sonucunda artmis olan proinflamatuvar sitokin iiretimi noronal ve sinaptik
hasara neden olmaktadir. Diger taraftan ise AP uyarisi ile aktive olan mikrogliyalar AP
fagositozuna katilmaktadir. Boylece AP birikimini ve amiloid plak olusumunu

Oonlemektedir (44).

2.9. Alzheimer Hastaliginda Oksidatif Hasar

Serbest radikaller, besinlerin oksijenle yakilarak enerjiye ¢evrilmeleri sirasinda olusan
reaktif molekiillerdir. Oksijen molekiilleri yagam icin 6nemli bir molekiil olmakla
birlikte, metabolizma sirasinda serbest radikal kaynagi olarak bilinmektedir ve son
derece reaktif olan ara iirlinler olugsmasina neden olabilmektedir. Reaktif oksijen tiirleri
olarak bilinen bu molekiillerin zararl etkilerine engel olmak iizere antioksidan savunma
mekanizmalar1 gelismistir. Fakat bazi durumlarda mevcut antioksidan savunma sistemi
serbest radikallerin etkisini tamamen Onleyemez ve oksidatif stres meydana gelir.
Oksidatif stres, viicudun antioksidan savunmasi ile hiicrelerin yag tabakasinin per-
oksidasyonuna sebebiyet veren serbest radikallerin iiretimi arasindaki dengesizlik olarak
ifade edilir (Sekil 4).

Serbest radikaller dis yoriingelerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron
bulundururlar ve organik ve anorganik molekiiller olarak yer alabilirler. Oksidasyon
sistemi, oksijen veya azot bazli molekiillerin eslesmeyen elektronlarla olusturdugu ROS
ve RNS'den olusur. Eslesmeyen elektronlardan dolayi, serbest radikaller kararsiz
davranirlar ve diger molekiillerin elektronlarini elektronlartyla eslestirebilmek i¢in fazla
reaktif Ozellikleriyle alabilirler. Eslesen elektronlar1 kaybederek serbest radikal haline

gelirler (45).
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Sekil 4. AH'de oksidatif stresin mekanizmasi (46).

Oksidatif stresle birlikte bulunan bu reaktif oksijen tiirleri, ¢ogunlukla proteinlere ve
DNA’ya hasar vermektedir ve ateroskleroz, kalp rahatsizliklari, kanser, ndrodejeneratif
hastaliklar, seker hastaligi, akut bobrek yetmezligi, akciger hastaliklari, bronsit ve
alkole baglh karaciger hastaliklar1 gibi yaslanma ile iligkili patolojik durumlar ortaya
¢ikmasina sebep olur (27).

Serbest radikallerin dogrudan 6lgme metodlarinin zor olusundan dolayi, serbest radikale
bagli doku hasarlarinin tesbiti amaciyla oksidatif hasar sonucu olusan {iriinlerin
Olciilmesi yoluna gidilmektedir (47).

ROS tarafindan yapilan harap edici etki AH’da ¢ok belirgin olmaktadir. Oksidatif
hasara maruz kalan ndronlarda lipid peroksidasyonu, nitrasyon, reaktif karbonillerin
olusumu ve niikleik asit oksidasyonu artmaktadir. Oksidatif hasara bagl bulgular,
AH’na bagh diger bulgu ve semptomlar ortaya ¢ikmadan once saptanmaya baglanir.
Yani oksidatif stres, AH katrakteristik bulgularinin olusmasina onciiliik etmektedir.
Oksidatif stres belirtegleri, AP birikimi baslamadan 6nce AH’da saptanmaktadir (29).
Bir¢ok arastirmada, AH nin serbest radikal olusumuna sebep oldugu 6ne siiriilmektedir.
AH’da beyinde demir, aliiminyum ve civa yogunluklarimin artmasi artmis lipid
peroksidasyonu, artmis protein ve DNA oksidasyonu, beyinde bozulmus enerji
metabolizmasi, ndrofibriler yumakta saptanan glikolizasyon son iirlinleri, MDA,

peroksinitrit, karbonil, artmis nitrik oksit ve siiperoksit radikalinin etkilesimi ile olusan
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ndron dejenerasyonu oksidatif stresi destekleyen kanitlar oldugu belitilmistir (7). AH'de
AP toksisitesi sekil 5’de verilmistir.

APP mutations

ApoE4 and

Presenilin mutations other mechanisms

Inflammatory
response

Mitochondrial
dysfunction

Transcription
2 Factors (HNE) ROS
l PLAZ2 DNA/RNA oxidation

|  Synaptic damage
| Cytoskeletal alterations

/

~— Cytoskeletal
alterations
Transport protein
alterations

Alzheimer's
disease

Sekil 5. AH'de AP toksisitesi (48)

2.10. Astrositler

Glia hiicreleri arasinda astrositler sayr olarak en fazla bulunandir. Astrositler yapisal
destek saglamakta, onarimlar sirasinda ve metabolik faaliyetler sirasinda gorev
almaktadirlar. Ayrica kan beyin bariyeri elamanidir. Astrositler bulunduklar1 bdlgeye
gore ikiye ayirabiliriz. Gri madde ig¢inde bulunan protoplazmik astrositler ve beyaz
madde icinde yer alan fibriler astrositlerdir. Aralarindaki fark yapilari ve yerlesim
yerleridir. Protoplazmik astrositler ince dallanmalar ve kiiresel dagilima sahiptirler,
fibriler astrositler ise uzun ve lif seklinde dagilim gosterirler. Astrositler yildiz seklinde
olup, kiiciik hiicrelerdir (Sekil 6). Cekirdekleri genis, kiiresel veya eliptik seklindedir.
Sitoplazmasinda hiicre uzantilarina dogru glial fibriler asidik protein (GFAP) igeren
glial iplikler bulunur. Beyin parankimal hasar olgularinda, astrositer hiicreler; yogun
hiicresel ¢ikintilar seklinde ag meydana gelir. Astrositler hiicreler kollajen yapamazlar.
Sitoplazmik hasara yaniti hiicrenin iskelet proteini olan GFAP sentezinin artmasiyla

sisebilirler. Bu tiir hiicrelerin sitoplazmasi, ¢ekirdegin etrafindaki boliimlerde kolaylikla
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gbzlemlenebilen eozinofilik boyama ile karakterize edilir ve gemistositik astrosit

hiicreler olarak isim verilmektedir. (49, 50).

i v
Sekil 6. Astrosit hiicreler
2.10.1 Astrosit Hiicrelerin Fonksiyonlar:
Astrositler beyinde norotrasimitlerin hemostazisinde ve oksidatif strese karsi olusacak
noronal hasar1 6nlemede 6nemli gorev alirlar (51, 52).
Astrositler ROS’lara karsi savunma mekanizmasi olarak noronlardan daha gili¢liidiir.
Astrositlerin oksidatif strese karsi daha giiclii olmasi antioksidatif etkilerinin sebebi
olarak GSH, Askorbat, Vitamin E ve antioksidanlarla CAT ve ROS detoksifikasyon
enzimlerinden kaynaklandigr belirtilmistir. GSH beyinde bulunan o6nemli bir
antioksidandir ve glutamat, sistein ve glisin amino asitlerinden meydana gelen bir
tripeptitdir. Noronlar ve astrositler kendi GSH’larn1 sentezleyebilirler ama ndronlar
sistein ihtiyagini karsilayabilmek i¢in astrositlere bagimli durumdadirlar.
Asrositler tarafindan sentezlenen ve salinimi saglanan antioksidan ise hidrojen siilfiirdiir
(H2S). HoS viicudun bazi boélgelerinde iiretilen ozelliklede sinir sistemi gibi bazi
sistemlerde Onemli gorevleri bulunmaktadir. H>S noronlar1 oksidatif strese karsi
korumaktadir. H,S astrositleri hidrojen peroksit (H202)’in neden oldugu noronal hasara

kars1 korumaktadir (53). Astrositler tarafindan salinan diger bir molekiilde aktive néron
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koruyucu protein (ADNP)’dir. ADNP beyin gelisiminde 6nemli rol oynar ve sinir
sistemini giiclendirdigi belirtilmistir (54-56).

Astrositlerdeki diger bir molekiilde beyinde ana inhibitor ve nérotrasmitter olan
GABA’dir. GABA’nin sentezi sadece noéronlarda degil astrositlerdende GABA’nin
salinimi1 belirtilmistir (57-58).

Astrositler kan damarlarinin etrafin1 g¢evreleyerek metabolik olarak destek saglarlar
noronlar i¢in Onem tasiyan enerji kaynagi olan laktat molekiiliiniin temin edilmeside
gorev alirlar. Noronlar hiicre disindan glukozu direk alabilirler ama ndronal aktivitenin
artmasiyla daha fazla enerjiye ihtiya¢ duyarlar ve bu ihtiyag1 karsilamada astrositlerden
yardim alirlar (59-62).

Astrositler diger bir 6zelligi glukozu glikojen seklinde depolama o6zellikleridir ve
Santral Sinir Sistemi (SSS) gerekli glikojenin tamamin astrosit hiicrelerinin depoladigi
belirtilmistir (59, 62).

Noronlarda glikojen sentezi icin ihtiya¢i olan enzimler bulunmasmna ragmen bu
enzimler baskilandig1 i¢in enzimleri kullanamamakta ve néronlarda bu enzimler
Ubikiitin-Proteozom sistemi (UPS) enzimleri tarafindan yikilip par¢alanmaktadir. Bu
enzimlerin baskilanmasi sebebiyle glukoz glikojen seklinde depo edilmemekte ve
okside olmaktadir. Noronlarda oksidatif strese karsi molekiil sentezi baslamaktadir.
Hiicre i¢inde glikojenin artmasiyla ndronal toksitite artmakta ve ndronal apoptoz
meydana gelmektedir (59, 63-64).

Astrositlerde enerji seklinde depo edilen glikojen noronal enerji ihtiyagini karsilamaya

calistig1 belitilmistir (59,64).

2.11. Nesfatin-1

Nesfatin-1, 2006 yilinda ilk olarak Oh ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanmistir.
Nesfatin-1, 82 amino asitten olusmaktadir. Molekiiler agirhgr 9,7 kDa’dir ve
hipotalamusta yer alan tokluk molekiilii oldugu belirtilmistir (65).

Oh ve ark. tarafindan, Nesfatin-1’in, NEFA / niikleobindin2 (NUCB2)’den tiireyen bir
amino-terminal fragmenti oldugunu bildirilmistir. NUCB2, toplam 396 amino asitten
olusan bir protein olup, 24 amino asitlik kismu bir sinyal peptidini olugturmakta ve

istahin kontroliinde gorev almaktadir (65, 66).
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NUCB?2 molekiiliiniin C-terminal fragmenti besin diizenlenmesinde gérev almaktadir. N
terminali ise besin aliniminda énemli gorev almaktadir ve nesfatin-1’de NUCB2'nin N
terminal bolgesinden kaynaklanan bir fragmenttir (66).

Sekil 7°de verildigi tizere, NUCB2'nin 396 amino asidinden ilk 1 ile 82 aminoasit kismi1
nesfatin-1’1, 85 ile 163 aminoasit kismi nesfatin-2’yi, 166 ile 396 aminoasit kismi ise
nesfatin- 3’0 olusturmaktadir (67). Nesfatin-1’in; N23 (1 ile 23), M30 (24 ile 53), C29
(54 ile 82) olmak iizere 3 alt kisimi bulunmaktadir. Bu 3 alt kissmdan M30; nesfatin-

I’in besin aliniminda etki gosteren kismidir.

NuUCB2
—24 1 82 85 163 166 396
— _SEl) Nestatini Wy  Nestatn2 Jr Nesfatin-3 Ny

Prohormon

donistiridcu 23 53

enzim 1 82

= N23 M30 Cc29 L
Nesfatin-1

Mid-segment (30 aa): PDTGLYYDEYLKQVIEVLEETDPHFREKLQK

Sekil 7. Nesfatin-1 alt segmentleri (65).

NUCB2 prohormon konvertaz tarafindan bazi proteolitik islemlerden gecirilmektedir.
Sonugta nesfatin-1 (1 ile 82 amino-asit rezidiisii), nesfatin-2 (85 ile 163 amino-asit
rezidiisi) ve nesfatin 3 (166 ile 396 amino-asit rezidiisii) meydana gelmektedir.
Nesfatin-1, karanlik fazda yeme isteginin azalmasi, kilo alimi1 ve yaglanma {izerine
santral etkiler gostermektedir (68).

Beyinin bir¢ok bolgesinden sentez edildigi gosterilen nesfatin-1’in yapilan ¢aligmalarda
sadece beyinde degil, yag doku, mide, pankreas, kolon, karaciger, testis gibi periferik
dokularda da bulundugu gosterilmistir. Nesfatin-1 kan beyin bariyerini iki yonlii olarak
ve sature olmayan mekanizmalarla gegmektedir. Yar1 omrii yaklasik 9-10 dakikadir
(69,70).

Rat ve farelerde yapilan c¢alismalarda hipotalamusta paraventrikiiler nukleusta,
supraoptik nukleusta, lateral hipotalamik alanlarda, arkuat nukleusta nesfatin
sentezlendigi gosterilmistir (65).
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Ayrica strese yanitta rol alan limbik, pontin ve kortikal nukleuslarda ve vagus sinirinin
dorsal motor nukleusunda ve spinal kordun pregangliyonik sempatik ve parasempatik
noronlarinda da sentezlenmektedir (71-73).

Santral sinir sistemindeki bu yaygin dagiliminin yaninda periferde hipofizde, midede,
pankreasta, testiste ve yag dokusunda sentezlendigi kemirgenlerde yapilan ¢aligmalarda
gosterilmistir (74, 75).

Immiino boyama arastirmalarinda; sicanlarin NUCB2/nesfatin-1 igeren proteinleri istah
ve metabolizmanin  diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan hipotalamusun
paraventrikiiler, arkuat, supraoptik ve traktus solitaryus g¢ekirdeklerinde, lateral
hipotalamik alan, dorsomediyal hipotalamik ¢ekirdek, zona inserta, spinal kordun hiicre
govdeleri (akson terminalinde bulunmamaktadir), vagusun dorsal ¢ekirdegi ve hipofiz
bezinde bulundugu gosterilmistir (65, 68, 71-73, 76-78).

Santral salimimi indiikklenen nesfatin-1 korku ve anksiyete davraniglarina,
hipertansiyona, sempatik aktivasyona ve gastrik bosalmanin gecikmesine neden
olmaktadir (79-82). Bu bulgular1 destekleyen baska calismalar da vardir. Abdominal
cerrahi, lipopolisakkarit enjeksiyonu ve diger baskilayici stres etkilerine maruz kalma
durumunda santral nesfatin-1 immunoreaktif néronlarin aktive oldugu saptanmistir. (68,
80, 83-84).

Uretan-anestezi ~ uygulanmis  siganlarda,  nesfatin-1'in  intraserebroventrikiiler
enjeksiyonunun, bobrek iizerindeki sempatik sinir c¢ikisina etkisini incelemistir.
Nesfatin-1'in intraserebroventrikiiler enjeksiyonu renal sempatik sinir aktivitesini ve kan
basincint doza bagimlhi bir sekilde uyardigi goriilmiis ve melanokortin sisteminin
nesfatin-1 enjeksiyonunun neden oldugu sempatik eksitasyon {iizerindeki roliinii
arastirilmistir. Melanokortin-3/4 reseptor antagonisti SHU9119 ile 6n islem, nesfatin-
1'in neden oldugu sinir aktivitesi ve kan basincindaki artis1 ortadan kaldig1 goriilmiistiir.
Sonug olarak, nesfatin-1 uygulamasinin bdbregin sempatik sinir aktivitesi tizerindeki
uyarici etkileri merkezi melanokortin sistemine bagli olabilecegi diistiniilmektedir (80).
Obssesif bozukluk tanisi olan hastalarda ve hasta olmayan bireylerde plazma nesfatin-1
diizeyleri olgiilmiistlir. Obssesif bozukluk tanisit konulan hastalarda plazma nesfatin-1
diizeyinin yiiksek oldugu ve bu peptidin 6nceden bilinen anoreksijenik etkilerinin

disinda anksiyete durumlarinda potansiyel roliiniin olabilecegi de diistiniilmektedir (85).
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Adriamisin uygulamasinin rat kalp dokusunda Nesfatin-1 immiin reaktivitesi etkilerini
arastirilmis ve bu ¢alismada, Wistar albino erkek sicanlara genis spekturumlu bir kanser
ilact olan ve istenmeyen etkilerinde kalp yetmezligi ve kardiyomyopati olan adriamisin
uygulanmistir. Bu caligsma, oksidatif stresin adriamisin kardiyo toksisitesi patogenezi
icin gerekli oldugunu ortaya koymaktadir. Rat kalp dokusuna nesfatin-1 saliniminin
oldugu deneysel adriamisin uygulamasinin nesfatin-1 immiin-reaktivitesini azaltidi,
bununda adriamisinden kaynakli miyosit hasarindan dolay1 olusabilecegi
diistiniilmektedir (86).

Oksidatif hasara bagli hiicrede mitokondriyal sizinti sonucu proapoptotik protein olan
sitokrom C diizeyi artmakta. Ayrica sizan sitokrom C kaspaz3, aracili apoptoza da
neden olmaktadir. Yapilan diger bir calismada, nesfatin-1’in rotenon uygulanmis
MES23.5 dopaminerjik hiicreler ve altindaki mekanizmalar iizerindeki ndroprotektif
ekileri arastirilmistir. Yapilan ¢alismanin sonucunda, nesfatin-1 eklenmesiyle rotenon
kaynakli hiicre kaybinin Onemli derecede azaltigi belirtilmistir. Ayrica yapilan
calismada, nesfatin -1’in mitokondriyal disfonksiyonu ve anti-apoptik 6zeliklerinini
iyilestirerek noroprotektif etkisini rotenon’a karst dopaminerjik hiicreler {izerine
uyguladig1 gosterilmistir. Ayrica, nesfatin-1 tedavisi ile mitokondrinin korundugu ve
sitokrom C sizintisinin bloke edildigi gosterilmistir (87).

Leptin gen bozuklugu olan Zucker siganlarina intra-serebroventrikiiler yoldan nesfatin-1
uygulanmas1 gerekli olan besin aliniminda 6nemli derecede azalisa sebep olmus ve
siganlara nesfatin-1 antikorunun uygulanmasi ve leptin enjekte edilmesi sonucu azalisi
diisiiniilen besin alim oraninda degisiklik meydana gelmemistir. Ancak, melanokortin
peptidinin enjekte edilmesi ise hipotalamusta parviseliiler paraventrikiiler c¢ekirdegi
noronlarindaki NUKB2'yi kodlayan genin miktarin1 dnemli bir oranda yiikseltmistir. Bu
sonugclar, nesfatinl'in anoreksijenik faktor oldugunu belirtmektedir (65, 66, 82).

Panik bozukluk tanisi olan hasta grubu ile saglikli grup arasinda nesfatin -1 plazma
diizeyleri karsilagtirilmis, panik bozukluk olan hastalarda plazma nesfatin-1 diizeyi
konrol grubundan daha yiliksek bulunmustur. Panik bozukluk olan hastalarda,
anksiyetenin plazma nesfatin-1 diizeyi lizerinde etkili olabilecegi diigiiniilmiistiir (88).
Insan ve sican yag dokusu depolarinda NUCB2 / nesfatin-1 geni ve protein
ekspresyonunu arastirilmistir.  Ayrica, insiilin, deksametazon ve enflamatuvar

sitokinlerin etkileri ve gida yoksunlugu ve obezitenin nesfatin-1 ekspresyonu iizerine
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etkisi niceliksel RT-PCR ve Western blotlama ile incelenmistir. Yag dokusu NUCB2 /
nesfatin-1 ekspresyonu obezite ile birlikte artigi ve beslenme ve aglik durumlarinda
degisime ugradigi goriilmiistiir (89).

Nesfatin 1’in glukoz-insulin diizenlenmesinde de rolii oldugu saptanmistir. Yapilan
hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda izole fare pankreas adacik hiicrelerinde, nesfatin 1’in
glukoz bagimli insulin salinimini ve preproinsulin mRNA ekspresyonunu artirdigi
saptanmistir (90). Ayrica in vivo olarak aymi bulgular saptanmistir. Hiperglisemik
farelere intra vendz olarak nesfatin-1 enjeksiyonu yapilmis ve kan glukoz diizeyinin
distiigii saptanmistir (91). Nesfatin-1 antihiperglisemik etkisinin zamana, doza, insiiline
bagli oldugu yapilan bu ¢aligmada gosterilmistir.

Tarafindan yapilan ¢aligmada, travmatik beyin hasar1 sonrasi, nesfatin-1'in iltthaplanma
yanitlar1 ve néronal hiicre apoptozisi lizerindeki etkileri arastirilmistir. Wistar siganlara,
kafa travmasindan 0.5, 2, 4 veya 8 saat sonra intraperitoneal olarak 5, 10 veya 20 g / kg
nesfatin-1 uygulanmistir. Calisma sonucunda, Nesfatin-1’in, bu sicanlarda travmatik
beyin hasarindan sonra niikleer faktdr kappa-B'ye bagli inflamatuar cevaplart inhibe
edebildigi ve kaspaz-3 aracili ndronal hiicre apoptozunu azalttigi goriilmistiir. (92)
Dopaminerjik ndéronlarin  alisilmadik  elektrofizyolojik  6zelliklerinin  Parkinson
hastaliginin savunmasizligindan sorumlu oldugu belirtilmistir. Yapilan bir diger
caligmada, Nesfatin-1'in sican nigral dopaminerjik ndronlarinin elektriksel aktivitesi
tizerindeki etkileri arastirllmistir. Sonug olarak, nesfatin-1'in nigral dopaminerjik
noronlarin elektriksel aktivitesini postsinaptik olarak inhibe ettigi goriilmiistiir (94).
Nesfatin-1’in  uyku diizenlenmesi iizerine etkisini aragtirmiglardir. Melanin
konsantrasyon hormonu ve nesfatin-1 / NUCB2 (nesfatin) hem gida alim
reglilasyonunda hem de depresyonda rol oynamaktadir. Yapilan bu ¢alismada, MCH,
daha oOnce hipnojenik bir faktor olarak kabul edildiginden, nesfatinin uyaniklik
tizerindeki potansiyel rolii analiz edilmistir. Hizli g6z hareketi uykusu mimarisi ile
dorsolateral hipotalamusta ve zona incertada nesfatin ekspresyonu arasinda yakin bir
iligski oldugunu ortaya konulmustur (95).

Nesfatin-1 mRNA, hipotalamusun paraventrikiiler ¢ekirdeginde tespit edildiginden ve
gida alimimi degistiren bir¢ok peptitin de kardiyovaskiiler fonksiyonu etkilediginden,
merkezi olarak verilen nesfatin-1'in serbest hareket eden siganlarda ortalama arter

basincin1  etkileme yetenegini test etmislerdir. Bu c¢alismada, Nesfatin-1'in
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intraserebroventrikiiler uygulanmasindan sonra ortalama arter basincinda belirgin
artiglar gézlenmistir. Caligmada, melanokortin-3/4 reseptor antagonisti olan SHU9119
veya alfa-adrenerjik antagonist olan fentolamin ile On-muamelenin, nesfatin-1
tarafindan uyarilan ortalama arter basincinin artisini ortadan kaldirdigi goriilmiistiir.
Boylece, anoreksijenik etkilere ek olarak, otonom sinir sistemi aktivitesini uyarmak i¢in
nesfatin-1'in yeni bir fonksiyonu tespit edilmistir (96).

Epilepsi hastalarinda yapilan c¢alismada bu hastalardan alinan serum ve tiikiiriik
numunelerinde, Enzim Bagli immiino - Sorbent Testi (ELISA) ile nesfatin-1 diizeyleri
Olciilmiistlir. Bu ¢alismanin amaci, tiikriik ve serum Orneklerinde, epilepsi hastalari ile
normal kontroller arasindaki nesfatin-1 ve ghrelin konsantrasyonlarinda farkliliklar olup
olmadig1 Olclilmek ve nesfatin-1'in tiikriikk bezleri tarafindan yerel olarak iiretilip
tiretilmedigini belirlemektir. Calisma sonucu, nesfatin-1 seviyesinin antiepileptik tedavi
ile azaldig1 goriildigiinden, artmis nesfatin-1 konsantrasyonunun epilepsi ile iliskili
olabilecegi ve tikriik ve serum nesfatin-1 konsantrasyonlarinin epilepsi hastalarinda,
antiepileptik tedavilerin etkilerini izlemek icin biyolojik belirte¢ olabilecegi
belirtilmistir. Ayrica nesfatin-1’in tiikrilk bezi tarafindan iretildigi fakat {iretilen
miktarin beyin dokularindan tiretilenden 12 kat az oldugu belirlenmistir (97).
Intraperitoneal nesfatin-1'in subaraknoid kanama ile indiiklenen oksidatif beyin hasari
ve buna bagli ndrolojik semptomlar {izerine olas1 koruyucu etkilerini biyokimyasal,
norolojik ve histopatolojik yaklasimlari1 kullanarak arastirmiglardir. Bu caligmanin
sonuclari, subaraknoid kanamanin norolojik bozulma ve oksidatif beyin hasarinin
nesfatin tedavisi ile 1yilestigini ortaya koymaktadir (98).

Nesfatin-1'in serbest asit kullanim1 uyararak tip 2 diabetes mellitus (T2DM) iizerinde rol
oynadig1 ve ¢aligmada, diyabet farelerinde, nesfatin-1 (hem 1 mg / kg hem de 10 mg /
kg dozlarinda) tedavisi ile kan glikozu ve insiilin direnci katsayisinin diistiigii
bulunmustur (99).

Nesfatin-1, beta hiicrelerinde glukagon salgilanmasi i¢in yeni uyarici bir madde olarak
tamimlanmis ve Tip 2 diyabet adaciklarinda nesfatin-1'in azalmis ekspresyon
seviyesinin, hiperglisemiyi asmak i¢in telafi edici bir mekanizma saglayabilecegini
gostermislerdir (100).

Nesfatin-1'in azalmis serum seviyesinin, anti-inflamatuar etki ile sonuglanan obstriiktif

uyku apne sendromu (OSAS) ile iligkili oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismaya OSAS'l1
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toplam 196 hasta ve 104 saglikli birey alinmis ve Nesfatin-1 serum seviyeleri enzim
baglantili immiinosorbent assay ile dl¢iilmiistiir. OSAS hastalarinda serum nesfatin-1
diizeylerinin saglikli kontrollere gére anlamli olarak azaldig: gosterilmistir (101).
Kronik obstriiktif akciger hastalifi (KOAH) hastalarin1 inceleyen c¢alismada,
NUCB2/nesfatin-1'in  KOAH'ta sistemik inflamasyon ile iligkili yeni bir faktor
olabilecegini ve stabil amfizem tipi KOAH'a yeni bir enflamasyon faktorii olarak
kullanilabilecegi onerilmektedir. Calismada, KOAH'l1 43 erkek hastada plazma NUCB2
/ nesfatin-1 ve visfatin diizeyleri birlikte 6l¢tilmiistiir (102).

Yapilan diger bir ¢aligmada, Nesfatin-1'in dolasimdaki seviyeleri ile supraventrikiiler
tagikardi arasindaki iliski arastirilmistir. Calismada 80 hasta ve 40 kontrol grubu olmak
tizeri 120 hasta kullanilmistir. Cinsiyet ayrimi  yapilmaksizin  paroksismal
supraventrikiiler tagikardi olan hastalar, nesfatin-1 diizeyi, komorbid hastaliklar, serum
bobrek fonksiyonu degerleri ve hastalarin hayati bulgulart agisindan kontrol grubu ile
karsilagtirilmistir. Calisma sonucunda, Serum nesfatin-1 diizeyi ile supraventrikiiler

tagikardi arasinda istatistiksel olarak anlamli korelasyon bulunmustur (103).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1 Cahismada Kullanilan Ara¢ Gerec¢ ve Saf Malzemeler

Bu calismada, bir glia hiicresi olan astrositlerde A ile olusturulan AH modelinde yeni
tanimlanan bir hormon olan nesfatin-1 antioksidan etkilerini saptamak i¢in hiicrelere
uygulanmistir ve hiicre canliligi ile antioksidan parametrelerin diizeylerine bakilmistir.

Calismada kullanilan gerecler Tablo 1°de ve kimyasallar Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 1. Calisma arag ve geregleri

Cihaz adx

Laminer air flow

CO; inkiibatori

Tersfaz 151k mikroskop

Santrifiij

Elisa okuyucu

Buz tretect

Otoklav

Derin dondurucu (-20, -80 ve -152°C)

Etiv

Hassas teraziler

Saf su cihaz1

Su banyosu

Ph metre
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Tablo 2. Caligmada kullanilan kimyasallar ve kitler

Kimyasal maddeler

RPMI-1640 Medium

At serumu

Fetal sigir serumu (FBS)

PBS (phosphate buffered saline)

MTT

Tripsin-EDTA

Penisilin/Streptomisin

DMSO (Dimetil siilfoksid)

Tripan Blue

Etanol

GSX-Px kit

MDA kit

CAD kit

SOD kit

3.2 Calismada Kullanilan Yontemler

Calismada asagida siralanan yontemler kullanilmistir.

Astrosit Hiicrelerinin in Vitro Kosullarda Kiiltiirii

= Astrosit hiicrelerde hiicre kiiltiirii
» Donmus hiicre ¢ozdiiriilmesi
» Hiicrel pasajlama ve hiicre dondurulmasi

Hiicre Canlilik Testi (MTT)

» AP Toksisitesi ile In vitro Alzheimer Modelinin Olusturulmasi
= Nesfatin molekiiliiniin Doz Araliginin Belirlenmesi
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Oksidatif hasar testleri

= Katalaz,

= QGlutatyon peroksidaz,

=  Siiperoksit dismutaz,
Malondialdehit kullanilmastir.

3.2.1 Astrosit Hiicrenin in Vitro Kosullarinda Kiiltiire edilmesi

3.2.1.1 Astrosit Hiicreleri
Primer hiicre kiiltiirtinde 2-3 giinliik yeni dogmus sican beynin mekanik ve enzimatik

yontemler kullanilarak modifiye edilmesiyle astrosit hiicreler elde edilir ve astrositler
yapisal olarak belirli antioksidanlar1 yiiksek konsantrasyonlarda bulundurmaktadir.
Ayrica noronlardan daha direngli olduklarida belirtilmistir. Astrosit hiicre kiiltiiriinde
sican yavrularina Mc Carthy ve Vellis yontemi kullanilarak anestezik madde
verilmeden steril ortamda servikal dislokasyon ve dekapitasyon islemi uygulanmaktadir.
Bu yontemle beyin dokusu ¢ikarilarak hanks dengeli tuz ¢ozeltisi (HBSS) ve antibiyotik
iceren kiiltiir kabina alinir ve doku jole kivamina gelene kadar mekanik olarak
pargalanip HBSS ile yikanir ve Tripsin-DNAligaz eklenir. 37°C’de % 5 CO> basing¢da
ve % 95 nem iceren ortamda inkiibe edilmektedir. Astrositler tek tabakali ve yiizeye
yapisarak ¢ogalirlar. Biiylime ortamui i¢in,

% 10 at serumu

% 5 s1g1r serumu

% 1 penisilin/streptomisin kullanilmaktadir.

Besi yeri 2-3 giin araliklarla degistirilmelidir ve astrosit hiicreler yiizeye yapisir ve
bitisik duruma gelip ¢ogaldiktan sonra 1/3 oraninda pasajlanarak hiicre kiiltiiriiniin

devami saglanabilmektedir.

A: x40

Sekil 8. Faz kontrast mikroskobu ile 6rnek primer astrosit hiicre kiiltiirii
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3.2.1.2. Donmus Hiicrelerin Cozdiiriilmesi

Islem basamaklart

I.
2.

~

Daha once hazirlanmis olan +4°C’de saklanan medium 37 °C ‘de 1sitild1.
Dondurma tiipleri -152°C ‘den cikarilarak yaklasik 2 dakika su banyosunda

tutularak ¢ozdiriildii.

. Cozdiirilmiis olan hiicreler pipet yardimiyla siispanse edildi.15 ml tiiplere

aktarilarak iistiine 10 ml bliyiime ortami ilave edildi.
Tiipler 120 g’da bes dakika boyunca santrifiij edilerek islem sonrasi giivenlik

kabinine alind1

. Ust faz uzaklastirildi ve dipteki ¢okelti halindeki hiicre kiimesine 1 ml’lik

biliylime ortamu ilave edilerek pipet yardimiyla ¢ozdiiriilmeye calisildi. Sonraki
asama olarak, 2 ml’lik biiyiime ortami ilave edilerek hiicreler siispanse yapildi.
Hiicreler uygun hacme getirilerek, kiiltiir kaplarina alindi.

Kiiltiir kaplar1 37 °C sicaklikta bulunduran inkiibatér i¢inde inkiibe yapildi.

24-saat sonra ters fazli mikroskopla hiicrelerin yiizeye tutunmalari takip edildi.

3.2.1.3. Hiicrenin Pasajlamasi ve Dondurulma islemi

Islem basamaklar

1.
2.

3.

Hiicrelere pasajlama islemi yapilirken, kiiltiir kaplarindaki ortam uzaklastirildi.
25 cm®’lik kiiltiir kaplarma 1,5 ml, 75 cm?lik kiiltiir kaplarma 3 ml 37°C
sicakliga getirilen tripsin/EDTA eklenerek 2-3 dk 37°C’de inkiibatorde bekleme
islemine tabi tutuldu.

Hiicrelerin bulundugu kiiltiir kablar1 mikroskopla incelenip, hiicrelerin yiizeyden
ayrildig1 gozlendi. Bu gozlemden sonra tripsin/EDTA’nin hacim olarak 2 kati
biiyiime ortami ilave edildi. Birkag pipetleme islemi sonrasi, ayrilan hiicreler 15

ml tiiplere konuldu.

4.Tipler 120 g’de 5 dk. boyunca Santrifiije tabi tutuldu.

5.Santrifiijden sonra iist kisim uzaklastirildi.

6.Altta kalan hiicre pelleti 1-2 ml 1sitilan hiicre ortamiyla siispanse yapildi.

7.Hiicre siispansiyonundaki hiicre sayist ‘hiicrelerin sayim protokolii’ kullanilarak

tespit edildi.

29



8.Analiz kosullarina uygun hiicre sayilarint saglayabilmek i¢in hiicre siispansiyonu
belirli oranlarda seyreltildi ve tekrar cogalabilmeleri i¢in uygun hiicre kiiltiir
kaplarina konuldu.

9.Daha sonra saklanmasi planlanan hiicreler 1-2x10° hiicre/ ml olacak sekilde yeni
hazirlanan %10 DMSO igeren dondurma ortamina konuldu.

10.Dondurma tiipleri dnce -20 °C’de 2 saat bekletildikten sonra, uygun sicakliga

kaldirildi.

3.2.1.4. Hiicrelerin Sayim

Hiicre sayiminda amac hiicre canliliginin belirleme islemidir ve islemde tripan blue
boyast kullanilmaktadir. Tripan blue negatif yiiklii ve hiicre memran1 zarar gérmemis ve
canli ise boya hiicre i¢ine giremez. Canli olmayan hiicre ise boyayr emer ve
mikroskopda mavi renk olarak goriintir.

Islem basamaklar

1. Hiicrelerin pasajlanmasi iglemindeki hiicrelerin tripsinle kaldirilip, santrifiijlenip,
reslispanse edildikten sonra hiicre siispansiyonundan 20pl alinip bir ependorf
tiipe konuldu ve hiicre biiyiime ortami kullanilarak uygun seyreltmeleri (10-20
kat) yapildi.

2. Uygun seyreltme yapildiktan sonra ependorf tiipe hacimce 1.1 oraninda tripan
blue boyasi ilave edildi.

3. Daha sonra boyali hiicre silispansiyonunun 10ul’lik kadari alinarak, Neubauer
lamiyla ters-fazli 151k mikroskobuyla 20 x kadar biiyiitiilerek hiicre sayim islemi
gergeklestiridi.

Canl1 hiicre oraninin hesabinda asagidaki denklem kullanilir.

Canli hiicre oran1 (%) = Boya almamus hiicrelerin sayisi/ Toplam hiicre sayis1 x 100

3.2.2. Hiicre Canlilik Testi (MTT)

MTT  testi  [3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium  bromide]
rediiksiyonu olup, MTT testi hiicre kiiltiirii ortaminda indirekt olarak hiicrenin
bliylimesini, canliligini veya 6liimii degerlendirilen hiicre kiiltiiri ortaminda yapilan ilag

duyarhilik testidir. Ayrica mitokondriyal aktiviteleri 6l¢mektedir. Bu test saglikli
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hiicrelerin  mitokondrial rediiktaz tarafindan MTT’de tetrazolium halkasini
pargalamasina bagldir. Mitokondrial enzim olan siiksinat dehidrogenaz saglam hiicrede
tetrazolium halkasinin parcalanmasiyla sari soluk renkten koyu mor formazona
doniismektedir.

MTT testinde canli hiicrelerin oranini1 spektrofotometrik yontemle kantitatif olarak

saptanabilmektedir.

g /k N S /kHN
T \ Mitochondrial Reductase ‘HN\

o

N+‘-.
=
N N-.“::N
Br

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (E,Z)-5-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenylformazan
(MTT) (Formazan)

Sekil. 9. MTT nin siiksinat dehidrogenaz aktivitesi ile formazan kristaline doniismesi

yontem basamaklari,

I.Hiicre canliligint degerlendirmek i¢in hiicrelerin inkiibasyon siirelerinin ardindan
hiicre kiiltlir kab1 96 kuyucuklu plaklara 1mg/ml konsantrasyon olacak sekilde MTT
¢oOzeltisi ilave edildi.

2 Kiiltiir kab1 37°C sicaklikta %35 karbondioksit ve %95 hava bulunduran inkiibator
icerisinde yaklasik 3 h kadar bekletildi.

3.Yaklagik 3 saat sonra kuyucuklarin dibinde siyahlagma gozlemlendi

4. Plaklar Inkiibatérden cikarildi ve i¢indeki besi yeri atildi.

5.MTT metabolizma iiriinii olan formazan kristallerinin ¢6zebilmesi i¢in 200ul Dimetil
Stlfoksit (DMSO) ilave edildi ve 37°C sicaklikta 30 dk bekletildi.

6 . Daha sonra hiicrelerin koyu mor renge doniistiigii gozlemlendi

7. 96 kuyucuklu plaklarin absorbans degerleri ELISA cihazinda 590nm dalga boyunda
okutuldu.

8.0kunan absorbans degerleri %100 kabul edildi ve canlilik degeri hesaplandi.
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Yiizde Canlilik = (Ornek Abs-AKontrol II Abs/ AKontrol I Abs-AKontrol I Abs) x 100

3.2.2.1. AP Toksisitesi ile In vitro Alzheimer Modelinin Olusturulmasi

Img AP peptidini steril, otoklavlama islemi gormiis distile suyla ¢ozdiiriilerek 1mM
cozelti hazir hale getirildi. Deney oOncesinde, %1,5 serum bulunduran ortam
seyreltilerek hazirlandi. 96 kuyucuklu plakalara, her bir kuyucukta 2x10* astrosit hiicresi
bulunacak sekilde hiicrelerin ekimleri yapildi.

Ilk 18-24 saat siiresince hiicrelerin plakalardaki kuyucuklara yapisabilmelerini
saglayabilmek icin %15°lik serum bulunduran ortam, %35 karbondioksit basincinda
37°C sicaklikda inkiibatérde inkiibasyon gerceklestirildi. AH modellemesi igin
hiicrelere 24, 48 ve 72 saatlerde 0.5, 2.5, 5, 10, 20, 40, 80 ve 100 umol AP dozlar1
uygulandi. Hazirlanan kiiltiir 24 saat boyunca %S5 karbondioksit basincinda 37°C
sicaklikda inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Bu islemlerden sonra hiicre canliligt MTT
testiyle spektrofotometrik olarak belirlendi. Analiz sonucunda A i¢in enuygun doz
tespit edildi. Biitiin ¢alismalar 96 kuyucuga sahip plaklarda ve 6’1 grup seklinde
calisild.

3.2.2.2 .Nesfatin Molekiiliiniin Doz Arahgimin Belirlenmesi

Nesfatinin hazir hale getirilmesi i¢in oncelikle, nesfatin DMSO ile ¢ozdiiriildii ve ImM
sollisyon olusturuldu. Her deney 6ncesinde %1,5 serumdan olusan ortamla seyreltilen
konsantrasyonlar yeniden hazirlandi. Amacimiz Nesfatinin AP toksisitesine etkilerini
degerlendirmek ve bu amac¢ i¢in en uygun dozun tespit edilmesidir. Uygun dozun
tesbitini saglamak i¢in 1 ile 100 umol arasindaki degerlerde nesfatin molekiilii hiicrelere
eklendi. Islem sonrasinda nesfatin eklenen hiicreler kiiltiir kaplar1 icerisinde 24 saat
inkiibasyona birakildi. 24 saatlik zaman sonunda MTT testiyle hiicre canlilig
degerdirildi.

Nesfatin molekiiliiniin AP toksisitesine karst uygun doz belirlemek i¢in kontrol, AP
uygulanan, nesfatin uygulanan ve AP + nesfatin uygulanan olmak iizere dort farkli

ornek grubu olusturuldu ve MTT analizi yapildi.
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3.2.3. Oksidatif Hasar Testleri ve Antioksidan Parametreler

Bu ¢alismada olusan oksidatif hasarin belirlenmesi amaciyla antioksidan parametreler
olarak CAT, GSX-Px, SOD, MDA kullanildi ve ELISA yontemi kullanilarak 6l¢iim
yapildi. Bu testin temel prensibi antijen ve antikor arasindaki iliskiye dayalidir. Test
sirasinda antijene uygun antikorla kaplanan kuyucuklara yeterli oranda 6rnek eklenerek
inkiibasyondan sonra yikama islemleri yapilir ve enzimle isaretlenmis antikorlar ortama
verilir. Daha sonra enzimle baglanmis substrat tepkimeye girer ve ortamda renk
degisikligi meydana gelir. Tepkime sonrasi olusan renk degisikligi spektrofotometre ile
uygun dalga boyunda okutulur ve absorbans degerinin Olgiimii yapilir. Tepkime
sonucunda meydana gelen renk degisikligi antijenin tespit edilebilme imkamn

saglamaktadir.

3.2.3.1. TBARS Testi

Lipitler, hiicrelerin reaktif oksijen iiriinlerine kars1 duyarli olan bilesenleridir. Membran
lipitlerindeki doymamis yag asitlerinin reaktif oksijen {rlinleri tarafindan
oksidasyonuna, lipit-peroksidasyonu denmektedir. MDA lipit per-oksidasyonunun en
onemli trlinidir. MDA orami tiyobarbitiirik asit reaktif maddeleri (TBARS) testi ile
belirlenmektedir.  Oksidatif hasar testleri arasinda lipit peroksidasyonunun
belirlenmesinde siklikla kullanilan testlerden biri TBARS testidir.

Tbars testi (katalog no cayman kit: 10009055) kitte belirtilen protokole uyularak
yapildi.

Testin prensibi: Lipit peroksidasyonundan sonra ve malondialdehitin, asidik ortamda

tiyobarbitiirik asitle tepkimeye girmesiyle olusan renk degisikligi kolorimetrik ve
florometrik sekilde oOlgiilmektedir. TBARS diizeyleri, standart egriden alinan MDA
denkleminden hesaplanmaktadir.

Islem Basamaklari:

1. Calismada kontrol, AP, nesfatin ve AP+nesfatin olmak iizere 4 farkli deney
grubu kullanildi.
2. 6 kuyucuklu kiiltiir plaklar1 1x10° hiicre/2 ml olarak ekim yapildi ve kullanilan

hiicrelerin yiizeye yapisabilmesi i¢in bir giin siireyle inkiibe edildi.
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3. Inkiibasyon isleminden sonra hiicrenin iist faz kismi ortamdan uzaklastirilde ve
%1,5 serum ortami ilave edildi.

Nesfatin (10Um) ve AP (5Um) i¢in hazir ¢ozelti igerisinden %1,5 serum ortami
konsantrasyon hazirlanarak hiicrelere eklendi.

4. Bir giinliik inkiibasyondan sonra hazirlanan lizis tampon ¢ozeltisiyle hiicreler
buz tstiinde lizis islemi yapildi.

5. Lizis islemi goren hiicreler 1,5 ml olan ependorf tiipleri i¢erisine konuldu ve 15
dk. Boyunca 15000 rpm hizda ve 4°C sicaklikta santrifiijleme islemine tabi
tutuldu.

6. Santrifiijleme islemi sonrasi hiicre artiklar1 dibte birikti ve hiicre iist kismi ise
fark ependorf tiiplerine konuldu.

7. Homojenatlarin 1,5 ml’si ¢alismada kullanilmak tizere alindi, diger kisim -80°C
sicaklikta saklandi.

TBARS kit ¢alismasinda homojenatlar kullanilarak kitte verilen protokollere uygun

sekilde deneyler gerceklestirildi.

Lizis Tamponunun Hazirlanma prosediirii:

90 ml distile su i¢ine Tris-HCI ilave edilerek pH’in 7,2 olmasi saglandi. Bu islem
sonrasinda bu karisima asagida verilen kimyasal maddeler ilave edildi. Toplam hacmin
100 ml olamasi i¢in bu karigima yeniden distile su ilave edildi. Elde edilen Lizis tampon
cozeltisiyle hiicrelerin homojenati hazirlanarak TBARS, katalaz, glutatyon peroksidaz
testleri calisildi.

e 10mM Tris-HCI

e 25mM EDTA

e  9%0,1 Triton X-100

e ImMDTT

3.2.3.2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Testi

Glutatyon peroksidaz hidroperositleri etkisizlestirmede gorev alan bir tetramerik bir
enzimdir ve sitozolde bulunur. 1957 yilinda Mills tarafinadan memeli erotrositlerinde
bulunmustur. Molekiil agirligi 85000 daltondur ve birbirine benzeyen dort alt birimden

olugmaktadir. Bu alt birimlerin her birinde dort selenyum (Se) atomu bulunmaktadir. Bu
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nedenle hiicreleri gesitli hasara karsi korudugu diisiiniilmektedir. Hidrojen peroksitle
orgonik peroksitlerin indirgenmesini saglamaktadir. Zar fosfolipitlerinden, fosfolipaz
A2 tarafindan salinmakta olan lipit hidroperoksitlerine karsi etkisi bulunmaktadir. GSH-
Px aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksitlerin birikmesine ve hiicreni hasar
gormesine neden olur. GSH-Px, lipit peroksidasyonunun baglamasina engel olmakta ve
lipit peroksidasyonundan sonra meydana gelen lipit hidroperoksitlerin metabolizmasin
saglamaktadir (27).
GSH-Px

HoO0, + 2GSH —— > 2H,0 + GSSG

Ayrica timdorlerde H2O: ve peroksitlere karst savunma sisteminde GSH-Px degerlerinde
belirgin sekilde artis oldugu tespit edilmistir.

GSH-Px Testi (katalog no cayman kit: 703102) kitte belirtilen protokole uyularak
yapildi.

3.2.3.3. Katalaz Testi

Peroksizomlarda ve sitozolde bulunan CAT’m molekiil agirligr yaklasik 248,000
Daltondur. Yapisinda dort tane hem bulunduran bir hemoprotein katalaz, H>O2’nin
molekiiler oksijene ve su molekiiliine ¢evrilmesi sirasinda katalizer olarak gorev yapar.
Katalaz ayrica, metil-hidroperoksit ve etil-hidroperoksit gibi kiiciik molekiillerin
indirgenmesini  saglamakta, ancak biiyllk molekiil agirlikliina sahip lipit
hidroperoksitlere etki gosterememektedir (27).

(katalitik aktivite)

Klatalaz
HxOs + AHy —————> Z2HO + A

(peroksidatik aktivite)
Katalaz

Hg( }3+ Hg(_]z S > :H2{1+ (}3

Katalaz enziminin birgok kanser tiiriinde dokularda belirgin sekilde yiiksek degerlerde

oldugu belirtilmistir.

CAT Testi (katalog no cayman kit: 707002) kitte belirtilen protokole uyularak yapildi.
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3.2.3.4. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Testi

Aerobik biitlin hiicreler SOD i¢ermaktedir. Sitozol ve mitokondrilerde bulunmakta olan
SOD siiperoksit radikallerini etkisiz hale getirerek, hiicreleri siiperoksit radikallerinin
zararl etkilerinden korumaktadir. Dokulardaki oksijen basing degerinin artmasiyla SOD
aktivasyonu artmaktadir. SOD, fagosite olmus bakterilerin intraseliiler bi¢imde
Oldiiriilmesi sirasinda gorev alir ve graniilosit fonksiyonu agisindan 6nemli bir enzimdir.
Icerigindeki metal iyonuna gore sitozolik dimerik Cu, Zn-SOD ve mitokondriyal

tetramerik Mn-SOD seklinde isimlendirilir (27).
SOD
2007+ 2HY ————>  2H:07 + O3
Bu deneyde kullanilmak iizere kit protokole gore lizis tampon ¢ozeltisi hazirlanarak,
SOD Testi (katalog no cayman kit: 706002) kitde verilen protokole uygun olarak

deneyler yapildi. Lizis tampon ¢dzelti asagida belirtilen sekilde hazirlanmistir;

Lizis Tamponunun Hazirlanma prosediirii:

90 ml distile su i¢ine Tris-HCI ilave edilerek pH’in 7,2 olmasi saglandi. Bu islem
sonrasinda bu karisima asagida verilen kimyasal maddeler ilave edildi. Toplam hacmin
100 ml olamasi i¢in bu karigima yeniden distile su ilave edildi. Elde edilen Lizis tampon
¢ozeltisiyle hiicrelerin homojenati hazirlanarak kitteki protokole gore deney yapildi.

e 10mM Tris-HCI

e 25mM EDTA

e  %O0,1 Triton-X-100

e 100Mm Sukroz
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4. BULGULAR

4.1. MTT Hiicre Canlih@: Test Sonuclar:
4.1.1.Ap Toksitesiyle In Vitro Alzheimer Modelinin Olusturulmasi

Astrosit hiicrelerinde AP peptidi ile norotoksitite modeli olusturmak i¢in 0, 5, 7.5, 12.5
ve 15 uM konsantrasyonunda AP peptidi verilerek 24 saat siiresince inkiibasyonu
yapildi ve inkiibasyon sonunda MTT ile hiicre canliliklar1 belirlendi. Sekil 10°da
goriildiigi lizere AP peptidi eklenerek olusturulan modelde hiicre canlilik degeri kontrol
grubuna gore % 100 iken, AP dozu artmasiyla beraber hiicre canlilik degerinde diisiis
gorildi. 5 uM’de %28,5, 7,5 uM’de %28.93, 10 uM’de %29, 12.5 uM’de %30.9 ve 15
uM’de ise %32.4 diisiis goriildii. Bu deney sonucunda A i¢in en uygun dozun 15 uM
oldugu saptandi ve bu doz diger calismalarda kullanildi.

120
100 -
80 -

60
40
20
0 ‘

Sekil 10. Astrosit hiicrelerinin farkli konsantrasyonlardaki Af ile 24 saat inkiibasyonu
sonucu elde edilen MTT sonuglari

Hicre Canhilhigi

4.1.2. Nesfatin—1 Molekiiliiniin Doza Bagh Hiicre Canlih@ina Etkisi

Astrosit hiicrelerinde Nesfatin—1 molekiiliiniin koruyucu etkisini belirlemek tizere farkl
konsantrasyonlarda (0, 1, 5, 10, 20, 40, 80, 100 uM ) uygulandi. 24 saat inkiibasyon
sonrasinda MTT ile Nesfatin—1 hiicre canlilig1 lizerine olan etkisi incelendi. Sekil 11’ de

goriildiigl tizere kontrol grubu %100 olarak alindiginda, 1 uM uygulanan Nesfatin—1
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dozunda % 1,4 oraninda kontrol grubuna gore hiicre canliliginda diisiis goriildii. 5 uM
uygulanan Nesfatin—1 dozunda % 5 artig goriildii ve 10 pM’de % 7.2 oraninda artis
goriildii. 20 uM uygulanan Nesfatin—1 dozunda ise hiicre canliligi yaklasik olarak
kontrol grubuyla ayni degerdedir. 40 uM Nesfatin—1 degeri i¢in %26.1, 80 uM
Nesfatin—1 degeri igin %26.9 ve 100 uM icin ise %47.3 oraninda olmak iizere, hiicre
canlilik degerinde belirgin diislisler meydana gelmistir. Kullanilan dozlardan canlilig

destekleyen 10 uM dozu secilerek diger ¢aligmalarda kullanildi.
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Sekil 11. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan Nesfatin-1 dozlarmin 24 saatlik
uygulama sonucu elde edilen MTT sonuglari

4.1.3. Nesfatin-1’in AP Toksitesine Kars1 Koruyucu Etkisi

Bu c¢aligmada, Nesfatin-1’in A toksitesine karst koruyucu etkisi incelendi. Bu amagla
hiicreler 15 uM AP toksitesine maruz birakilirken, yalnizca Nesfatin-1 grubu ve
ApB+Nesfatin-1 grubuna 10 uM Nesfatin-1 eklendi. Sekilde 12’de goriildiigii lizere AP
uygulandiginda hiicre canliliginda %41 oraninda diisis goriilmiis, Nesfatin-1
uygulandiginda hiicre canliliginda % 10.3 artis goriilmiis ve AP+Nesfatin-1 birlikte
uygulandifinda hiicre canliiginda % 6.8 diisiis meydana gelmistir. Inkiibasyon
sonucunda canlilik analizleri, Nesfatin-1’in AP toksitesini azaltarak hiicre canliligini

istatistiksel olarak anlamli diizeyde koruyucu etkisi oldugunu gosterdi.

38



140 -
120 -
100 -
£
= 80 -
=
°‘!
C 60 -
W
5
= 40 -
=
20
0
Kontrol Nesfatin A[3+Nesfat|n

Sekil 12. Nesfatin-1’in (10 uM) AP (15 uM) toksitesine kars1 koruyucu etkisinin MTT ile
degerlendirilmesi (Kontrol vs Ap** : p< 0.0l, Af vs Nesfatin-1**: p< 0.01, A vs
Af+Nesfatin-1**%* p< 0.05)

4.2. Nesfatin-1 Oksidatif Hasara Karsi1 Koruyucu Etkileri
4.2.1. Katalaz Testi Sonuclari

Yapilan deneylerde kontrol grubuna kiyasla AB’in katalaz diizeyini azalttigi (%48
diisiis), Nesfatin-1+Ap grubunda ise bu azalmanin minimal sinirda oldugu (% 6.3
diistis) goriilmiistiir.
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Sekil 13. Nesfatin-1’in katalaz aktivitesi iizerine etkisi (Kontrol vs Ap* : p < 0.001,
AP vs Nesfatin-1*: p < 0.001, Ap vs Ap~+Nesfatin-1*: p < 0.001)
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4.2.2. Glutatyon Peroksidaz (GSH Px) Testi Bulgulari

Yapilan deneylerde, kontrol grubuna kiyasla AB’nin GSH Px diizeyini azaltigini
(p<0,01), Nesfatin—1 uygulamasimnin ise GSH Px diizeyini artirdigr goriilmiistiir
(p<0,001). Bu bulgular ile astrosit hiicrelerinde Ap ile olusturulan oksidatif hasara karsi
Nesfatin-1’in GSH Px diizeyini artirarak koruyucu etkisi oldugu gozlendi.
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Sekil 14. Nesfatin-1’in GSH Px aktivitesi lizerine etkisi (Kontrol vs Ap** : p < 0.01, AB vs
Nesfatin-1*: p < 0.001, Af vs ABp+Nesfatin-1**: p < 0.01)

4.2.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Testi Bulgular:

Yapilan deneylerde, kontrol grubuna kiyasla Ap’nin SOD diizeyini azalttig1 (p < 0.001),
Nesfatin-1 uygulamasinin ise SOD diizeyini arttirdigr goriilmiistir (p < 0.001). Bu
bulgular ile astrosit hiicrelerinde A ile olusturulan oksidatif hasara kars1 Nesfatin-1’in

SOD diizeyini artirarak koruyucu etkisi oldugu gozlendi.
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Sekil 15. Nesfatin-1’in SOD aktivitesi iizerine etkisi (Kontrol vs Ap* : p < 0.001, Apf vs
Nesfatin-1*: p < 0.001, Af vs AB+Nesfatin-1*: p < 0.001)

4.2.4. Malonildialdehit (MDA) Testi Bulgulari

Yapilan deneylerde, kontrol grubuna kiyasla Af’nin MDA diizeyini belirgin bir sekilde
artinrken (p < 0.001), Nesfatin-1 uygulamasinin ise MDA olusumunu azaltigi
goriilmistir (p < 0.001). Bu bulgular Nesfatin-1’in oksidatif hasara karsi koruyucu

etkisi oldugunu gostermektedir.
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Sekil 16. Nesfatin-1’in MDA aktivitesi lizerine etkisi (Kontrol vs Ap* : p < 0.001, Ap
vs Nesfatin-1*: p < 0.001, Ap vs Ap+Nesfatin-1*: p < 0.001)
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5. TARTISMA

Alzheimer Hastaligt (AH) beynin hippokampus ve korteks bolgelerinde geri
doniisiimsliz noron kaybi ile ortaya ¢ikan ilerleyici bir norodejeneratif hastaliktir.
Serebral korteksteki kolinerjik hasar AH’da gelisen bilissel ve davranigsal bozukluklara
neden olur. Semptomlar hafiza kaybi, konusma, yon bulma, karar verme, diistinme ve
yorumlamada zorluklar; kisilik ve davranis bozukluklari ile karekterizedir (3).

Yaklasik 40 yil sonra niiflisiin giderek yaslanacagi iilkemiz i¢inde 6nemli bir saglik
sorunu olabilecegi tahmin edilmektedir. Bati1 iilkelerinde ise AH Oliim nedenleri
arasinda 4 sirada yer almaktadir. Hastaligin ortaya ¢ikma siklig1 yasla orantili olarak
artis gostererek, AH’da 85 yasin lizerinde %30'lara kadar ¢ikmaktadir. Toplumda yash
orani arttik¢a giderek artan bir sorun haline gelmektedir.

AH’da yapilan incelemede elde edilen makroskobik bulgularda, total beyin hacminde,
hippokampusta ve kortekste ciddi oranda atrofi bulunmustur. Mikroskobik bulgularda
ise, amiloid plak, norofibril yumaklar1 ve graniilovakuolar dejenerasyon saptanmaktadir
(29). Nunomura ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada, AH patogenezinde ilk ortaya
cikan bulgulardan biri de beyin lizerinde oksidatif strese bagli olarak olusan
degisiklikler oldugu gdsterilmistir (29).

Bu calismada, bir glia hiicresi olan astrositlerde amloid B ile olusturulan deneysel AH
modelinde yeni tanimlanan anoreksijenik hormon olan diyabet, obezite, anoreksia
nervoza, psikiyatrik bozukluklar ve norojenik hastaliklar ile yakindan iliski gosteren
nesfatin-1 antioksidan etkilerini saptamak i¢in hiicrelere uygulanmistir. Hiicre canliligi
ile antioksidan parametrelerin diizeylerine bakilmistir.

ROS tarafindan yapilan harap edici etki AH’da ¢ok belirgin olmaktadir. Hiicreler ROS
neden oldugu hasar1 onlemek icin antioksidan tretirler. Bu g¢alismada, antioksidan
parametreler olarak katalaz, glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz ve biyoaktif
aldehit malondialdehit Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yontemiyle
olgiildii.

Bu calisgmanin ilk kisminda hazirlanan modelde AP dozuna, nesfatin dozuna ve AP +
nesfatin dozuna gore hiicre canliligina bakildi. AB p < 0,01 olarak, nesfatin p < 0.01, Ap

+ nesfatin p < 0.05 anlaml1 deger olarak degerlendirildi.
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Mohandas ve ark. hiicrelerde biriken AP mitokodriyal ve sinaptik hasara yol acarak
hiicresel fonksiyonlara zarar verdigini belirtmistir (104). Yaptigimiz bu ¢alismada, A
eklenerek olusturulan modelde hiicre canlilik degeri kontrol grubunda %100 iken, AB
dozu artmasiyla beraber hiicre canlilik degerinde diisiis goriilmiistiir. 5 uM’de %?28.5,
7.5 uM’de %28.93, 10 uM’de %29, 12.5 uM’de %30.9 ve 15 uM’de ise %32.4 diislis
goriilmiistiir. Bu AP eklenerek olusturulan modellerde uygulanan dozlarin hiicre
canliligina etkisinin yaklasik olarak ayni oldugunu gostermektedir.

Uygulan Nesfatin dozunda ise hiicre canliligindaki en fazla artis 10 uM uygulanan
modelde goriilmiistiir. 1uM uygulanan dozda hiicre canliliginda kontrol grubuna gore
%]1.4 oraninda disilis gorildii. SuM %S5 artma goriildii ve 10Um %?7.2 oraninda artig
goriildii. 20uM degerinde ise hiicre canlilifi kontrol grubuyla yaklasik olarak ayni
degerdedir. 40uM nesfatin degeri icin %26.1, 80uM icin %26.9 oraninda hiicre
canliliginda diistis gorilmiistiir. En fazla disiis %47.3 ile 100uM doz oraninda
goriilmustiir. Bu sonuglara gore eklenen Nesfatin-1 degerinin belli bir doz oranina kadar
hiicre canliligin1 artirdigi, belirli doz oranindan sonra ise belirgin bir sekilde diisiirdiigii
goriilmektedir.

AP, nesfatin ve AP + nesfatin hiicre canlilifina bakildigi sonuglarda; Kontrol grubu
%100 olarak alindi AP %41 oraninda hiicre canliliginda diisme goriilmiis, nesfatin
dozunda ise %10.3 hiicre canlilifinda artis goriilmiis ve AP + nesfatin dozunda %6.8
diisiis meyadana gelmistir.

Fisher ve Hanin. AH’da asetilkolinin azalmasiyla CAT enzim miktarininda azaldigini
ve korteks ve hipokampus projekte olan néronlarda kayiplarin meydana geldigini
belirtmistir (105). Yaptigimiz bu ¢aligmada, AP, nesfatin ve AP +nesfatinin katalaz
tizerine etkisine bakildig1 sonuglarda; AP eklenince katalaz degerinde kontrol grubuna
gore yaklasik %50 oraninda azalma, nesfatin-1 eklenince %0.6 oraninda azalma, A} ve
nesfatin eklenen modelde ise %6.3 oraninda azalma goriilmiistiir. Bu sonu¢ Katalaz
antioksidan enziminin AP ile azalan degerinin, Nesfatin-1 eklenmesi ile dengelendigini
gostermektedir.

Tamer ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada epileptik nobetlere bagli olusan beyin
hasarinda nesfatin-1 iyilestirici etkisi arastirilmis ve sonucta beyin dokusunda nesfatin-
I’in NO ve ROS inhibe ettigi GSH diizeyinin korundugu oksidatif hasarin hafifledigi

rapor edilmistir (106). Yaptigimiz calismada, AP, nesfatin-1 ve AP ve nesfatinin
43



glutatyon peroksidaz (GSX-Px) iizerine etkilerine bakildigi sonuglarda; AP eklenen
modelde GSX-Px degerinde konrol grubuna gore %39.4 oraninda azalma, nesfatin-1
eklenen modelde GSX-Px degerinde %25 oraninda artma goriilmiistiir. AP ve nesfatin
eklenen modelde ise GSX-Px degeri kontrol grubuyla yaklasik olarak ayni degerdedir.
Bu sonu¢ GSX-Px antioksidan enziminin AP ile azalan degerinin, Nesfatin-1 eklenmesi
ile dengelendigini gostermektedir.

Oksidatif strese karsi ilk SOD etki gosterir, bu sebeple savunma enzimi olarak
adlandirilir ve santral sinir sisteminde yaygin olarak bulunur (107). Bu ¢alismada AP,
nesfatin ve AP ve nesfatinin SOD f{izerine etkilerine bakildig1 sonuglarda; AP eklenen
modelde SOD degerinde kontrol grubuna gore %10.9 oraninda azalma, nesfatin eklenen
modelde %1.36 oraninda artma goriilmiistiir. AP ve nesfatin eklenen modelde ise
yaklagik olarak ayni degerdedir. Bu sonu¢ SOD antioksidan enziminin A ile azalan
degerinin, Nesfatin-1 eklenmesi ile dengelendigini gostermektedir.

AH beyinlerinde serbest radikal olusumunu uyaran demir, civa konsantrasyonlarinin
arttigl reddy ve ark. tarafindan bildirilmistir (11). Markesbery tarafindan yapilan
calismada ise, oksidatif hasara maruz kalan néronlarda lipid peroksidasyonu, nitrasyon,
reaktif karbonillerin olusumu ve niikleik asit oksidasyonu arttigr bildirilmistir (7).
Oksidatif hasara bagli bulgular AH’na bagli diger bulgu ve semptomlar ortaya
cikmadan Once saptanmaya baslar (15). Yani oksidatif stres AH Kkatrakteristik
bulgularinin olugsmasina Onciiliilk etmektedir. Oksidatif stres belirtegleri AP birikimi
baslamadan dekadlar oOnce Alzheimer hastalarinda saptanmaktadir. Yaptigimiz
calismada, AP, nesfatin ve AP ve MDA {izerine bakildigr sonuglarda; AP eklenen
modelde MDA degerinde kontrol grubuna gore %1326 oraninda artma, nesfatin eklenen
modelde %16.9 oraninda azalma goriilmiis, AP ve nesfatin eklenen modelde ise %169
artis goriilmiistiir. AP ve nesfatin eklenen model ile AP eklenen model karsilastiginda
artis oraninin %87 gorlilmiistiir. Bu sonu¢ MDA biyoaktif aldehitinin AP ile artan
degerinin, Nesfatin-1 ile AP birlikteyken azaldigini1 gostermektedir.

Bu calismada, bir glia hiicresi olan astrositlerde amloid B ile olusturulan AH modelinde
multidisipliner bir hormon olan nesfatin-1 antioksidan etkileri arastirilmistir. Sonuglar
katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSX-Px), siiperoksit dismutaz (SOD) antioksidan

enzimlerinin AP ile azalan degerlerinin, Nesfatin-1’in eklenmesi ile dengelendigini ve
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malondialdehit (MDA) biyoaktif aldehitinin AP ile artan degerinin, Nesfatin-1 ile AP

birlikteyken azaldigini gostermektedir.

45



6. SONUCLAR VE ONERILER

Norodejeneratif hastaliklar klinik olarak ortaya c¢ikmadan once belirteclerini saptayip

patalojisinin ilerlemesini durdurabilecek tedaviler gelistirmek gerekmektedir. Bu tiir

hastaliklarin genelinde ortaya ¢ikan bulgularin en 6nemlisi beyin iizerinde oksidatif

strese bagli olarak olusan degisikliklerdir. Bu hastaliklarin temelinde ndranal 6liime yol

acan patogenetik mekanizmalar rol oynamaktadir. Noronlar oksidatif hasardan etkili bir

sekilde korunabilse belki bu hastaliklar hi¢ ortaya ¢ikmayacak veya ilerlemeyecektir.

Bu calismada bir glia hiicresi olan astrositlerde AP ile olusturulan AH modelinde

Nesfatin-1’in antioksidan etkilerine bakilmistir, sonuclar ve Oneriler asagidaki gibi

Ozetlenmistir.

l.

AP eklenmesiyle beraber hiicre canlilik degerinde diislis goriilmiistiir. Eklenen
dozlarin hiicre canlilik degerini yaklasik olarak aym1 oranda etkiledigi
gOriilmistir.

Nesfatin-1 eklenmesi ile hiicre canlilik degeri artmistir ve bu artig bu
mekanizmalarin korunmasinda etkili olacaginin bir gostergesidir.

Uygulanan Nesfatin-1 dozlar1 arasinda hiicre canliligindaki en fazla artis 10 uM
uygulanan modelde goriilmiistiir. Nesfatin-1 degerinin belli bir doz oranina
kadar hiicre canliligini artirdigi, belirli doz oranindan sonra ise belirgin bir
sekilde dustlirdiigii goriilmektedir. Bu yapilan uygulamanin doza bagimlh
oldugunun bir gostergesidir ve yapilacak caligmalarda veya uygulamalarda doz
oranina dikkat etmek gerektigini gostermektedir.

CAT, GSX-Px, SOD antioksidan enzimlerinin AP ile azalan degerlerinin,
Nesfatin-1’in eklenmesi ile dengelendigi goriilmiistiir. Bu sonu¢ AP ile azalan
antioksidan kapasitenin diizenlenmesinde Nesfatin-1’in etkili oldugunun bir
gostergesidir.

MDA biyoaktif aldehitinin AP eklenmesi ile artan degerinin, Nesfatin-1 ile A}
birlikte uygulandiginda azaldig1 goriilmistiir. Bu sonug¢ ise MDA biyoaktif
aldehitinin zaral1 etkisinin en azindan hiicredeki miktarinin azalmasina yardimci

olarak Nesfatin-1 ile diizenlenebilecegini gostermektedir.
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6. Bu calisma sonucu olarak ve ileride yapilacak calismalar da benzer sonuglar
gosterir ise Nesfatin-1’in AH i¢in potansiyel bir koruyucu ve/veya tedavi edici
ajan olabilecegi ve AH ve bircok norodejeneratif olarak olusan hastaliklarin
ongoriilmesinde ve ilerleyisini 6nlemede yardimei olabilecegi ongoriilmektedir.

7. Bu calisma ile AH ’da etkili oldugu goriilen Nesfatin-1’in, Parkinson vb.
norodejeneratif hastaliklarda da in vivo ve in vitro modellerde calisilarak, bu
hastaliklarin 6ngoriilmesinde ve ilerleyisini onlemede etkili olup olmayacagi

arastirilabilicegi diistiniilmektedir.
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