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NORONAL HUCRE iCi KOLESTEROL DUZEYLERININ AMILOID BETA
TOKSISITESI VE NOROSTEROIDLERIN SENTEZi UZERINE ETKISI

Ozlem Giirsoy Calan
Dokuz Eyliil Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii

Sinirbilimler Anabilim Dali, 35340 Inciralti, izmir

OZET

Alzheimer Hastaligi (AH) patogenezinde temel hasar olusum mekanizmalarmdan biri
Amiloid beta (AB) toksisitesidir. Kolesteroliin amiloid prekiirsor proteinden toksik AB peptit
sentezini tetikledigi veya AB peptitinin aggregasyon esigini diislirerek amiloid plak
olusumunu kolaylastirdig1 ileri siiriilmektedir. Diger taraftan AB peptidin kolesterol
metabolizmasini ve kolesterol tiirevlerinin olusumunu da etkilemesi olasidir.

Pregnenolone (P) ve pregnenolone siilfat (PS) beyinde kolesterolden sentezlenebilen
baslica norosteroidlerdendir. P ndronal toksisiteye karst koruyucu etkiye sahipken, bir hafiza
modiilatorii olan PS 1 pM’dan yiiksek konsantrasyonlarda bir eksitotoksin gibi davranabilir.
AB peptitlerinin ndrotoksisite kosullarinda kolesterol tiirevi bu steroidler {izerine etkisi heniiz
net olarak bilinmemektedir. Bu ¢alisma ile hiicre kolesterol seviyelerinin AB toksisitesi, P ve
PS sentezi ile olas1 iligkisinin degerlendirilmesi amaglanmistir.

Toksik konsantrasyonlarda ti¢ farklt AB fragmani (25-35, 1-40 ve 1-42) ve periferal
kan diizeylerini karsilayacak doz araliginda kolesterol PC-12 ve SHSY-5Y hiicrelerine
uygulandi. Uygulanan AB ve kolesteroliin hiicre i¢i kolesterol, P ve PS diizey degisimine
etkileri doz ve zaman bagimli olarak es zamanli belirlendi. Noronal hiicre canlili§1 degisimi
ve hiicre 6liim tipi ayrica degerlendirildi.

Hiicrelere 72 saat AB fragman uygulamalar: ile canlilik her iki hiicre hattinda ~%50
diizeyinde azaltildi. Kolesterol uygulamasi ile hiicrenin total kolesterol diizeyi ilk 24 saatten
itibaren bazal diizeyin ~5-6 katina kadar artirildi. AB uygulamasi ile birlikte hiicre kolesterol
diizeyindeki artig hiicre canliliklarin1 belirgin olarak azaltti. Kolesterol ile birlikte AB peptit
uygulamasi P diizeylerini sadece kolesterol uygulanan gruba gore belirgin olarak artirdi. Tiim
AB fragmanlari P diizeyini artirirken, PS diizeyinin fragman tipi ve kolesterol diizeyine bagl
olarak degistigi gozlendi. Kolesterol ile birlikte AB uygulanan gruplarda steroid sentezinin

kismi inhibisyonunun hiicre canliligini her iki hiicre hattinda artirdig: belirlendi.



Bu calisma ile AB toksisitesi, kolesterol ve P/PS diizey degisimleri hakkinda yeni in-
vitro veriler elde edildi. AB peptitlerinin fragman tipi ve kolesterol diizeyine bagli olarak
steroid diizeylerini ve hiicre canliligmi etkiledigi gosterildi Sonug olarak kolesterolin AB
toksisite olusumunda AB sentezi ya da plak olusumunu artrmast yani sira norosteroid

diizeylerini etkilemesi ile de anahtar rol oynayabilecegi ileri siiriilebilir.

Anahtar sozciikler: Amiloid beta toksisitesi, pregnenolon, pregnenolon siilfat, norosteroid,

kolesterol, Alzheimer Hastalig1



THE EFFECT OF DIFFERENT CHOLESTEROL LEVELS IN NEURONAL
CELLS ON AMYLOID BETA TOXICITY AND STEROID SYNTHESIS

Ozlem Giirsoy Calan
Dokuz Eylul University Health Science Institute

Neuroscience Department, 35340 Inciralt,, izmir

ABSTRACT

Amyloid beta (AB) peptide toxicity is one of the initiator factors in the
neurodegeneration process. It has been suggested that cholesterol induced the synthesis of AB
peptide from amyloid precursor protein or facilitated the formation of amyloid plaque by
lowering the aggregation threshold of the peptide. On the other hand, it is also possible that
AB peptides may affect the cholesterol metabolism and the synthesis of cholesterol
derivatives.

Pregnenolone (P) and pregnenolone sulfate (PS) are the major steroids produced from
cholesterol in the neural tissue. P has protective effects against neuronal toxicity, PS which is
a memory modulator, can behave as a natural excitotoxin in concentrations above 1 pM. At
neurotoxicity conditions, the effect of AB peptides on the synthesis of P and PS, derivatives
of cholesterol, has not been clearly identified yet. The aim of this study was to investigate the
possible relationship between cellular cholesterol, AB toxicity and P/PS synthesis.

Three different AB fragments (AB 25-35, AB 1-40 and AB 1-42) in toxic
concentration and cholesterol compatible with peripheral blood levels were applied to PC-12
and SHSY-5Y cells. The effects of applied AB and cholesterol on intracellular cholesterol, P
and PS levels were determined simultaneously in a dose and time dependent manner.
Neuronal cell viability and cell death types were also evaluated.

AB fragment applications for 72 hours have reduced the cell viability level to 50% of
the control cells. Total cholesterol levels of the cells were increased up to ~5-6 fold following
cholesterol application for 24 hours. Treatment with AB fragments and increasing the
cholesterol level caused a significant decrease in cell viability. Concurrent application of AB
with cholesterol increased P levels more than the group treated only with cholesterol. While

all AB fragments caused increase in P levels, PS levels were changed according to the



fragment type and cholesterol levels. The reduction of cell viability in the group treated both
with AB and cholesterol can be resolved with partial inhibition of steroidogenesis.

With this study new in-vitro data about the relationship between cholesterol, P/PS and
AB toxicity has been obtained. AB peptides have changed both the cell viability and
neurosteroid levels depending on fragment type and cholesterol levels. Consequently, it may
be suggested that cholesterol may play a potential key role in AB toxicity by affecting
neurosteroid levels in addition to its effects on the formation of AB peptides or amyloid

plaques.

Key words: Amyloid beta toxicity, pregnenolone, pregnenolone sulfate, neurosteroid,

cholesterol, Alzheimer’sDisease



1 GIiRIiS ve AMAC

Alzheimer Hastaligi (AH) yas ile iliskili, progresif ilerleme gosteren, hafiza kaybi ile
sonuglanan geri doniisiimsiiz beyin hastalig1 olup bati {ilkelerinde 65 yas iistii 6liim nedenleri
arasinda dordiincii sirada yer almaktadir. Tiim diinyada 40 milyonun {izerinde demans hastas1
bulunmakta ve bunlarin %60-70'ini AH olusturmaktadir. Toplumun yasam siiresindeki
uzamayla birlikte hastaligin goriilme sikliginin yiikselmesi iilkemizde de AH’n1 toplum ve
aileler i¢in 6nemli bir sosyal ve ekonomik problem haline getirmektedir (1, 2).

AH olusumunda Amiloid beta (AB) iiretim ve birikimi néron kaybi ile sonuglanan
temel mekanizmalardan biri olmakla birlikte hastaligin olusum mekanizmasi giiniimiizde
halen net olarak anlagilamamistir (3-9).

Son yillarda ise yliksek kan ve doku kolesterol diizeyinin hastalik patogenezinde
merkezi bir role sahip olabilecegi ileri siiriilmektedir. Bazi klinik ¢aligmalar ile AH goriilme
riskinin kan kolesterol yiiksekligi ile arttig1 ve dnemli bir kolesterol transport proteini olan
Apo E genindeki E4 mutasyonunun da AH i¢in bir risk faktéri oldugu vurgulanmistir. Bunun
yani sira yapilan ¢ogu calismada da kolesterol diisiiriicii ilaglarin hastalik prevalansini
azalttig1 gosterilmistir. Hiicre i¢i kolesteroliin oksidatif stresi artirarak apoptozu
tetikleyebildigi ve hiicre canliligini azalttig1 ileri siiriilmekle beraber kolesteroliin noronal
canlilig1 nasil etkiledigi heniiz net olarak ortaya konmamistir (10). Bugiine kadar ileri siiriilen
kolesteroliin patogenezdeki rolii ile iligkili hipotezlerden biri kolesteroliin ndronal hiicre
mebraninda amiloid prekiirsor protein (APP)'den toksik AB sentezini tetikliyebilecegi, digeri
ise kolesteroliin AB peptitin fibrillizasyon ve aggregasyonu ile amiloid plak olusumunu
artirmasi yoniindedir (11-13).

AB’nin norotoksik etkilerini oksidatif hasari tetikleyerek, hiicre ici kalsiyumu
artirarak, apoptotik ve inflamatuar siirecleri aktive ederek gosterdigini ileri siiren ¢aligmalar
mevcuttur (14-16). Ayrica AB’nin sinir sisteminde sentezlenen steroid yapili hormonlar
olarak bilinen norosteroidlerin (NS) sentezini arttirp azaltabildikleri de bazi ¢alismalar ile

vurgulanmugtir (17).

Kolesteroliin sinir sisteminin en belli basli norosteroidlerinden olan pregnenolon (P)
ve pregnenolon siilfatin (PS) onciilii oldugu g6z niine alindiginda ve bu iki NS’in doza baglh
noroprotektif ve norotoksik etkiler sergileyebildikleri (18-21) bilindiginden, bu tez ¢aligmasi
ile mevcut hipotezlerden farkli olarak, AB ve yiiksek kolesterol varliginda sinir hiicrelerinde P

ve PS’nin diizeylerindeki degisiklik ve bunlarin ndronal hiicre canliligina etkilerinin



arastirilmasi amaglandi. Bu sekilde AB toksisitesinin olusumunda kolesteroliin roliine farkl
bir bakis agis1 getirilerek in vitro sinir hiicre modelinde hiicre i¢i kolesterol degisiminin AB

toksisite olusumu tizerine etkileri degerlendirilebilinecektir.



2 GENEL BIiLGIiLER

2.1 Alzheimer Hastahg ve Patogenezi

Alzheimer Hastaligi (AH) yas ile iliskili, progresif ilerleme gosteren, hafiza kaybi ile
sonuglanan geri doniisiimsiiz bir beyin hastaligidir. AH demans sendromlar1 i¢inde en sik
(%50-70) goriileni olup 85 yasin iizerindeki bireylerin yaklasik %40’ m1 etkilemektedir. 2012
yili Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gore tiim diinyada 40 milyonun iizerinde demans
hastas1 bulunmakta olup bunlarn %60-70'ini AH olusturmaktadir. Ozellikle gelismis bati
iilkelerinde yasam siiresindeki uzama ile beraber hastaligin goriilme sikliginin artmasi
iilkemizde de AH’n1 toplum ve aileler i¢in 6nemli bir sosyal ve ekonomik problem haline
getirmektedir (1).

Hastaligin olusum mekanizmasi1 giiniimiizde halen net olarak aydinlatilamamigtir. Su
an i¢in sadece hastaligm gelisimine eslik eden bazi noropatolojik degisiklikler tanimlanmig
durumdadir (2-4). Hastalik patogenezinde hiicre i¢i norofibriller yumak, hiicre dis1 amiloid
plak olusumu, inflamasyon, glutamat toksisitesi, oksidatif stres, sinaptik hasar ve kolinerjik
aktivite kayb1 gibi bir ¢ok siire¢ler yer almaktadir. Bununla birlikte ndronal dokuda olusan

amiloid beta (AB) toksisitesinin temel mekanizma oldugu ileri siiriilmektedir. (5-9).

2.1.1 Amiloid Beta Toksisitesi

Amiloid plaklarm temel bileseni molekiil biiylikligii 4 kDa olan AB’dir. AB, bir
transmembran protein olan amiloid Onciil proteinin “Amyloid Precursor Protein”(APP)
metabolizma {irlinlerinden biridir. Bu {iriiniin birikimi AH nin degismez 6zelligidir. Ancak
yine de AH nin patogenezindeki AB’nin oynadigi rol ¢ok az anlagilmistir. Hiicre kiiltiirlerinde
AB’nin noronlara toksik oldugu gosterilmisse de AH lezyonlari ile in vitro aktivite arasindaki
iliski tam olarak aydinlatilamamistir. AB birikiminin AH’nin gelisiminde primer bir rol mii
oynadig1 yoksa sekonder bir olaymn kalintilarim1 mi gosterdigi halen tartigilan bir konudur.
Ancak AB agregatlarinin AH’ nin bir sonucu olmasindan ¢ok hastaligin sebebi olduguna dair
artan kanitlar mevcuttur. AB peptidinin asir1 iiretimi ve birikimi sonucu potansiyel toksik
etkisinin hastalig1 baslatic1 ilk faktoér oldugu goriisiiniin kabul edilmesi “’Amiloid Kaskad

Hipotezi’’ olarak bilinmektedir (14, 15).

APP, “amiloidojenik” ve “amiloidojenik olmayan” olarak isimlendirilen iki alternatif

yoldan biri ile proteazlar (a, B ve y sekretazlar) tarafindan proteolitik yikimla metabolize



edilebilmektedir. AH histopatolojisindeki senil plaklarin yapi tasi, amiloidojenik yolak
hipotezinin kalbi AB; APP’nin B ve y sekretazlar ile ardigik yikimi sonucu meydana
gelmektedir (Sekil 1) (22).

APPsf( APPsa

Intracellular &
extracellular Afi:
monomers,
oligomers & fibrils

o

p-cleavage
-—

S

y—cleavage

- cleavage
’_® Y_cleavage membrane

AICD

iy
<

AICD

Amyloidogenic pathway Non- amyloidogenic pathway

Sekil 1 : Amiloid prekiirsor proteinin (APP) sekretazlar ile kesimi (22)

y-sekretaz’m etkinlik gosterdigi kesim bolgesine gore farkli, kisa (39-40 aminoasit)
veya uzun (42-43 aminoasit) AB fragmanlar1 olusabilir. Uzun AB ¢6ziiniirliigii olmayan lifler
olusturmaya daha yatkindir ve ndrotoksisite olasilig1 daha yiiksektir. AB 1-40 fragmani 40
aminoasit kalintisindan olusan ve en sik (>%60-70) karsilasilan AB fragmanidir, suda ve sivi
ortamda nispeten ¢dziinebilir yapidadir. Ikinci en sik (~%15) karsilasilan form AB1-42
denilen 42 aminoasit kalintisinin tamamini i¢eren formdur (23-26). AB 25-35 fragmanu ise, 42
aminoasitlik AB peptidin hidrofobik fonksiyonel domain’ine lokalize olan 11 aminoasitlik C
terminal peptididir (27). Fibrilar ve toksik fragmandir. AB 25-35 fragman1i AH olusum
mekanizmalari ile iligkili hayvan ya da hiicre hatt1 kaynakli deney modelleri i¢in uygun bir
arag olarak siklikla kullanilmaktadir (28). Bununla birlikte AB 25-35, AB 1-40 ve AB 1-42’1n

norokimyasal ve fonksiyonel etkilerinin farkli oldugu tanimlanmistir. (16, 17).



2.1.2  Kolesterol ve Alzheimer Hastalhg Iliskisi

AH igin kesin olarak tanimlanmis birkag¢ risk faktorii olmakla birlikte halen tizerinde
calisilan ve hastalik gelisimindeki rolii tamamen aydinlatilamamis faktorler de mevcuttur.
Ilerlemis yas, APP, presenilin 1 (PS1) ve presenilin 2 (PS2) genleri iizerinde meydana gelen
mutasyonlar, organik ¢oziiciiler, aliminyum gibi bazi toksik ve zararli durumlara maruziyet

AH ile iliskilendirilen olumsuz bazi risk faktorleridir (29-32).

Son yillarda kan kolesterol yiiksekligi ile AH goriilme riskinin arttig1 ve kolesterol
diistiriicti ilaclar ile hastalik prevalansinin azaldig1 pek¢ok calisma ile gdsterilmistir (33, 34).
Diistik dansiteli lipoprotein (LDL) ile birlikte 6nemli bir kolesterol transport proteini olan
Apo E genindeki E4 mutasyonu spoadik veya ailesel AH i¢in bir risk faktoriidiir (35, 36).
ApoE, plazma ve beyinde kolesterol tagiyan temel apolipoprotein olup bu proteinin mRNA’s1
karacigerden sonra ikinci olarak en fazla beyinde bulunmaktadir. ApoE beyinde primer olarak
astrositler tarafindan sentezlenmekte ve salgilanmaktadir ayrica mikroglia ve ndronlarda da
bulunmaktadir. Apo E santral sinir sisteminde (SSS) olusan bir hasar sonrasi noronal
membranm onarmmi ve aksonlarin miyelinizasyonu i¢in gerekli olan kolesteroliin salmimini,

hiicrelere yeniden dagilimini koordine eden bir proteindir (37, 38).

2.1.3  Beyin Kolesterol Metabolizmasi

Kolesterol okaryotik hiicreler i¢in yasamsal oneme sahiptir. Plasma membraninin
major komponentini olusturarak sifingolipidlerle birlikte membran domainlerinin
organizasyonu, endositozun kontrolii gibi intraselliiler sinyal yolaklarini etkileyebilecek bir

platform olusturabilir.

Beyin dokusu kolesterol kaynagi g6z oniine alindiginda genel bir yaklasim olarak kan
beyin bariyerinin (KBB) sadece ¢ok az miktarda diisiikk dansiteli lipoproteinlerin gegisine
imkan tanimasi nedeni ile plazmadan dokuya kolesterol giris ¢ikisinin ¢ok diisiik miktarda
oldugu ve dokuda var olan kolesteroliin ¢ogunun dokunun kendisi tarafindan sentezlendigi
kabul edilmektedir (39). Hiicrelerde kolesteroliin cogu serbest halde hiicre membraninda
yerlesmis olmasina ragmen ¢ok az bir kismi endoplazmik retikulum (ER), golgi cisimcigi

veya hiicre ¢ekirdegi gibi boliimlerde yerlesmistir. Beyin dokusunda hiicre igine yerlesmis



kolesteroliin biiylik bir kismui asetil-CoA’dan de novo sentezlenir. Kan beyin bariyerinin
olmadig: diger organlarda kolesterol dolasimdan, esterlesmis veya esterlesmemis olarak LDL
reseptorleri (LDLR), B smifi tip 1 ¢Opgli reseptorler (SR-BI) araciligi ile hiicre igine
alinmaktadir. SSS'nde ise kan kolesterolii ancak KBB’nin hasarlandigi durumlarda beyin
dokusuna gecis olanagi bulmaktadir. Diger taraftan yiliksek kolesterol diizeyine sahip
bireylerde ise, kolesteroliin oksidasyon iiriinlerinin artarak kolaylikla KBB’inden gecebilme
olasiligr mevcuttur. Ozellikle bir oksi-sterol olan 27 hidroksi kolesteroliin KBB'ni kolaylikla
gecebildigi gosterilmistir (35, 40, 41).

Beyin dokusu i¢inde astrositlerde sentezlenen kolesterol, Apo E ile konjuge olduktan
sonra hiicreler arasi bosluga verilmekte, ApoE ile kolesterol ndron membranindaki LDL
reseptdrleri araciligi ile néron i¢ine alinmaktadir. Noronda endozom iginde bulunan Apo E ile
konjuge kolesterol, Apo E’den ayrilarak serbest halde Niemann-Pick-C1-benzeri-protein-1 ve
2 (NPCIL1 ve 2) araciligi ile endozom i¢inden ndron sitoplazmasma saliverildigi ileri
stiriilmektedir. Normal aktivasyona sahip noron sitoplazmasinda kolesterol Cyp46 enzimi ile
hidroksillenerek kolaylikla hiicre disina, kana ve diger hiicrelere dagilabilir. Dolagimdan
SSS'me kolesterol gecisi olmamasina ragmen beyinden dolasima kolesterol, 24S-hidroksi
kolesterol olarak gegmekte ve bunun miktar1 da viicutta hareket eden kolesteroliin yaklasik %
0,9’unu olusturmaktadir (Sekil 2). Kolesterol, konsantrasyon farkia bagh olarak, 7a, 24, 25
ve 27 pozisyonlarindan hidroksillenerek hiicre disina ¢ikabilir (42) Kolesterol tiirevi olan 24
hidroksi ve 27 hidroksi kolesterolin KBB'ni kolaylikla gecerek beyin kolesterol

hemostazisinde etkili oldugu gosterilmistir (41).
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Sekil 2 : Beyin kolesterol sentezi ve metabolizmasi (43)

Beyin ve vaskiiler sistemi arasinda direkt iletisime acgik bazi bolgeler mevcuttur.
Sirkum ventrikiiler organlar olarak isimlendirilen bu bolgeler nérohipofiz, median eminens,
subfornikal organ ve lamina terminalisin vaskiiler organmi igermektedir. Bu organlarda
bulunan ndronlar ve glial hiicreler kandaki hormon, kolesterol ve ndrotransmitter benzeri
molekiillerin konsantrasyon degisimlerine ¢ok duyarlidir (44-46). Ayrica KBB basta AH
olmak lizere norodejeneratif hastaliklarda hasarlanmis durumdadir (47-51). Her ne kadar
beyin kolesteroliiniin agirlikli olarak de-novo sentezlendigi kabul edilse de, gerek KBB hasar1
ile gerekse hasar olusmadan once sirkum ventrikiiler organlardaki ndron ve glial hiicrelerin
kolesterol igeriginin kan kolesterol degisimlerinden etkilenmesi beklenebilir. Ayrica ApoE4
mutasyonuna sahip AH’l1 bireylerde, astrositlerden salinan kolesterol néronlar tarafindan

alinamayacagi i¢in, hiicreler aras1 boslukta kolesterol artis1 da beklenen bir durumdur.

AH'a sahip bireylerin beyin dokusunda ndron i¢i 24 hidroksi kolesteroliin, normal
bireylere gore azaldigi, 27 hidroksi kolesteroliin ise arttig1 gosterilmistir. Ayrica hiicre icinde
bulunan kolesteroliin diger bir metaboliti olan PS''n AH'a sahip kisilerin beyin
kortekslerindeki diizeyleri ile AB peptid diizeyleri arasinda negatif korelasyon oldugu yapilan

postmortem c¢aligmalar ile vurgulanmistir (52).
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Kolesteroliin yan zincirinin koparilmasi ile baslayan ve bir ¢ok farkli enzimatik basamak ile
devam eden Kkatalitik siire¢ ile “norosteroidler olarak adlandirilan noral aktiviteyi
degistirebilen metabolitleri olusabilecegi gibi kolesteroliin gerek fizyolojik metabolik yolaklar
esnasinda gerekse oksidatif hasarla birlikte giden patolojik slireclerde oksidasyonu ile de

“oksisteroller olarak isimlendirilen metabolitleri olusur (53).

2.1.4 Kolesterol ve Amiloid Beta Toksisitesi

Kolesteroliin ndronal hiicre mebraninda amiloid prekiirsor proteinden toksik AB peptit
sentezini tetikledigi ya da olugsmus olan AB peptitinin fibrillizasyon ve aggregasyon esigini
diisiirerek amiloid plak olusumunu kolaylastirdig: ileri siirtilmektedir (41, 54, 55). Hiicre i¢i
kolesteroliin konsantrasyon degisimlerinin hiicre canliligin1 etkileyebilecegi ve artiginin
apoptotik hiicre oliimiinii tetikleyebilecegi gosterilmekle beraber kolesteroliin AH’daki rolii
tam olarak ortaya konamamistir. Noronal AB toksisitesi ile kolesterol diizey artig1 arasindaki
iliski heniliz agik degildir (56) ancak sinir hiicreleri iginde kolesterolden sentezlenen ve
noroprotektif / norotoksik etkilere sahip steroid yapili hormonlarin olast rolii iizerinde
durulabilir. AB toksisitesi ve norosteroid iligkisini ortaya koymaya ¢alisan pekc¢ok in vitro
calismada AB’nmn fragmanlarinin progesteron sentezi iizerine azaltici, P sentezini artirici
etkileri benzerken DHEA sentezi iizerine etkileri farkli bulunmus ancak PS sentezi iizerine

etkileri ise heniiz net olarak agiklanmamstir (16, 17).

2.2 Norosteroidler

2.2.1 Tanmm

Gonadlar, adrenal korteks gibi endokrin organlardan salgilanan steroid hormonlar
lipofilik yapilar1 nedeniyle kan-beyin-bariyerini kolaylikla ge¢ip SSS’ne ulasabilirler. Ancak,
bir grup steroid hormon beyinde ya da sinir sisteminde kolesterolden “de novo” sentezlenir,
periferik kaynaklara ihtiyag duymaz ve ndral aktiviteyi degistirebilir. Bu nedenle bu noroaktif
steroidler aligilmisin disinda orjinleri ve farkli fonksiyonlar1 nedeniyle ‘’nérosteroidler’’
olarak isimlendirilirler (19, 53).

Sekil 3°te noronal dokuda iiretilen norosteroidlerden (NS) bazilar1 (Pregnenolon (P),
Pregnenolon siilfat (PS), Progesteron (PROG), Dehidroepiandrosteron (DHEA),
Dehidroepiandrosteron siilfat (DHEAS), Allopregnanolon (3a,5a-tetrahidroprogesteron),

12



Epiallopregnanolon (3B3,50-THP) gibi) goriilmektedir (57). Pregnenolone (P) ve pregnenolon
stilfat (PS) bu norosteroidlerin en belli baslilarindandir (18).
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Sekil 3 : Sinir sisteminde iiretilen baz1 norosteroidler (57)

2.2.2 Norosteroidlerin Biyosentezi

Sicanlarda adrenalektomi ve gonadektomi yapildiktan (19, 58) ve maymunlarda da
adrenal baskilanma saglandiktan sonra (59) sinir sisteminde steroid hormon varliginin devam
etmesi sinir sisteminde steroid sentezini destekleyen pek cok kanittan birkacidir. Steroid
sentezi kolesteroliin pregnenolona doniisiim basamagi ile mitokondride baglar. Bu basamak
sitokrom P450 kolesterol side-chain cleavage (P450scc) enzimi tarafindan katalizlenir ve tim

steroid hormonlarda oldugu gibi ndrosteroidlerin sentezinde de hiz kisitlayici basamaktir.

Kolesterolden P’e doniisiimil saglayan P450scc enzimi beyinde beyaz cevherde (60, 61) ve
ozellikle oligodendrositlerde (62, 63) bulunur. Mitokondri dis zarindaki periferal

benzodiazepin reseptorii (PBR) mikrozomal kompartmanda bulunan kolesteroliin i¢ zara baglh
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P450scc enzim kompleksi ile etkilesime girmesine yardim eder ve mitokondrial
kompartmanda kolesterol P’e steroid biyosentez yolaginm ilk hiz kisitlayici basamagi olan
CYP11A (P450scc) tarafindan donistiiriilir (Sekil 4). Sentezlenen P mikrozomal
kompartmana gectikten sonra endoplazmik retikulumun 3B-hidroksisteroid dehidrogenazi
(3B-HSD) ile progesterona okside olur, CYP17 (P450c17) enzimi ile de P’den DHEA olusur
(64). P ve DHEA’nn PS ve DHEAS’a doniisimii sitozolik enzimler ailesinden
hidroksisteroid siilfotransferaz (HST;EC 2.8.2.2) enzimi tarafindan katalizlenir. Bu enzim 3°’-
fosfoadenozin 5° fosfosiilfat (PAPS)’in siilfonat kismini steroidlerin 3-hidroksi bdliimiine
transfer eder (20, 65). Pregnenolonun sentezinden sonraki bu basamaklarin oligodendroglial

hiicrelerin disinda astrosit ve ndronlarda gerceklestigi ileri siiriilmektedir (16)
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Sekil 4 : Steroid sentezinin mikrozomal ve mitokondrial kompartmandaki bo6liimleri(16)

2.2.3 Norosteroidlerin Metabolizmast

NS’lerin metabolizmasi yillardir yaygin olarak incelenmis olup ¢ogu calisma su an
icin daha iyi bilinen faz 1 metabolizma yolagina odaklanmis durumdadir (66, 67). Bu yolak
pregnenolondan DHEA, PROG, pregnanolon, allopregnanolon, testosteron ve Ostrojen gibi
cesitli steroidlerin sentezi basamaklarmi icermektedir. Diger taraftan NS’lerin faz 2
metabolizmas1 ise daha az calisilan yeterince aydinlatilamamis bir yolaktir. Faz 2 olarak
adlandirilan metabolizma siireci ise steroidlerin sirasiyla siilfotransferaz (SULT) ve
glukuronoziltransferaz (UGT) ile katalizlenen siilfatlanmasi ve glukuronidasyonu, yani temel
konjugasyon reaksiyonlaridir. Bu enzimlerin izoenzimleri insan, maymun ve rat beyninde

gosterilmistir (68).
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Sitozolik siilfotransferazlar hormonlar ve norotransmitterler gibi kiiciik endojen
bilesiklerin ve ayn1 zamanda ilaglar ve ksenobiotiklerin siilfatlanmasindan sorumlu enzimlerin
bir iist ailesini olusturmaktadir. Siilfotransferazlarin SULT2 ailesi tarafindan gerceklestirilen
ndtral steroidlerin siilfatlanmasi steroid sentez, taginma ve metabolizmasinda rol
oynamaktadir. SULT2 ailesi iki alt familyadan olusmaktadir. Bunlar, prototipik steroid
stilfotransferaz olan SULT2A1 ve SULT2B1°dir. SULT2BI1 geni SULT2B1a ve SULT2B1b
olmak tizere iki izoform kodlamaktadir. SULT2Bla biiylik oranda P’i siilfatlarken,
SULT2B1b kolesterolii tercih etmektedir.

NS’ler kismen stilfat, glukuronid ve yag asidi esterleri seklinde bulunur. Ester formlar1
sikga serbest steroidlerin konsantrasyonuna esit veya daha fazladir. Serbest 3f hidroksi
steroidler (P, DHEA) ve bunlarin siilfat esterleri belirgin biyolojik aktivite gdsterirken sinir
dokusunda diger ester formlarinin aktivitesiyle ilgili ¢cok az sey bilinmektedir (64). Kemirgen
beyninde glukuronidlerin varligmin gosterilmesi glukuronidasyonun NS metabolizmasinda
onemli bir rol oynadigmi diisiindiirmekte ve sinir sisteminde bu konjugasyon seklinin

incelenmesi gerekliligini ortaya koymaktadir (68).

2.2.4 Norosteroidlerin Etki Mekanizmalart - Noroaktif steroidler

Norosteroidler sinir sisteminde aktif norotransmiter rolii oynamalari nedeni ile
“’noroaktif steroidler’’ olarak adlandirilabilirler. Noroaktif steroidler (NAS), sentez edildikleri
yerden bagimsiz olarak, noral aktiviteyi degistirebilen hormonlar olup (69) SSS igerisinde

klasik/genomik ya da hizli/genomik olmayan yolaklar iizerinden etki gosterirler (70).

Norosteroidler genomik etkilerini klasik steroid hormonlar gibi hiicre i¢i steroid
reseptOrlerine baglanarak spesifik genlerin ekspresyonunun artmasi seklinde gosterirler. Bu
etkiler transkripsiyon ve bunu takiben protein sentezi i¢in translasyonu igeren bir siiregte
gerceklestiginden saatler hatta giinler i¢inde ortaya ¢ikar. Genomik olmayan sinyal iletimi ise
NS’lerin gama amino biitirik asit (GABA,), N-metil D-aspartat (NMDA), sigma 1 gibi ¢esitli
postsinaptik reseptorleri ve bir ¢ok ligand-kapili ve voltaj bagimli iyon kanallarini modiile

etmeleri ile saniye veya milisaniye i¢inde gerceklesir (67, 71).

NS’lerin reseptorler iizerine etkilerine ek olarak ¢ogu NAS’m glutamat, GABA,
asetilkolin, norepinefrin, dopamin ve serotonin (5-HT) gibi ¢esitli norotransmitterlerin

salimimi iizerine diizenleyici etkileri de vardir. Bu etkilerin ¢ogu beynin 6grenme, hafiza,
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duygu durum ve biligsel yeti ile ilgili alanlarinda ortaya cikar. Sekil 5’te bir Ornegini
gordiiglimiiz gibi PS prefrontal korteks ve hippokampusta glutamat salinimina yol agmakta ve

bu yolla cesitli etkiler gostermektedir (72).
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Sekil 5 : PS’nin prefrontal korteks ve hippokampusta glutamat sahnimina etkisi (72)

2.2.5 Noroaktif Steroidlerin Sinir Sistemindeki Fizyopatolojik Siireglerdeki Rolii
Norotransmitterlerin  ve modiilatorlerin - metabolizmasmin aydimnlatilmast  beyin
fonksiyonlarmi anlamamizdaki anahtar noktadir. NS’ler néromodiilatorlerin 6nemli bir smifi
olup pek c¢ok beyin fonksiyonunu diizenleyen ndron-néron haberlesmesini aktive veya
inaktive edebilirler (68).
NAS’lerin ister sinir dokusunda de novo sentezlensin ister periferal endokrin
bezlerden kaynaklansin yada sentetik yapida olsun beyin fonksiyonlar1 ve hastaliklari {izerine

Onemli modiilator etkileri vardir.

Endokrin organlarda yapilip kolayca KBB'ni gegen steroid hormonlarin beynin
biiylimesinde, gelismesinde ve olgunlasmasinda Onemli gorevler istlendigi yillardir
bilinmektedir (67). Progesteron, Ostradiol ve testosteron gibi bu hormonlarm SHT-3
reseptorlerinde, ligand kapili iyon kanallarinda ya da farkli glutamat reseptorlerinde islevsel
antagonist olarak davranan birer NAS olduklar1 belirtilmektedir (73). Buna ek olarak SSS’de
sentezlenen NS’lerin gelisim swrasinda veya yetiskinlerde yoklugu veya azalmis
konsantrasyonlar1 ndrogelisimsel, psikiyatrik ya da davranigsal bozukluklar ile iliskili
bulunmus ve bu bilesikler ile fizyolojik ya da farmakolojik dozlarda tedavinin de ndrogenezi,
ndronal yasam siiresini, miyelinizasyonu, hafizada artis1 ve ndrotoksisitede azalmay1

saglayabildikleri gdsterilmistir (20).

16



Fizyolojik kosullar altinda NAS’lar strese cevap, seksiiel ve beslenme davranisi,
duygu durum, hafiza ve biligsel yeti gibi yaygin davranigsal fonksiyonlar iizerine etkilidir.
NAS’lerin davranig biyolojisinden, bilissel performans ve hafizayr i¢ine alan degisik
etkilerinin diginda, hiicrelerin ndral yolaklarda ¢ogalma ve farklilagsmasi, gelisim ve yaslanma
stireci ile miyelinizasyon lizerine trofik etkilere, dendritik sinaps, sinaptogenez ve ndrit
gelisimini tetiklemesine kadar uzanan ¢ok genis, olduk¢a karmasik ve dnemli etkilere sahip
olduklar1 diistiniiliir (19, 64, 66, 74).

Patofizyolojik durumlarda NAS’lar; epilepsi, premenstriiel sendrom (PMS), sizofreni,
depresyon, anksiyete, alkol bagimliligi, multiple skleroz (MS) ve diger norodejeneratif
hastaliklar gibi norolojik ve psikiyatrik bozukluklarin olusumunda ve tedavi siireclerinde
onemli rol oynarlar. Noroprotektif, sedatif, hipnotik, anksiyolitik, anestetik, antikonviilzan,
antipsikotik, antidepresan ve uyku diizenleyici etkilerini inceleyen g¢esitli c¢alismalar da
mevcuttur (71). Bu etkilerin bazilarini ligand kapili iyon kanallar: ailesinden olan GABA
reseptorleri araciligiyla gergeklestirmektedirler (74).

Noroaktif steroidlerin sinir gelisimindeki koruyucu ve gelistirici 6zellikleri; ndronlarin
ve glial hiicrelerin hayatta kalimi1 ve farklilagmasi, myelin proteini sentezi, PROG’un genomik
etkisi ile myelinizasyon, sinir sistemi onarimi - remyelinizasyon, serebellar gelisimde purkinje
hiicrelerinde dentritik biiyiime ve sinaptogenez gelisimi, oligodendrosit farklilagmasi,
olgunlagmasi, neokorteks yapilanmasi, oksidatif stres, eksitotoksik hasar, anoksiye karsi

ndronlarin korunmasi seklinde 6zetlenebilir (64, 67, 75).
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3 GEREC VE YONTEM

3.1 Arastirmanin Tipi

Calisma deneysel nitelikte in vitro bir caligmadir.

3.2 Arastirmanin Yeri ve Zamani
Deneyler Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali

Laboratuvari'nda Haziran 2011-2013 tarihleri arasinda gerceklestirilmistir.

3.3 Arastirma Evreni ve Orneklemi/Cahsma Gruplan

Calismamizda sican ve insan kaynakli iki ayr1 ndronal hiicre kiiltiir hatt1 (PC-12 ve SHSY-
5Y) kullanilarak farkli deney modelleri olusturuldu.

I- AB toksisitesi ve toksisitenin hiicre canlilig1 ve P / PS diizeylerine etkisi

II- Kolesteroliin AB toksisitesi iizerine etkisi

II1- Kolesterol ve 3 farkli AB fragmaninin P / PS diizeyleri iizerine etkisi

Olusturulan tiim deney kosullar1 kendi i¢inde {icer kez ve farkli zamanlarda en az 3 kez olmak

tizere tekrarlanarak n=9 olacak sekilde teyit edildi.

3.4 Cahsma Materyali

Calismamizda AB peptit toksisitesi ile iligkili hiicre kiiltiiri modellerinde siklikla kullanilan
ve ndroendokrin karaktere sahip oldugu gosterilen iki ayr1 hiicre hatt1 (PC-12 ve SHSY-5Y
hiicre hatlar1) kullanild1 (76-79). Hatlar ticari olarak DSMZ (DEUTSCHE SAMMLUNG VON
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN) hiicre kiiltlir bankasindan sirastyla DSMZ ACC159
ve DSMZ ACC209 kodu ile temin edildi.

3.5 Arastirmamn Degiskenleri
Bu arastirmanin degiskenleri:
- Norosteroid seviyeleri, hiicre canlilik diizeyleri (bagimli degisken)

- AB/kolesterol diizeyleri (bagimsiz degisken)
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3.6 Veri Toplama Araclan

3.6.1 Kullanilacak mevcut makine — techizat listesi

Calismamizda kullanilan cihazlar ve kimyasal malzemeler tablo 1 ve 2'de listelenmistir.

Tablo 1 : Cahismada kullanilan cihazlar

CIiHAZ ADI

MODEL- KOD

Laminer-air flow

Holten Lamin Air Biosafe 1.2

Karbondioksit inkiibatorii

Nuaire Us Autoflow NU-4750

Ters-faz 151k mikroskobu

Nikon Eclipse TS-100

Santrifiy

Eppendorf 5810 R

Akis Sitometre

Beckman Coulter —Epics XL.MCL

Derin dondurucu (-80°C)

Thermo Forma Model 705

Derin dondurucu (-20°C)

Argelik 2031

Azot tank1

MVE Cryogenics cryosystem 4000

Plak okuyucu

BioTek ELX 800

Buz makinasi

Scotsman AF-100

Otoklav Hirayama HICLAVE HV-50
Etiv Thermo Heraeus

Sonikator Sonic Materials

pH metre Orion, USA Model 420

Hassas terazi

Precisa XB 220 A

Saf su cihazi

Milipore Mili-Q ZLX55003Y

HPLC cihaz1

Shimadzu LC
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Tablo 2 : Cahsmada kullamlan kimyasal malzemeler

KIMYASAL MALZEME ADI URETICI FIRMA-KOD
Pregnenolon Fluka 81630/ Sigma P 9129
Pregnenolon Siilfat Sigma P 162
Aminoglutetimid (AMG) (Enzim inhibit6rii) Sigma A-123

2,4 Dichloro-6-Nitrophenol (DCNP) Fluka 36065

Ultra saf su Biochrom L0020

Asetik asit Merck K24209656 728

Etanol Riedel-de Haen 32221
Metanol Riedel-de Haen 34860
Fetal s1g1ir serumu (FBS) Biochrom S01115
Dondr at serum (DHS) Biochrom S9133
RPMI 1640 Invitrogen 21875034
S1gir 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

MTT  (3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-

2H-tetrazolium bromide)

Applichem A2231,0001

Amiloid beta fragman 25-35 Sigma A4559
Amiloid beta fragman 1-40 Sigma A1075
Amiloid beta fragman 1-42 Sigma A9810
BCA Protein kiti Pierce 23225
DMSO (Dimetil siilfoksid) Sigma D2650
Anneksin V-FITC Apoptosis kiti BD Pharmingen 556547
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Kolesterol Sigma C 3045

Hoechst 33342 (HO) boyasi Thermo Scientific Pierce Fluorescent Stain
Tripsin-EDTA Biochrom L2143

Penisilin/Streptomisin Biochrom A2210

Triton X-100 Sigma T 8787

3.6.2 Hiicre Kiiltiirii
Calismamizda AB peptit toksisitesi ile iligkili hiicre kiiltiirii modellerinde siklikla

kullanilan ve ndroendokrin karaktere sahip oldugu gosterilen iki ayr1 hiicre hatt1 kullanild1

(76-79). Bunlar;

PC-12 Sican feokromasitoma hiicre hatti: Adrenal bezin medullasindan kdken alan tek

hiicre klonu olan ndral krestten koken alan ndroendokrin 6zellige sahip kromaffin hiicrelerden

gelisen bir tiimor olan feokromasitoma kaynakli hiicre hatt1.

SHSY-5Y Insan néroblastoma hiicre hatti: Esas olarak sempatik sinir sistemi ve

adrenal bezin medullasinda bulunan embriyonik noral krestten kaynaklanan primitif,

pluripotent sempatik hiicrelerden koken alan insan néroblastoma hiicre hatti.

PC-12 hiicrelerinin tutunmalarini kolaylastirmak amaciyla kiiltlir kaplarmin yiizeyleri
kullanim 6ncesi poli-D-lizin (10 pg/mL) ile kaplandi. Biiyiime ortami olarak PC-12 hiicreleri
icin %10 DHS, %5 FBS ve %1 penisilin-streptomisin igeren RPMI 1640 ortami kullanildi.
SHSY-5Y hiicreleri igin ise %17 FBS ve %] penisilin-streptomisin iceren DMEM ortam1
kullanild1. Deneylere gegmeden dnce hiicreler %70-80 siklikta oluncaya kadar hiicre sayisinin
iki katmna ¢ikma siiresine gore (katlanma zamani) ~ 2-3 giinde bir %15-%17 serum igeren
kiiltiir ortamlari ile beslenerek nemli atmosfer ve %5 CO, basinci altinda 37 °C’de inkiibator
icinde tutuldu. PC-12 ve SHSY-5Y hiicreleri %70-80 siklikta olunca pasajlanarak deneyler
icin uygun 96’1/6’l1 hiicre kiiltir kaplarma her kuyucukta 1-2x10% veya 1-2x10°
yogunlugunda hiicre sayis1 olacak sekilde ekildi. Ilk 18-24 saat boyunca hiicreler plak
yiizeyine yapigabilmeleri i¢in %15, %17 serumlu ortam, nemli atmosfer, %5 CO, basinci
altinda 37 °C’de tutulduktan sonra hiicrelerin deneyler siiresince ¢ogalmasini yavaslatmak ve

serumun igerebilecegi koruyucu faktdrlerin etkisinden kurtulmak amaci ile, kiiltiir kaplar1
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icindeki ortamlarin yarisi ¢ekilip atilarak (96 kuyucuklu kap i¢in 1 mL, 6 kuyucuklu kap i¢in
100 uL) ayn1 oranlarda %1.5 veya %1.7 serum iceren ortamlar (deney kosuluna gére uygun

konsantrasyonda hazirlanmis olan kimyasal soliisyonlar) ile degistirildi.

3.6.3 AB Peptit Toksisitesi

AB25-35, AB1-40 ve ABI1-42 peptit soliisvonlarinin hazirlanmasi: Ultra saf su ve

DMSO kullanilarak AB fragmanlar1 stok soliisyonlar1 hazirlandi, stok soliisyonlar
tilkeninceye kadar -20°C’de saklandi. PC-12 ve SHSY 5Y hiicreleri i¢in siras1 ile %1.5 ve
%1.7 serum iceren ortamlar ile seri seyreltmeler yapildi. Uygun konsantrasyonlardaki

soliisyonlar her deneyden 6nce taze olarak hazirlandi.

AB peptidinin yapilan 6n deneyler ile kontrol grubuna gore ~ %50 canlilig1 azaltan

konsantrasyonu toksisite uygulama dozu olarak belirlendi. PC-12 hiicreleri ve SHSYS5-Y
hiicreleri i¢in sirasi ile AB 25-35 fragmani (20/40 uM), AB 1-40 (2,5/5 uM )ve AB 1-42
(2,5/10 uM) konsantrasyonlarda uygulandi. Fragmanlar PC-12 hiicrelerine direkt olarak
verilirken, SHSY5-Y hiicreleri i¢in 37°C 72 saat inkiibe edilerek pre-agrege edildikten sonra
hiicre kiiltiir ortamina eklendi. Eklenen tiim AB fragmanlar1 37°C’de hiicreler ile 24, 48 ve 72

saat boyunca muamele edildi.

Amiloid beta ndronal toksisite modeli olusturulurken stok solusyonunun
hazirlanmasinda kullanilan DMSO’nun hiicrelere toksik etki olusturmamasi i¢in son
konsantrasyonu <%0.5 olacak sekilde hesaplanarak uygulandi. Ayrica hiicrelere %2, %],
%0.5, %0.25 ‘lik DMSO uygulamas1 yapilarak hiicre canliligi degerlendirildi ve kontrol
grubuna gore % 1 ve altinda DMSO uygulamas: ile hiicre canliliginda anlamli bir fark

saptanmadi.

3.6.4 Hiicre Icine Kolesterol Gegisinin Saglanmasi

In vivo kosullar icin normo-kolesterolemik ve hiperkolesterolemik durumu temsil
ettigi diisliniilerek kolesteroliin uygulama dozu 1,2 mM ve 9 mM olarak belirlendi. Kolesterol
etanol (% 0.1) ile suda ¢oziinebilir hale getirildikten sonra hiicre i¢ine ge¢isini kolaylagtirmak
i¢in hiicre kiiltlir ortamina 50 pg/mL LDL ile birlikte eklendi (12, 80). Kolesterol ile muamele

edilen hiicrelerdeki kolesterol gecisi, 24 saatte bir 72 saat siiresince hiicre lizatlarinda ve
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kiiltiir ortaminda total kolesterol miktarinin HPLC metodu ile saptanmasi ile dogruland1 (81-
83). Tek basmna etanol ve LDL eklenmis hiicreler kontrol olarak ayrica degerlendirmeye

alindi.

3.6.5 Kolesterol ve AB Peptit Uygulamasinin P ve PS Diizeylerine Etkisinin Belirlenmesi

PC-12 hiicre hatt1 igin 2 x 10°, SHSY-5Y hiicre hatt1 igin 1 x 10° hiicre ayr1 ayr1 6
kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina ekildi. Hiicrelere uygulanan kolesterol ve AB peptidin
steroid diizeylerine etkisini belirlemek i¢in inkiibasyon siiresinin sonunda ortamlar
uzaklastirildiktan sonra hiicrelerin pargalanmasi ve steroidlerin serbest kalmasi i¢in hiicre zar
biitiinliiglinlii bozacak ve hiicre igindeki bu steroidleri ¢ekitleyip, saflastiracak 6n iglemler
kullanildi. Triton X-100 ile parcalanarak icerikleri hekzana cekitlenen 6rnekler azot gazi

altinda ugurulduktan sonra analiz 6ncesi metanol ile ¢oziilerek HPLC'ye enjekte edildi.

Calismamizda hiicre hatlarina uygulanan kolesteroliin ve AB peptidin, P ve PS
diizeylerine etkisini saptamak amaciyla HPLC yontemi kullanildi (84, 85). PS diizeyi 6l¢timii
steroid stilfatlarin non-polar bilesiklerle kontamine olma riski yoniinden, optimum kosullarda
ve standardize edilerek yapilan solvoliz yontemi ile siilfat grubu ayrildiktan sonra total P
Ol¢limii lizerinden indirekt olarak hesaplandi (84). Pregnenolon siilfat (PS), enzimatik solvoliz
islemi ile siilfat grubunun uzaklastirilmasindan (15 pL aril sulfataz ile 40°C’de gece boyu
inkiibasyon) sonra tekrarlanan P analizi ile in-direkt olarak belirlendi. Tiim kosullar i¢in elde
edilen her bir 6rnek (hiicre lizat1 ve hiicre kiiltiir ortami) esit hacimde ikiye boliinerek P ve PS
analizleri ardisik olarak gerceklestirildi ve boylece hiicre ekimi, 6rnek toplama, lizat eldesi vb

on islemlerden kaynaklanabilecek farkliliklarin 6niine ge¢ilmesi hedeflendi.

HPLC analizi ile farkli uygulama kosullarinin hiicre kiiltiir ortamlarinda es zamanli
kolesterol ve pregnenolon diizeyine etkisini belirleyebilmek i¢in 6n ¢aligmalar sirasinda analiz
kosullarmi olustururken pek ¢ok farkli mobil faz igerigi denendi ve her bir analit i¢in es
zamanl1 kalibrasyon yapild1 (Sekil 6 ve 7). Bu sekilde tek bir ¢alismada hem kolesterol hem
de pregnenolon pikini gérebilmek miimkiin oldu (Sekil 8).

Kolesterol ve pregnenolone oOlgiimleri her iki hiicre hatti1 i¢in asagida belirtilen

kosullarda gergeklestirildi.
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Analiz Kosullar:

Kolon: 4.6x250mm C18 kolon

Mobil faz: Metanol/Asetik asit (v/v: 1x10%/1)
Mobil faz akis hizi: 2 mL/dk

Stop Time : 18 dk

Firin sicakhgr: 30 °C

Dedektor: UV-VIS dedektor, 200 nm

Standart icin ¢6zgen: MetOH

Enjeksiyon voliimii: 100 pL

<Calibration Curve>
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Sekil 6 : Pregnenolone standart egrisi
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==== Shimadzu LCsolution Calibration Curve ====

<Calibration Curve>
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Sekil 7 : Kolesterol ve pregnenolon i¢in es zamanh olusturulan standart egriler




Shimadzu LCsolution Analysis Report

C:\LabSolutions\Data\COLESTEROL\25.09.2012\25.09.011.lcd

Acquired by : Admin
Sample Name : 30 PREG +20 KOL
Sample ID 11
Tray# :'q
Vail # =11
Injectién Volume 1100 uL
Data File Name : 25.08.011.lcd
Method File Name : PREG+CHOL.lem
Batch File Name : 25,09,2012.icb
Report File Name : Default.lcr
Data Acquired : 25.09.2012 17:23:18
Data Processed :22.10.2012 14:28:26
<Chromatogram>
C:\LabSolutions\Data\COLESTEROL\25.09.2012\25.09.011.lcd
mVv
I £ B Det.A Ch1
100 . fa
| |
75 ! _; | [
i i I _
.Ii] | ‘ [
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s ] |
25 . 2 | | | |
Vo o (1 |
Vi A |
- Vi iy X
ol— i W= A ) e - . o
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min
1 Det.A Ch1/200nm
PeakTable
Detector A Chl 200nm i )
fie ___Name Ret. Time Area | Height | Area% | Conc. |
PREG 2.943] 101473 10884 5.236 15.000/
CHOL 6.585] 1836500| 104768 94.764| 10.000]
1937973 115652 100.000] i

Sekil 8 : Kolesterol ve pregnenolonun kromatogram

3.6.6 Hiicre Canlilik Testleri

Kolesterol ve AB peptit uygulamalarinin hiicre canliligmma etkisi ve olusan hiicre 6liim tipi

sirastyla MTT testi, Hoechst 33342 (HO) boyasi ve Akis sitometrik Annexin-V/PI boyama

analizi ile degerlendirildi. Kullanilan yontemler asagida 6zetlenmistir;

26




MTT Hiicre CanlilikTesti:

3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2 H-tetrazolium bromide (MTT)
rediiksiyonu yOntemiyle bir hiicre toplulugundaki canli hiicrelerin orani1 kolorimetrik
yontemle kantitatif olarak saptanabilmektedir. Bu yontem saglam hiicrelerde mitokondrinin
MTT boyasinin tetrazolium halkasini parcalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir. Bu reaksiyon
mitokondrial bir enzim olan siiksinat dehidrogenaz enziminin aktivitesine bagimhdir.
Tetrazolium halkasinin parcalanmasi sonucu soluk sar1 renkli MTT boyasi koyu mavi-mor
formazan iriiniine donlismektedir. Plak kuyularma son konsantrasyon 0.5 mg/mL olacak
sekilde MTT stok soliisyonu (5 mg/mL) eklenip, 37°C’de %5 CO2, %95 hava igeren
inkiibatdrde 3.5 saat (1-5 saat) bekletildi, 1250 rpm hizda 5 dakika santrifiij edildikten sonra
ist faz atilarak MTT metabolizma iiriinii olan formazan kristallerini solubilize duruma
getirmek i¢in tiim kuyulara 200 pL dimetil siilfoksit (DMSO) eklendi ve 37°C’de 30 dakika
bekletildi, ELISA plak okuyucusunda 590 nm’de absorbanslar1 okutularak %canlilik
hesaplandi.

Hoechst 33342 (HO) bovasi ile Floresan Mikroskobik Inceleme:

Apoptotik hiicre 6liimiinde kromatin kondenzasyonun saptanmasi apoptotik hiicrenin
tanimlanmasinda hizli duyarl bir yontem olarak belirtilmektedir. Mavi fluoresan Hoechst
33342 boyasinin DN A’ya baglandiginda eksitasyon/emisyon dalga boylar1 350/461 nm dir ve
apoptotik hiicrenin kondanse olmus kromatinlerine baglanarak apoptotik olmayan hiicreye
gore ¢cok daha parlak mavi renk verirler. Calismamizda ters-faz mikroskop ile Hoechst 33342
boyas1 kullanilarak apoptotik hiicreler goriintiilendi. Yontemin etkinligini test etmek i¢in

"pozitif kontrol" olarak “staurosporine” kullanild1.

Akis Sitometrik Analiz:

Akis sitometrik Annexin-V/PI analizi ile canli, apoptotik ve nekrotik hiicre yiizdeleri
saptand1. Plazma membran fosfolipidleri membranin i¢ ve dis yiiziine dogru asimetrik dagilim
gostermektedir. Canli hiicrelerde bir plazma fosfolipidi olan fosfotidilserin genelikle
membranm i¢ yiiziinde yerlesim gdstermektedir. I¢ membranda bulunan fosfotidilserin'in dis
membran yliziine donmesi apoptozu tanimlayan ilk olaylardan biri olarak tanimlanmaktadir.
Kalsiyum bagimli bir fosfolipid baglayic1 protein olan Annexin V’in fosfotidilserin gibi

negatif yiiklii fosfolipidlere yiiksek afinitesi bulunmaktadir. Bu nedenle bu proteinin bir
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fluorosan madde ile ciftlendirilmesi plazma dis membraninda bulunan fosfatidilserinin
saptanmasia olanak saglamaktadir. Fosfotidilserin’in dis yiizeye translokasyonu sadece
apoptotisis’e spesifik degildir ayn1 zamanda nekrotik hiicre oliimiinde de goriilmektedir.
Ancak apoptotik/nekrotik hiicre Olimiiniin ayirimi Annexin V-FITC ve PI’in birarada
kullanilmastyla akis sitometrisinde yapilabilmektedir. Apoptotik olmayan hiicreler Annexin V
(-) / PI (-), erken apoptotik donemde olan hiicreler Annexin V (+) / PI (-), gec apoptotik ve
nekrotik hiicreler Annexin V (+) / PI (+) boyanma 6zelligi gdstermekte ve hiicre 6liim tipinin

belirlenmesi miimkiin olmaktadir (86, 87).

Protein Analizi:

Total protein konsantrasyonu Bisinkoninik Asit (BCA) yontemi ile kolorimetrik olarak
saptandi. Yontemin prensibi alkali ortamda protein tarafindan Cu  iyonunun Cu *' iyonuna
indirgenmesine (Biiiret reaksiyonu) ve bisinkoninik asit iceren tek bir reaktif kullanarak
Cu"’in renk degisiminin 6lgiilmesine dayanir. 2 mg/mL konsantrasyonda olan sigir serum
albumin (BSA) kullanilarak 25-1500pg/mL konsantrasyon araliginda standart egrisi
hazirlandi. Bisinkoninik asit ve %4 bakir siilfat iceren ¢alisma solusyonu ile 30 dakika
37°C’de inkiibe edilmesinden sonra absorbanslar 562 nm’de okundu. Standart egrisine gore

her 6rnegin icerdigi protein miktar1 belirlendi.

3.6.7 P ve PS Sentezindeki Degisimlerin Hiicre Canliligi Uzerine Etkisinin Incelenmesi.
Steroid sentezinin ilk hiz kisitlayici enzimi olan, kolesteroliin pregnenolona doniistimii
basamagini katalizleyen sitokrom P450 kolesterol side-chain cleavage enziminin (P450scc;
CYP11A) inhibitérii aminoglutetimid (AMG) 0,75 mM (88, 89) ayrica P’un PS’a
doniisiimiinii saglayan hidroksisteroid siilfotransferazi (HST) inhibe eden 2,4-dikloro-6-
nitrofenol (DCNP) 1uM dozda (65) 72 saat boyunca hiicrelere uygulandi. Steroid sentez

inhibitorlerinin hiicre canliligina etkisi yukarida anlatilan hiicre canliligi testleri ile belirlendi.
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3.7 Arastirmanin Plam ve Takvimi

Hiicre hatlarimin ¢oziilmesi ve hiicrelerin ¢cogaltilmasi

Temmuz-Agustos 2011

|

Toksisite olusturan AB fragman (25-35, 1-40, 1-42) dozlarimin belirlenmesi

Eyliil-Kasim 2011

l

Hiicre icine kolesterol gecisinin saglanmasi ve kolesterol gecisinin dogrulanmasi

Aralk 2011-Mart 2012

l

Kolesterol gecisi saglanan ve dogrulanan hiicrelere belirlenen dozlarda AB peptit fragmanlarimin
kolesterol ile eszamanh uygulanmasi

Nisan-Haziran 2012

!

Kolesterol ve AB peptit uygulamasinin hiicre ici P ve PS diizeylerine etkisinin belirlenmesi

Temmuz-Ekim 2012

!

Kolesterol ve AB peptit uygulamasinin hiicre canlih@ina etkisinin belirlenmesi

Kasim 2012-Subat 2013

!

P ve/veya PS sentez inhibitorlerinin hiicre canhhgina etkisinin belirlenmesi

Mart-Haziran 2013
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3.8 Verilerin Degerlendirilmesi

Olusturulan tiim deney kosullar1 en az ii¢ farkli zamanda ve ¢alisma i¢i en az ii¢ kez
tekrarlanarak calisilmistir. Sonuglar ortalama+SD olarak verilmistir. Istatistiksel analizler
SPSS 16.0 yazilim1 kullanilarak gruplar arasi karsilastirmalarda Kruskal-Wallis testi ve Mann
Whitney-U testi kullanilmistir. p degeri 0.05’in altinda olanlar anlamli kabul edilmistir.

3.9 Arastirmamn Sinirhhklar

Sican ve insan kaynakli iki ayr1 noronal hiicre hatt1 (PC-12 ve SHSY-5Y) kullanarak
yaptigimiz bu in vitro ¢aligma ile elde edilen veriler olduk¢a kiymetli olmakla birlikte in vivo
ve klinik ¢aligmalar ile desteklenmelidir. Bundan sonra planlanacak yeni in vitro ¢alismalarda
beyin dokusu kolesterol metabolizmasinda oldukca dnemli astrosit ve glia hiicreleri de dikkate
alinarak tek basma noronal hiicreler lizerinde deney modelleri kurulmamali ko-kiiltiir

caligmalar1 ile daha ayrintil bilgiler edinilmelidir.

3.10 Etik Kurul Onay1
Bu calisma 2011 yilinda Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan 192-GOA protokol numarasi ile onaylanmistir (Ek-1).
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4 BULGULAR

4.1 Noronal Hiicrelerde AB Peptid Toksisitesi

PC-12 hiicrelerine 72 saat boyunca 20 uM AB 25-35, 2,5 uM AB 1-40 ve 2,5 uM AB
1-42 uygulanmasi sonucu MTT rediiksiyonu yontemi ile degerlendirme sonucu hiicre canliligt
kontrol grubuna gore yaklasik olarak % 50 ve altinda azald: (p<0.05, Sekil 9). U¢ AB peptit

fragmani da uygulamadan sonra 48. saatte istatistiksel olarak anlamli toksik etki gosterdi.
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KONTROL  AB(25-35) AB(1-40) AB(1-42)

Sekil 9 : PC-12 hiicrelerinde tiim AB fragmanlarinin 72. saatte hiicre canlihgina etkisi.
(* Kontrol grubuna gore p<0.05 diizeyinde anlamli fark; AB: Amiloid beta)

SHSY-5Y hiicrelerine AB fragmanlar1 6nceden agregasyon On islemi yapilarak
uygulandi. 72 saat 37°C’de inkiibe edilerek agrege edilmis olan 20 uM AB 25-35, 5 uM AB
1-40 ve 10 uM AB 1-42 fragmanlar1 72 saat boyunca hiicrelere muamele edildikten sonra
hiicre canlilif1 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli azalmis bulundu (p< 0.05,

Sekil 10). Toksisite PC-12 hiicrelerinde oldugu gibi 48. saat sonrasinda da istatistiksel olarak

anlamli idi.
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Sekil 10 : SHSY-5Y hiicrelerinde agrege AB fragmanlarinin 72. saatin sonunda hiicre
canhihgina etkisi. (Sonuglar dokuz ¢aligmanin ortalamasi+SD olarak verilmistir. * Kontrol
grubuna gore p<0.05 diizeyinde anlamli fark)

MTT testi ile yapilan sitotoksisite ¢aligmalarinin verilerine gore her iki hiicre hatt1 i¢in
de sitotoksik oldugu saptanan AB 25-35 fragmani kullanilarak hiicre 6liim tipini belirleme
deneylerine devam edildi. AB 25-35 peptitinin 24, 48 ve 72 saat siireyle uygulanmasi sonucu

hiicrelerde olugan apoptotik, nekrotik hiicre oranlar1 Annexin-V/PI boyamas1 yapilarak akis

sitometrik analiz ile belirlendi.

Akis sitometrik analiz kadranlarinda goriilen ve total hiicre yiizdesine gore
hesaplanmis olan % hiicre degerleri incelendiginde; higbir uygulama yapilmamis olan PC-12
hiicre hatlarinin %91,4 oraninda canli oldugu, toplam apoptotik hiicre oraninin %6, toplam
nekrotik hiicre oraninin ise %2,6 diizeyinde oldugu saptandi. Canlilig1 kontrol edilmis olan
PC-12 hiicrelerinin 24, 48 ve 72 saat siiresi ile 20 uM AB 25-35 uygulanmasi sonucunda
apoptotik hiicre liimiiniin kontrol grubuna gore sirasi ile %.28,2 %45,1 ve %36,1 oraninda
gerceklestigi saptandi. 20 pM AB 25-35 uygulamasi ile indiiklenen apoptoz oraninda kontrole

gore 24. ve 48. saatlerde artig, 72. saatte ise hiicre 6liimiiniin nekrotik hiicre 6liimiine kaydig:
gozlendi (Resim 1, Sekil 11).
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Resim 1 : PC-12 hiicrelerinin kontrol grubu ve 48 saat siireyle 20 pM AB 25-35
uygulamasi sonrasi akis sitometrik goriintiileri.
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% Hiicre popiilasyonu
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Sekil 11 : PC-12 hiicrelerine 24, 48 ve 72 saat siiresi ile 20 pM AB 25-35 uygulanmasi
sonucunda nekrotik, apoptotik hiicre oliimiine giden hiicre sayis1 % oranlarinin kontrol

grubuna gore grafiksel gosterimi.
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Apoptotik hiicrelerin floresan mikroskopta goriintiilenmesi i¢in DNA isaretleyici boya
olan Hoechst 33342 kullanildi. PC-12 hiicreleri 20 uM AB 25-35 ile 48 saat inkiibe edildikten
sonra floresan mikroskobu ile 392/440 nm Hoechst filtresinde incelendi. Hiicrelerin
goriintiilenmesi i¢in kurgulanan deneyde pozitif kontrol olarak cogu hiicrede apoptoz
tetiklenmesini saglayan 0,8 pM staurosporin kullanildi. Pozitif kontrol grubunda Hoechst
boyas1 ile boyanmis, parlak, kromatin kondensasyonu ve nukleus fragmantasyonu
gerceklesmis hiicreler gozlendi. PC-12 hiicrelerinin 20 uM AB 25-35 ile 48 saat boyunca
inkiibasyonundan sonra elde edilen goriintiilerde de Hoechst boyasini baglayarak parlak ve
kondanse goriiniim sergileyen apoptotik hiicreler floresan mikroskopta gozlendi (Resim 2).
Yapilan bu c¢aligma ile akis sitometrik olarak saptanan apoptotik hiicrelerin niikleus

fragmantasyonlar1 Hoechst boyasi ile gorsel olarak belirlenmis oldu.

Pozitif kontrol (0,8 uM Staurosporin) 20 uM AB 25-35 uygulanan grup

Resim 2 : PC-12 hiicrelerinin Hoechst boyasi ile floresan mikroskobik goriintillenmesi.
0,8uM staurosporin uygulanan pozitif kontrol grubu, 20 pM AB 25-35 uygulanan grup
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4.2 Hiicre icine Kolesterol Gegisinin Saglanmasi

PC-12 ve SHSY-5Y hiicrelerinde hiicre total kolesterolii hiicre lizatlarmmda yapilan
HPLC analizi sonrasi siwrasi ile ortalama 104+0,21 pg/mg protein ve 6519 pg/mg protein
olarak bulundu. Hiicrelere disaridan kolesterol uygulamasi ile her iki hiicre hattinda benzer
oranlarda kolesterol ge¢isi saglandi. Fizyolojik kosullardaki periferal yiiksek kolesterol
diizeyini temsil eden 9 mM kolesteroliin hiicrelere 24 saat uygulanmasi sonrasinda hiicre i¢i
kolesterol miktar1 kontrol hiicrelerinin yaklasik 5-6 kati artt1 (PC-12 hiicre hatt1 i¢in Sekil 12).

Kolesterol uygulamasmin 72 saate uzatilmasi ile kolesteroliin hiicre icine gegisi bir
miktar azalmakla birlikte ilk 24 saatteki oranlar ile benzer degerler bulundu. Bunun yaninda
hiicrelere kolesterol ile birlikte AB verildiginde, PC-12 hiicre hattinda 72 saat stire ile 20 uM
AB 25-35 ve kolesterol uygulanmasi sonrasi kolesterol ve AB'nin birlikte verildigi grupta
hiicre ici kolesterol artisinin daha diisiik seviyede kaldig1 ("2 kat) gbzlendi. Kiiltlir ortaminda
ise kontrol grubuna gore yaklasik 5 katlik bir artis izlendi (Sekil 13).
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é 5 - Kiiltir ortami
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f‘..; 4 - - Hiicre lizat
=
]
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1 4 -
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KONTROL Kol (1.2 mM) Kol (9 mM)

Sekil 12 : PC-12 hiicrelerine 24 saat siireyle 1.2 mM ve 9 mM kolesterol uygulanmasi
sonrasi hiicreler ve Kkiiltiir ortamlarinin total kolesterol diizeyi degisimleri (* Kontrol
grubuna gére p<0.05 diizeyinde anlamli fark, 2x10° hiicre, Kol:Kolesterol)
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Sekil 13 : PC-12 hiicrelerine 72 saat siire ile AB 25-35 (20uM) ve kolesterol uygulamasi
sonrasi hiicre ve kiiltiir ortamlari total kolesterol diizeyi degisimleri (* Kontrol grubuna
gore p<0.05 diizeyinde anlaml1 fark)

4.3 Kolesterol ve AB Peptit Uygulamasinin Norosteroid Diizeylerine Etkisi

4.3.1 Pregnenolon

PC-12 ve SHSY-5Y hiicre hatlarinda toksisite olusturan dozlarda uygulanan her ii¢
AB peptidinin tek basina ya da ortamda bulunan kolesterol diizeyine bagli olarak farkli
oranlarda pregnenolon diizeylerini arttirdig1 saptandi. Ayrica P sentezini en ¢ok tetikleyen AB

fragmaninin da AB 25-35 oldugu gézlendi.

PC-12 hiicre hattinda 24, 48 ve 72 saat siire ile 20 uM AB 25-35 peptiti diisiik (1,2
mmol/L) ve yliksek (9 mmol/L) diizeyde kolesterol ile birlikte uygulandiktan sonra
pregnenolon (P) ve kolesterol diizeylerinin degisimleri es zamanlh yapilan HPLC analizi ile
incelendiginde her ii¢ inkiibasyon saatinde de AB ile birlikte 9 mM kolesterol verilen grupta P
diizeyinin hem kontrol hem de sadece AB verilen gruba gore anlamli artig gosterdigi bulundu
(Sekil 14).PC-12 hiicrelerine 72 saat siiresince tek basina kolesterol ya da AB 25-35 peptit
uygulamasi P sentezini kontrol grubuna gore istatistiksl olarak anlamli oranda artird1 ancak bu
ic grup arasinda anlamli fark bulunamadi. Bununla birlikte AB ile birlikte 9 mM kolesterol
uygulamasinin ise P sentezini tiim gruplara gore yaklagik 2,5-3 kat oraninda daha fazla

arttirdig1 izlendi (p<0.05) (Sekil 15).
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Sekil 14 : PC-12 hiicrelerinde 20 pM AB 25-35 ve kolesterol uygulamasinin hiicre
ortaminda Kolesterol (mM) ve pregnenolon (mM) diizeyine etkisi. (Sonuglar 2x10° hiicre
basma Ort = SD olarak verilmistir.)
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Sekil 15 : PC-12 hiicrelerine 1,2 mM ve 9 mM kolesteroliin 20 uM AB 25-35
fragmaninin varh@inda ve yoklugunda 72 saat boyunca uygulanmasinin P diizeyi
iizerine etkisi (Sonuglar ort+SD olarak verilmistir. *Kontrol grubuna gore, ** diger tiim
gruplara gore p<0.05 diizeyinde anlamli fark: gostermektedir.)

Norotoksisite deney modelimizde kullandigimiz diger fragmanlar olan AB 1-40 ve AB
1-42 fragmanlar1 da AB 25-35 peptiti gibi 72 saat siireyle uygulandiginda hem PC-12 hem de
SHSY-5Y hiicre hatlarinda pregnenolon diizeyinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli artisa neden oldu (Sekil 16). Ancak P'daki artis1 her iki hiicre hattinda da AB 25-35
fragmaninin digerlerine gore daha fazla tetikledigi goriildii (p<<0.05). Her iki hiicre hattinda
AB fragmanlari ile birlikte 9 mM kolesterol verilen gruplarda P diizeyinin hem kontrol hem
de sadece AB verilen gruba gore arttig1 gosterildi( Sekil 17)
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Sekil 16 : Pregnenolon diizeylerinin PC-12 ve SHSY-5Y hiicre hatlarinda ii¢c farkh AB
uygulanmasi sonrasi karsilastirilmasi (*Kontrol grubuna gore p<0.05 diizeyinde anlaml1

fark)
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Sekil 17 : PC-12 ve SHSY-5Y hiicre hatlarinnda 9 mM kolesterol ile es zamanh AB
peptitlerinin uygulanmasinin P diizeylerine etkisi (*Kontrol grubuna gore p<0.05
diizeyinde anlaml1 fark)
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4.3.2 Pregnenolon Siilfat

AB 25-35 fragmani ile PC-12 ve SHSY-5Y hiicre hatlarinda PS diizeylerinde anlaml1
bir degisim saptanmazken, AB 1-40 ve AB 1-42'nin her iki hiicre hattinda da PS diizeylerini
farkl sekillerde etkiledigi goriildii.

PC-12 hiicrelerine 72 saat siire ile AB 1-40'm tek basina ve kolesterol ile birlikte
uygulanmasi sonucunda PS diizeylerinin kontrole gore anlaml artis gosterdigi saptandi (Sekil
18). AB 1-42 fragmani ise PC-12 hiicrelerinde kontrol grubuna goére anlamli PS azalmasi
yaparken, ortama 9 mM kolesterol eklendiginde tek basmma AB 1-42 uygulamasma gore
istatistiksel olarak anlamli daha yiiksek diizeyde PS elde edildi (p<0.05) (Sekil 18).
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Sekil 18 : PC-12 hiicre hattinda AB 1-40, AB 1-42 ve kolesterol uygulamasi sonrasi
pregnenolon siilfat diizey degisimleri (Sonuclar ort£SD olarak verilmistir. *Kontrol
grubuna gore p<0.05 diizeyinde anlamli yiiksek, **Kontrol grubuna gore anlamli diisiik)

SHSY-5Y hiicrelerinde de AB 1-40'in tek basina ve 9 mM kolesterol ile birlikte
uygulanmast sonucunda PS diizeylerinin kontrole gdre anlamli arttig1 gosterildi. PC-12
hiicrelerinden farkli olarak AB 1-42’nin pregnenolon siilfat diizeyini anlamli olarak
azaltmadig1 saptandi. AB 1-42 fragman ile birlikte 9 mM kolesterol uygulandiginda PC-12
hiicrelerinde oldugu gibi tek basina AB uygulamasina gore istatistiksel anlamli daha ytiksek
PS diizeyleri bulundu (p<0.05) (Sekil 19).
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Sekil 19 : : PC-12 ve SHSY-5Y hiicre hatlarinda AB ve kolesterol uygulamasi sonrasi
pregnenolon siilfat diizey degisimleri (*Kontrol grubuna gore p<0.05 diizeyinde anlamli
yiiksek, **Kontrol grubuna gore anlamli diisiik, ***AB 1-42 grubuna gore anlamli yiiksek)

Ayrica her iki hiicre hattinda siilfotransferaz enzim inhibitoérii DCNP uygulamasi ile

PS diizeyleri anlamli olarak baskilandi.

Calismamizda PS diizeyleri yontem boliimiinde ayrintili bir sekilde agiklandigi gibi
total P diizeyi lizerinden indirekt olarak 6l¢iildii. Bu durum siilfat grubunun koparilmasi gibi
ek islemler gerektirdigi i¢in islemlerin standardizasyonunda oldukea giicliik ¢ekildi. Islemler
ayni kisi tarafindan ve ayni kosullarda tekrarlanarak, olglimler arasi rastgele hatalar en aza
indirilmeye calisildi. Tiim analitik performansi artirict dnlemlere ragmen Sl¢iimlerin saptama
sinir1 daha diisiik bir yontem ile direkt PS diizeyini 6lgerek tekrarlanmasmnin daha dogru
olacag1 goriisiindeyiz. Bu sekilde mikromolar ve altindaki diizey degisimlerinin fark

edilebilecegi daha hassas sonuglar elde edilebilecektir.
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4.4 AB ve Kolesterol Uygulamasimin Hiicre Canhhgina Etkisi

PC-12 ve SHSY-5Y hiicrelerinde AB fragmanlar1 ile birlikte es zamanli 9 mM
kolesterol uygulamasi hiicre canliligin1 sadece AB uygulanan gruba gore azaltmakta olup
(Sekil 23), sekil 20'de ise AB 25-35 peptidine ait hiicre canlilik oranlarindaki istatistiksel

olarak anlamli azalma gosterilmistir (p<0.05).
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Sekil 20 : PC-12 ve SHSY-5Y hiicrelerine AB25-35 peptidi ile birlikte 1,2 mM ve 9mM
kolesterol uygulanmasinin hiicre canlhiligina etkisi (* AB uygulanan gruba gore p<0.05
diizeyinde anlaml1 azalma)

PC-12 ve SHSY-5Y hiicre hatlarinda AB ve kolesterol uygulamalar1 ile saptanan
hiicre canliligindaki azalmada apoptotik ve/veya nekrotik hiicre 6liim oranlarinin belirlenmesi
amact ile deney gruplarinda Oncelikle Annexin-V/PI boyamasi yapilarak akis sitometrik
analizleri gergeklestirildi. Sitotoksisite incelemelerinde AB fragmanlar1 arasinda anlamli bir
fark bulunmadig1 i¢in hiicre 6liim tipinin incelendigi ¢caligmalarda sadece fonksiyonel fragman
olan AB25-35 kullanildi. Ancak yapilan ¢aligmalar sonucunda kolesterol uygulamasi yapilan
deney gruplarinda hiicreler siispanse hale getirilememis ve bu nedenle akis sitometrik
analizleri miimkiin olamamistir. Bu olaymm, AB ve kolesteroliin birlikte uygulamasi ile
hiicrelerin agregasyon / birbirine yapisma Ozelliginin artmasina bagli olabilecegini

diistinmekteyiz.
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4.5 Steroid Sentez Inhibitorlerinin Hiicre Canlihg Uzerine Etkisi

AB proteininin fragman yapisina ve kiiltiir ortamimna uygulanan kolesterol diizeyine
bagli olarak P ve PS diizeylerinin degistigi ve hiicre canliliklarini etkiledigi gosterildi. Tek
basma kolesterol uygulamast P, PS diizeyini daha az oranda etkilerken, AB varliginda
norosteroidlerin belirgin olarak arttig1 gdsterildi. Steroid sentez inhibisyonu yapmak amaciyla
stilfotransferaz enziminin non-spesifik inhibitorii DCNP ve side-chain cleavage enzim
inhibitorii AMG'in ayn1 kosullarda kullanilarak bunlarin hiicre canliligi {izerine etkileri

arastirildi ve agagidaki bulgular elde edildi.

SHSY-5Y ve PC-12 hiicrelerinde AMG total pregnenolon diizeyini baskilarken (Sekil
21), bu inhibitoriiniin AB ile birlikte yiiksek kolesterol uygulanan hiicrelerde hiicre canliligini
arttirdig1 saptandi (Sekil 22 ve 23). Tek basina DCNP ve AMG uygulamalart hiicre
canliliginda anlaml bir degisiklik olusturmadi.

PC-12 hiicrelerinde DCNP ve AMG'in AB 25-35 varliginda hiicre kiiltiir ortamindaki P

diizeyine ve hiicre canliligina etkileri Sekil 21 ve 22°de goriilebilir.
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Sekil 21 : PC-12 hiicre hattina AB 25-35, kolesterol ve steroid sentez inhibitorlerinin 72
saat siireyle uygulanmalari sonrasi pregnenolon diizeylerindeki degisim (Sonugclar
Ort+SD olarak verilmistir, AMG: aminogluthedimide, DCNP: dikloronitrofenol)
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Sekil 22 : PC-12 hiicrelerinde AB 25-35 ve kolesterol toksisitesine karsi steroid sentez
inhibitorlerinin etkisi (Sonuglar Ort+SD olarak verilmistir; * AB 25-35 ve 9 mM kolesterol
uygulanan gruba gore istatistiksel anlaml1 yiikseklik p<0.05)

PC-12 hiicrelerinde AB 1-40 ve AB 1-42 fragmanlarinin olusturdugu toksisiteye kars1
steroid siilfotransferaz enziminin non-spesifik inhibitdrii DCNP ve side-chain cleavage enzim

inhibitorii AMG'in etkisi ise asagidaki gibidir.
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Sekil 23 : PC-12 hiicrelerinde AB 1-40, AB 1-42 fragmanlar ve 9 mM kolesterol
varhginda steroid sentez inhibitorlerinin hiicre canlili@ina etkisi (Sonuclar Ort+£SD olarak
verilmistir; * AB ve 9mM kolesterol uygulanan gruba gore istatistiksel olarak anlaml
yiikseklik p<0.05)
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PC-12 hiicrelerinde 72 saatlik inkiibasyon ile olusturulan AB 25-35 toksisitesine kars1
1 uM DCNP’nin etkisi MTT testi ile degerlendirildiginde DCNP’nin AB 25-35 toksisitesine
kars1 koruyucu etkisi oldugu hiicre canliligini AB 25-35 uygulanan gruba gore istatistiksel
olarak anlamli attirdig1 bulundu, benzer bulgular SHSY-5Y hiicre hatt1 i¢cinde elde edildi
(Sekil 24 ve 25).
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Sekil 24 : PC-12 hiicre hattinda AB 25-35 toksisitesine karsi DCNP’nin koruyucu etkisi
(Sonuglar Ort+SD olarak verilmistir; * AB 25-35 uygulanan gruba gore istatistiksel anlaml1

yiikseklik p<0.05)
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Sekil 25 : SHSY-5Y hiicrelerinde AB 25-35 toksisitesine kars1 DCNP’nin koruyucu etkisi
(Sonuglar Ort+SD olarak verilmistir; * AB 25-35 uygulanan gruba gore istatistiksel anlaml1
yiikseklik p<0.05)

MTT testi ile elde edilen AB toksisitesine karst DCNP’nin koruyucu etkisi akis sitometri testi
ile de dogrulandi. Kolesterol girisiminden otiirii kolesterol uygulanan gruplarda akis

sitometrik analiz yapilamadi.
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S TARTISMA

Gonadlar, adrenal korteks gibi endokrin organlardan salgilanan steroid hormonlar
lipofilik yapilar1 nedeniyle kan beyin bariyerini kolaylikla ge¢ip SSS’ne ulasabilirler. Ancak,
bir grup steroid hormon beyinde ya da sinir sisteminde kolesterolden “de novo” sentezlenir,
periferik kaynaklara ihtiyag duymaz ve ndral aktiviteyi degistirebilir. Bu nedenle bu noroaktif
steroidler aligilmisin disinda orjinleri ve farkli fonksiyonlar1 nedeniyle ‘’nérosteroidler’’

olarak isimlendirilirler (19, 53).

Noronal dokuda iiretilen norosteroidler (NS) arasinda (Pregnenolon, Pregnenolon
siilfat, Progesteron (PROG), Dehidroepiandrosteron (DHEA), Dehidroepiandrosteron siilfat
(DHEAS), Allopregnanolon (3a,5a-tetrahidroprogesteron), Epiallopregnanolon (33,50-THP)
sayilabilir (57). P ve PS miktar olarak beyin dokusunda bulunan baslica norosteroidlerdendir
(18). Calismamiz ile noronal hiicrelerde AB ile es zamanli kolesterol varliginda bu iki
norosteroidin diizey degisimleri ve bu degisimin hiicre canliligi iizerine olan etkileri

gosterilmistir.

P sentezinin noroglial hiicre mitokondrisinde kolesterolden side-chain cleavage
(P450scc/Cyp-11a) enzim katalizi ile gerceklestigi; hafiza ve biligsel fonksiyonlarla yakin
iligkili bir norotransmitter olan pregnenolone siilfatin ise sitoplazmada siilfotranferaz
(SULT?2) enzimi yardimi ile olustugu gosterilmistir (19, 20). SSS'de P ve PS nin non-patolojik
durumlarda 1pM’dan diisiik konsantrasyonlarda oldugu bilinmektedir (20). Bununla birlikte
diizeyleri kolesterol konsantrasyonu, iskemi, oksidatif stres ya da glutamat gibi
ndrotoksinlerle degistirilebilir (16, 19, 90, 91). AB toksisitesinin ise steroid sentezine etkisi ile
ilgili cok az sey bilinmektedir. 2008 yilinda Schaeffer V. ve ark.’nin yaptigi SHSY-5Y hiicre
hattinda AB peptidinin norosteroidogenez iizerine doza bagh ve dizi sensitif etkilerini
inceledikleri ¢alismayla AB 25-35 ile AB 1-42’nin progesteron ve/veya Ostradiol
diizeylerinde degisiklik yarattigi ancak testosteron ve 3a-androstanediol diizeylerinde
degisime yol agmadigi ortaya konulmustur, ayrica AB 25-35’in prekiirsor olarak verilen
pregnenolondan progesterona doniisiimii kontrole gore anlamli azalttig1r gosterilmistir (17).
Brown ve ark.’nin yaptig1 bir ¢alismada da AB 1-42°’nin DHEA olusumunu arttirdig:
gosterilmistir (16). Bizim g¢alismamizin sonuglarina gére hem PC-12 hem de SHSY-5Y
hiicrelerinde toksik dozlardaki tiim AB fragmanlarmin (25-35, 1-40 ve 1-42) P diizeyini
belirgin attirdigi bulunmustur. Her ti¢ AB peptidinin tek basina ya da ortamda bulunan
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kolesterol diizeyine bagli olarak farkli oranlarda pregnenolon diizeylerini arttirdigi
gosterilmistir. Ayrica P sentezini en ¢ok tetikleyen AB fragmaninin da AB 25-35 oldugu, AB
1-40 ve AB 1-42 fragmanlar1 uygulanan SHSY-5Y hiicrelerinde ise P diizeyinin PC-12
hiicrelerine gore daha fazla yiikseldigi ortaya konmustur. PC-12 hiicrelerine 72 saat siiresince
tek basina 1.2 mM / 9 mM kolesterol ya da AB 25-35 peptit uygulamas1 P sentezini kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oranda arttirmakla birlikte bu ii¢ grup arasinda
anlaml1 bir fark gozlenememistir. Ancak AB ile birlikte 9 mM kolesterol uygulamasinin ise P
sentezini bu ii¢ gruba gore de anlamli bir sekilde arttirdigi, hiicre canliligint da AB uygulanan
gruba gore azalttigi gosterilmistir (p<0.05). Kolesteroliin AB varliginda hiicre canliligini
azaltici bu etkileri daha once yapilmis olan ve kan kolesterol yiiksekligi ile Alzheimer
Hastalig1 goriilme riskinin arttigini, kolesterol diisiiriicii ilaglarin hastalik prevalansini

azalttigin1 vurgulayan klinik caligmalarm sonuglarini destekler niteliktedir (33, 54, 92).

Orta yas grubundaki kisilerde hiperkolesterolemi varligimmin AH i¢in bir risk faktorii
oldugu son birkag¢ yildir yapilan ¢alismalar ile siklikla vurgulanmaktadir (93-95). Bu nedenle
olusturdugumuz in-vitro modelimizde hiicrelere periferal diisiik ve yiliksek kolesterolemi
durumlarmi yansitan 1.2 mM ve 9 mM kolesterol diizeyleri uygulamasi yapildi. Aslinda kan
beyin bariyeri nedeniyle plazmadan dokuya kolesterol giris ¢ikisinin ¢ok diisilk miktarda
oldugu ve dokuda var olan kolesteroliin ¢ogunun dokunun kendisi tarafindan sentezlendigi
bilindiginden, bu noktada periferal kolesterol diizeylerinin beyin dokusu kolesteroliinii
etkiliyor olusu oldukca sasirticidir (39, 96). SSS'de sirkum ventrikiiler organlar olarak
isimlendirilen bazi 6zel bolgelerde vaskiiler sistem ile beyin arasinda direkt iletisim
miimkiindiir. Bu organlarda bulunan ndronlar ve glial hiicreler kandaki hormon, kolesterol ve
norotransmitter benzeri molekiillerin konsantrasyon degisimlerine ¢ok duyarhidir (44-46).
Ayrica KBB basta AH olmak iizere nérodejeneratif hastaliklarda hasarlanmis durumdadir (47-
51). Bu nedenle gerek KBB hasari ile gerekse hasar olugsmadan 6nce sirkum ventrikiiler
organlarin Gzelligi nedeniyle noron hiicrelerin kolesterol igeriginin kan kolesterol

degisimlerinden etkilenmesi beklenebilir.

Calismamizda 9 mM kolesteroliin hiicrelere 24 saat uygulanmasi sonrasinda hiicre i¢i
kolesterol miktar1 kontrol hiicrelerinin yaklagik 5-6 kat1 kadar arttirildi. Kolesterol
uygulamasinin 72 saate uzatilmasi ile kolesteroliin hiicre i¢ine gecisi bir miktar azalmakla

birlikte ilk 24 saatteki oranlar ile benzer degerler bulundu. Bunun yaninda hiicrelere kolesterol
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ile birlikte AB verildiginde, PC-12 hiicre hattinda 72 saat siire ile 20 uM AB 25-35 ve
kolesterol uygulanmasi sonrasi kolesterol ve AB'min birlikte verildigi grupta hiicre i¢i
kolesterol artiginin daha diisiik seviyede kaldigi1 ("2 kat) gozlendi. Kiiltiir ortaminda ise
kontrol grubuna gore yaklasik 5 katlik bir artis izlendi. Bu durum AB agregatlarmin

kolesteroliin hiicre membranindan gegisini engellemesine bagli olabilecegini diistindiirdii.

AH ve AB peptit toksisitesinde artmig kolesteroliin rolii iizerine yapilan ¢aligmalarda
ileri siiriilen iki farkl hipoteze gore kolesteroliin noronal hiicre mebraninda amiloid prekiirsor
proteinden toksik AB peptit sentezini tetikledigi ya da olusmus olan AB peptitinin
fibrillizasyon ve agregasyon esigini diisiirerek amiloid plak olusumunu kolaylastirdig: ileri
stiriilmektedir (12, 13, 54, 97). Bizim calismamizin sonuglarina goére de ndronal hiicre
kolesteroliiniin metabolitleri olan ndrosteroidlerin diizeylerini degistirerek bunlarin etkilerini
diizenleyebildigi ve kolesteroliin AB toksisitesinde anahtar bir rol oynadigi farkl bir

yaklasimla gosterilmistir.

NS’ler kismen siilfat, glukuronit ve yag asidi esterleri seklinde bulunur. Ester formlar1
sikga serbest steroidlerin konsantrasyonuna esit veya daha fazladir. Serbest 3p hidroksi
steroidler (P, DHEA) ve bunlarin siilfat esterleri belirgin biyolojik aktivite gdsterirken sinir
dokusunda diger ester formlarmin aktivitesiyle ilgili ¢ok az sey bilinmektedir (64). Noroaktif
steroidlerin glutamat, GABA, asetilkolin, norepinefrin, dopamin ve serotonin (5-HT) gibi
cesitli norotransmitterlerin salmimi {izerine diizenleyici etkileri olup bu etkilerin ¢ogu beynin
ogrenme, hafiza, duygu durum ve biligsel yeti ile ilgili alanlarinda ortaya ¢ikar. PS hafiza ve
biligsel fonksiyonlarla yakin iligkisi olan bunun yani swra in vitro ndronal hiicrelerde
eksitotoksisiteyi tetikleyici Ozellikleri de olan bir ndroaktif steroidtir. Ancak AB ile es

zamanl kolesterol varliginda PS'nin oynadig rol gliniimiizde heniiz agikliga kavugmamustir.

Yapilan klinik ¢aligmalarda AH olan kisilerin beyin dokularinda PS ve DHEAS
diizeylerinin demans1 olmayan yasca eslestirilmis kontrol grubuna gore anlamli diisiik oldugu
gosterilmistir. Farkli bir calismada da AH'l1 hastalarin striatum ve serebellum dokularinda AB
peptit ve PS diizeyleri arasinda anlamli bir negatif korelasyon bulunmustur (52). Bizim
calismamizda da bu bilgileri destekler nitelikte; PC-12 hiicrelerine AB 1-42 fragmani
uygulamasi kontrol grubuna gére anlamli PS azalmasina sebep olmustur. Ancak diger taraftan
AB 25-35 fragmani ile PC-12 ve SHSY-5Y hiicre hatlarinda PS diizeylerinde anlamli bir
degisim saptanmamigtir. AB 1-40 ve AB 1-42 fragmanlarinin her iki hiicre hattinda PS
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diizeylerini farkli sekillerde etkilegi belirlenmistir. Bu durum bize AB peptit diziliminin
steroid sentezi ve steroidlerin konjugasyonu basamaklarinda aminoasit dizilimlerine duyarl
etkileri olabilecegini ve bunun yani sira hiicre tipine gore de farkliliklar gosterebilecegini

disiindiirdii.

Her iki hiicre kiiltlir ortamina 9 mM kolesterol eklendiginde ise tek basina AB 1-42
uygulamasina gore istatistiksel olarak anlamli daha yiiksek PS diizeyleri elde edilmistir
(p<0.05). Ayrica her iki hiicre hattinda P'den PS'e doniisiimii saglayan siilfotransferaz enzim
inhibitorii DCNP uygulamasi ile PS diizeyleri anlamli olarak baskilanmis, es zamanli olarak
hiicre canliliklart AB ve kolesterol uygulanan gruplara gore artmistir. Hastaligin erken
evrelerinde ortaya c¢ikabilecek hiperkolesterolemi varligt PS sentezini etkileyerek hiicre
Oliimiinii tetikleyebilir. Ancak noéronal hiicre Oliimiinde PS'min olasi roliinii agiklamaya

yonelik daha ileri in vivo aragtirmalara ihtiya¢ vardir.

Bununla birlikte calismamizin bir kisithligi olarak PS diizeyleri total P diizeyi
tizerinden indirekt olarak Olgiildii. Bu durum stilfat grubunun koparilmasi gibi ek islemler
gerektirdigi i¢in iglemlerin standardizasyonunda oldukga giicliik ¢ekildi. Analitik performansi
artirict Onlemlere ragmen yontemin saptama sinirma baglh olarak, deney kosullar1 arasinda

mikromolar ve altindaki diizey degisimlerinin fark edilemeyecegi goz 6niine alinmalidir.

Literatiirde AB toksisitesi ile norosteroidleri inceleyen 6zellikle de P ve PS diizeyleri
iizerinde duran ¢ok az ¢alisma vardir. Giirsoy ve arkadaslarinin 2001 yilindaki ¢aligmalarinda
ileri siirdiigi sekilde (98), grubumuzun 2009 yilinda yaynladigi ¢alismada da P’nin nM
diizeyindeki konsantrasyonlarda AB toksisitesine karsi koruyucu oldugu gosterilmistir (21). P
noroprotektif bir ajan kabul edilmekle birlikte siilfat esteri PS’de benzer etkiler
gozlenmemektedir. Guarnieri ve arkadaslar1 tarafindan P ve PS sentez artiginin erken néronal
hiicre 6liimii habercisi oldugunu ileri siiriilmiis (99) ve yine ayni grubun gerceklestirdigi bir
diger ¢alismada 50uM PS’nin NMDA aracili dogal bir eksitotoksin olarak néronal hiicre
Olimiinii tetikledigi gosterilmistir (100). Grubumuz tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada
da hiicre kiiltiir ortamina disaridan verilen 10 pM {istii konsantrasyonlardaki P ve PS’nin
hiicre canliligin1 azalttig1 ve bir nérotoksin gibi davrandigi gosterilmistir (21). Calismamizda
P ve PS diizeylerinin kontrole gore degisim gosterdigi kosullar olan AB ve yiiksek kolesterol
varliginda hiicre canlilifi daha az bulunmustur. P ve PS diizeyini diisiiren steroid sentez

inhibitorleri AB toksisitesine karsi hiicre canliligmmi artirmistir. Bu  bulgular bu iki
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norosteroidin diizey artiglarinin hiicre canliligini olumsuz etkiledigi tezini desteklemektedir.
Ayrica calismamizda 1,2 mM kolesterol’in hiicre canliligini 9 mM kolesterol kadar
azaltmadig1 hatta AB ile birlikte verildiginde hiicre canliligmi artirma egiliminde oldugu
bulunmugtur. 1,2 mM kolesterol uygulamasi ile P ve PS diizeylerinin anlaml artmadig1 goz
Oniine alindiginda, hiicrede diisiik diizeyde P varliginin koruyucu, yiiksek diizeyde ise toksik

etkiye sahip oldugunu destekler niteliktedir (21, 98).

DCNP steroid stilfotransferaz enziminin non-spesifik bir inhibitoriidiir ve P’den PS
olusumunu azaltmasi beklenmektedir. Calismamizda kolesterol ile birlikte uygulanan AB 25-
35’in PS diizeyinde anlamli bir artis olusturmadigi ancak DCNP’nin AB ve kolesterol
toksisitesinde koruyucu etkisi oldugu saptanmistir. Kolesterol ile birlikte uygulanan AB 1-40
ve 1-42’in hem PS diizeyinde anlamli bir artig olusturdugu hem de sitotoksik etkileri oldugu
saptandi. Ayni zamanda da bu sitotoksik etkiye karst DCNP’nin koruyucu etkisi oldugu
gosterildi. Bu durum PS sentezinin anlamli diizeyde artis gostermedigi AB 25-35 fragmani
icin de gegerlidir. Bulgularimiz fragmanlara bagh olarak degisen sitotoksik etkide PS’nin rolii
oldugunu ancak yine de DCNP’nin P’nin PS’ye doniisiim inhibisyonu disinda farkli bir

mekanizma ile de koruyucu olabilecegini desteklemektedir.

Calismamizda yiiksek kolesterol diizeyine sahip noronal hiicrelerde AB peptit
varliginda P ve PS sentez artisinin néronal hiicre canlilig1 lizerine olumsuz etkisi olabilecegi
ortaya konmustur. Gerek AB gerekse AB ile birlikte kolesterol uygulamasi ile elde edilen
noronal hiicre 6liimii P’nin PS’e doniistimiinii bloke eden non-spesifik steroid sulfotransferaz
enzim inhibitorii (DCNP) ve kolesterolden pregnenolona doniisiimii saglayan hiz kisitlayici

enzimi inhibe eden aminoglutedimit ile 6nlenebilmistir.

Noronal hiicrelerde AB proteininin fragman yapisina ve kolesterol diizeyine bagh
olarak P ve PS diizeylerini degistirdigi gosterildi. Tek basina kolesterol P, PS diizeyini diisiik
oranda etkilerken, AB varliginda norosteroidleri belirgin olarak artirdi. Bu durum bize AH ve
kolesterol ile iligkili mevcut hipotezlerden farkli olarak, yiiksek kolesterollii bireylerde AB
varliginda P / PS'e bagli ndronal hiicre 6liimiiniin tetiklenebilecegini ve noronal dejenerasyon

olusumunda AB peptid ve kolesteroliin sinerjik etkili olabilecegini diislindiirdii.
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6 SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, ¢alismamiz ile Alzheimer Hastaligi'nin temel hiicresel patolojilerinden
biri olan AB toksisitesinin olusum mekanizmasinda kolesteroliin rolii hakkinda yeni ve daha
once calisilmamis olan norosteroidler ile ilgili hipotezimizin gegerliligini kanitlayan in-vitro

veriler elde edilmis oldu. Saptanan bulgular asagidaki gibi 6zetlenebilir:

e Noronal hiicrelerde AB proteini fragman yapisina ve kolesterol diizeyine bagh olarak P ve

PS diizeyini degistirmektedir.

e Noronal hiicrelerde tek basma kolesterol P diizeyini diisiik oranda, ancak AB varliginda

belirgin olarak artirmaktadir.

e P ve PS diizey degisimlerine bagli olarak hiicre canlilii degismektedir.

Calismamiz ile elde edilen bulgular onciil maddeleri kolesteroliin varliginda
norosteroidlerin degisen diizeylerinin ndronal hiicrelerde AB toksisitesinin olusumunda etkili

olabilecegi tezimizi desteklemektedir.

Oneriler:

Calismamizda yiliksek kolesterol varliginda steroid sentez inhibitdrlerinin koruyucu
etkilerinin kismi olmas1 ileriki caligmalarda AB varliginda P ve PS olusumu disinda
olusabilecek diger toksik kolesterol metabolitleri iizerine daha detayli ¢aligsmalar yapilmasi
gerektigini diislindiirmistiir. Hiperkolesterolemili AH riski tasiyan bireylerde, ndronal hasari
onlemek amaci ile norosteroid ve siilfat esterleri arasindaki degisimin kismi inhibisyonu gibi
prognoza yardimci olacak yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi i¢in in-vivo arastirmalar
diistiniilebilir. DCNP’nin AB toksisitesine karsi bulunan koruyucu etkisinin mekanizmasi
daha detayli arastirilmali ve kolesterol metabolitlerinin dl¢limiinde standardize edilmis ¢ok

daha etkili 6l¢iim yontemleri kullanilmalidir.
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