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OZET

Yiiksel, M., Fenotiyazin Yapih Bilesiklerin Amiloid Prekiirsor Protein ve Amiloid
Beta Peptitler Uzerindeki Etkilerinin Arastirilmasi, Hacettepe Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii Biyokimya Programi Doktora Tezi, Ankara, 2017. Bu
tez ¢alismasinda, Anabilim Dalimizda daha once gergeklestirilen ¢aligmalar ile insan
eritrosit asetilkolinesterazi ile insan plazma biitirilkolinesterazinin inhibitdrleri oldugu
gosterilen iki fenotiyazin yapili bilesigin [(toluidin mavisi (TBO) ve tiyonin (TH)],
Alzheimer hastaliginin (AH) noropatolojik belirtegleri tizerindeki etkileri, insan dogal
tip APP751 ve insan dogal tip presenilin 1’i kalict olarak eksprese eden Cin hamster
over (PS70) hiicreleri ve 3XxTg-AD transgenik fareler kullanilarak sandvig ELISA ve
Western blot yontemleri ile degerlendirildi. PS70 hiicrelerinin, 0-15 pM TBO veya
TH ile muamele edilmesi sonucunda, hiicre disina saliverilen AB40, AB42 ve sAPPa
diizeyleri, kontrole gore doza bagimli olarak azaldi. TBO’nun AP peptitler {izerine
olan etkisi, amiloid prekiirsor protein (APP) ve B-bolge APP-kesim enzimi 1 (BACEL)
ekspresyonlarindaki diislise baglanirken; TH ise sadece APP ekspresyonunu azaltti.
AH’nin yasa bagimli néropatolojik 6zelliklerini taklit eden 3xTg-AD fareler, geng ve
yasl olarak iki gruba ayrilip, farelere 30 giin boyunca her giin intraperitoneal olarak 4
mg/kg fenotiyazin yapil bilesik enjekte edildi. TH’ nin 3xTg-AD geng farelerde APP
islenmesini etkilemedigi, TBO’nun ise hem gen¢ hem de yash farelerde hipokampus
dokusundaki ¢oziinmeyen AP peptit diizeylerini anlamli olarak azalttig1 bulundu. Aym
zamanda yasl farelerde TBO uygulamasinin, APP, BACE1 ve presenilin 1 diizeyleri
ile tau hiperfosforilasyonunu etkilemedigi goriildii. Bu bulgular 1s18inda, TH’den
ziyade TBO’nun, hem kolinerjik sistem {izerinden etki etmesi hem de APP
islenmesindeki inhibe edici rolii nedeniyle, 6zellikle AH’nin hafif evresinde daha iyi

tedavi sonuglar1 verebilecek potansiyel bir ilag aday1 olabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer hastaligi, amiloid-f peptit, amiloid prekiirsor protein,
kolinesteraz inhibitorii, toluidin mavisi, tiyonin.
Destekleyen Kurumlar: TUBITAK (Proje no. SBAG-1135256) ve Hacettepe
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi (Proje no. TDK-2017-14607).
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ABSTRACT

Yiiksel, M., Investigation of the Effects of Phenothiazine-Structured
Compounds on Amyloid Precursor Protein and Amyloid Beta Peptides,
Hacettepe University Institute of Health Sciences Doctor of Philosophy Thesis,
Ankara, 2017. In the present study, we aimed to investigate the effects of two
phenothiazine-structured compounds [toluidine blue O (TBO) and thionine (TH)],
which were found to be potent inhibitors of human erythrocyte acetylcholinesterase
and human plasma butyrylcholinesterase in our previous studies, on the
neuropathological hallmarks of Alzheimer’s disease (AD) in Chinese hamster ovary
cells stably expressing human APP 751 and presenilin 1 (PS70) and in 3xTg-AD
transgenic mice by using sandwich ELISA and Western blotting. After treatment of
PS70 cells with 0-15 uM of TBO or TH, the levels of secreted Ap40, AB42 and
sAPPa were decreased in a dose-dependent manner compared with control. The
effect of TBO on AP peptides was thought to be due to the lowered expression of
amyloid precursor protein (APP) and p-site APP-cleaving enzyme 1 (BACE1)
whereas TH reduced only APP expression. 3xTg-AD mice exhibiting age-dependent
neuropathological characteristics of AD were separated into two groups as young and
old mice, and those mice were intraperitoneally injected with 4 mg/kg phenothiazine-
structured compound daily for 30 days. TH was found to have no effect on APP
processing in young 3xTg-AD mice while TBO decreased the levels of insoluble AP
peptides in the hippocampi of both young and aged mice. Besides, TBO
administration did not cause any significant changes in the expression levels of APP,
BACEL and presenilin 1 in addition to tau hyperphoshorylation. Considering these
findings, it was concluded that especially TBO might be a potential AD drug
candidate and a better treatment in mild AD because of its inhibitory roles on
cholinergic system and APP processing.
Key Words: Alzheimer’s disease, amyloid-f3 peptides, amyloid precursor protein,
cholinesterase inhibitors, toluidine blue O, thionine.
Supported by: TUBITAK (Project no. SBAG-113S256) and Hacettepe University
Scientific Research Projects Coordination Unit (Project no. TDK-
2017-14607).
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1. GIRIS

Alzheimer hastaligi (AH), demansin en yaygin formu olup, hala tam olarak
tedavi edilemeyen norodejeneratif bir beyin hastaligidir. Hastaligin temel patolojik
Ozellikleri beyinde olusan amiloid plaklar, nérofibriler yumaklar ile hipokampus ve
korteks bolgelerinde goriilen sinir kaybidir. Amiloid plaklar, amiloid prekiirsor
proteinin B- ve y-sekretazlar ile ardisik olarak kesilmesi sonucu olugan amiloid-f3
peptitlerin kiimelesmesi ile meydana gelirken, nérofibriler yumaklar ise hiperfosforile
tau proteinin agregasyonu ile olusmaktadir (1).

AH’ye sahip bireylerde kolinerjik noronlarin sayisindaki azalma, sinir
iletiminde gorevli bir nérotransmitter olan asetilkolin (ACh) diizeyinin azalmasiyla
baglantilidir (2). Bu nedenle, giiniimiizde resmi olarak satista olan AH ilaglarinin ¢ogu
kolinerjik sistemi hedef alan kolinesteraz (ChE) inhibitorlerini igermektedir (3). ChE
inhibitorlerinin kullanimi1 ile ACh’yi hidroliz eden enzimler [asetilkolinesteraz
(AChE) ve biitirilkolinesteraz (BChE)] inhibe edilip, azalan ACh diizeyi arttirilarak
kolinerjik sinir iletimindeki fonksiyon bozuklugu telafi edilmektedir (4).

Alzheimerli beyinlerde BChE’nin AChE’ye oran1 saglikli bireylerle
karsilastirildiginda; dramatik olarak degiserek 0,5’ten 11°e¢ kadar yiikselmektedir.
BChE’nin fonksiyonel Oneminin anlagilmasiyla, AH tedavisinde BChE
inhibisyonunun da kritik olabilecegi 6ngoriilmektedir (5). ChE inhibitorleri
semptomatik tedavi saglasa da son bulgular, bu inhibitorlerin AChE ve/veya BChE
inhibitérii olmasinin yaninda, amiloid metabolizmasint da degistirebildigini
gostermisgtir (6, 7). Dolayisiyla giinimiizde AH’yi tedavi etmeye yonelik
gerceklestirilen kolinerjik sistem temelli ila¢ arastirmalari, hastalikta gozlenen diger
patolojik 6zellikleri de inhibe edici etkilere sahip bilesikler lizerinde yogunlasmaktadir
(6).

Anabilim dalimizda daha Once yapilan ¢alismalarda fenotiyazin yapil
bilesiklerden toluidin mavisinin (TBO) ve tiyoninin (TH), ChE’leri nM-uM
seviyelerinde etkili bir sekilde inhibe ettigi bulunmustur (8). Bu ¢alismanin amaci,
TBO ve TH’nin amiloid ve tau patolojileri tizerindeki etkilerini in vitro ve in vivo
modeller kullanarak arastirmak ve bu iki bilesigin AH nin tedavisindeki olas1 roliinii
belirlemektir. Calisma, AH’nin tedavisinde kullanilacak yeni ila¢ tasarimlarina

katkilar saglamasi agisindan 6nem tasimaktadir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Alzheimer Hastahgi

Alzheimer hastaligi (AH) kronik olarak ilerleyen, hafiza ve dikkat gibi bilissel
fonksiyonlarda bozulmaya neden olan nérodejeneratif bir hastaliktir (1). Giintimiizde
AH yaglilar arasinda goriilen demans tiirlerinin en yaygini olup, 2050 yilinda her 85

kisiden birinin AH’ye sahip olacagi tahmin edilmektedir (9).
2.1.1. Alzheimer Hastahi@inin Noropatolojisi

AH, ilk olarak 1907 yilinda Dr. Alois Alzheimer tarafindan, hafiza kayb1 ve
ilerlemis bilissel bozukluga sahip bir vakanin incelenmesi iizerine tanimlanmistir. Dr.
Alzheimer, hastanin Oliimiinden sonra beyini giimiis boyama yontemi ile
goriintlileyerek, giinlimiizde AH’nin baglica noéropatolojik 6zellikleri olarak

adlandirilan amiloid plaklar1 ve norofibriler yumaklari (NFY) rapor etmistir (Sekil
2.1.) (10).

Sekil 2.1. Alzheimerli ilk vakanmn Bielschowsky’nin giimiis boyama yontemi ile
boyanmis beyin kesitleri: (A) Amiloid plaklar (B) ve (C) Norofibriler

yumaklar (11).
Alzheimer patolojisi gosteren hastalarin beyinlerinde, amiloid plaklarin ve

NFY’lerin birikmesi ile sinir hiicresi kaybi arasinda bir korelasyonun oldugu

bilinmektedir (12). AH ilerlerledik¢e, beyindeki ndronal fonksiyonlarin ve sinaptik
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baglantilarin kaybi ve beynin farkli bolgelerindeki sinir hiicresi Sliimleri asamali
olarak artmaktadir (13). Sinir kaybi1 hipokampal primidal bolgede %60’a, 6n ve
temporal neokortekste ise %80’e kadar ¢ikarken, beyinde serebral atrofiyle birlikte

genislemis ventrikiiller gézlenmektedir (Sekil 2.2.) (14).

B

Sekil 2.2. AH’ye sahip postmortem beynin goriintiisii: (A) Daralmis kivrimlar ve
genislemis bosluklar ile orta diizeyde atrofiye sahip beynin goriintiisii (B)
Hipokampus atrofisini ve ventrikiiler genislemeyi gdsteren koronal kesit

(14).

Alzheimerl1 beyinde gézlenen senil plaklar, 39-43 aminoasit uzunlugundaki
amiloid beta (AP) peptit (~4 kDa) adi verilen kiigiik peptitlerin hiicre disinda
birikmesiyle olusmaktadir (15, 16). Amiloid prekiirsor proteinin (APP) sirasiyla; B- ve
y-sekretaz enzimleri tarafindan kesilmesiyle olusan AP peptitler, oncelikle diffiiz
plaklar olarak toplanip, ilerleyen evrede fibriler yapiya ve norotik plaklara
dontismektedir (17). Diffiiz plaklar hasta olmayan bireylerde de gozlenebilirken,
olusumu preklinik lezyon olarak degerlendirilmektedir. AH sonucu gelisen ndrotik
plaklar, distropik akson ve dendritler ile aktive olmus mikroglia ve reaktif astrositlerle
cevrilidir (18).

NFY’ler ise mikrotiibiillere (MT) baglanan tau proteininin hiperfosforile
formunu igeren ¢ift sarmalli filamanlardan (paired helical filament; PHF) olusur ve
sinir hiicresinin govdesinde birikir (19). Bu yumaklar, Pick’s hastaligi, progresif
supraniikleer palsi vb. taupatiler olarak adlandirilan baska norodejeneratif
hastaliklarda da olusabilmektedir (20).
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AH’de, amiloid plaklar ve NFY’ler gibi proteinimsi kiimelerin yaninda,
serebral amiloid anjiopati (kongofilik amiloid anjiopati; KAA) (21), kronik
inflamasyon (22), norotransmitter sistemlerin dejenerasyonu (2) ve Lewy cisimcikleri
(23) gibi diger noropatolojik degisimler de s6z konusudur.

Alzheimerli hastalarin beyinlerinde vaskiiler degisimler de gozlenmektedir.
AH’de yaygin olarak gozlenen (~%80) fakat 6nlenebilir bir durum olan KAA’da AB
peptitler, leptomeninks ve neokortikal damarlarda birikmektedir (14, 21). KAA’ya
neden olan AP peptitlerin kaynagi tam olarak bilinmese de, bu peptitlerin sinir hiicresi
bilesenlerinin hiicrelerarasit siviya dagilmasi veya damar duvar hiicreleri tarafindan
tiretilmesi  sonucu olustugu disiiniilmektedir (14). AP peptitlerin damarlarda
birikmesi, beyin digina kan akisini azaltarak peptitlerin atilimini olumsuz olarak
etkileyebilir ve beyinde daha fazla AP birikimine ve sonrasinda plak olusumuna neden
olabilir (24).

Alzheimerlt beyinlerin bir diger 0Ozelligi de kronik inflamasyon
gostermeleridir. Bagisiklik sistemi bileseni olan mikroglia hiicreleri, senil plaklarda
aktif halde bulunmaktadir. Ayrica gesitli bagisiklik sistemi proteinlerinin diizeylerinde
de artis gozlenmektedir. Inflamasyon, nérodejenerasyona verilen genel bir cevap gibi
goziikse de inflamatuar mekanizmalarin AH patogenezinde oOnemli bir rol
oynayacagina dair saglam kanitlar bulunmaktadir (22).

AH, ozellikle kolinerjik sistemde olmak {izere nérotransmitter islev
bozukluguyla sonuclanmaktadir. Alzheimerl beyinlerde, ndrotransmitter asetilkolin
(ACh) sentezinden sorumlu kolin asetiltransferaz (ChAT) enzimin diizeyinde azalma
goriilmektedir (2). Bu azalma ile hastanin beynindeki senil plaklarin sayis1 ve biligsel
bozukluk seviyesi arasinda ters orantili bir iliskinin oldugu bulunmustur (25). AH’de,
cogunlukla korteksteki kolinerjik sinir dagiliminin kaynagi olan Meynert bazal
cekirdegi olarak bilinen 6nbeyin bolgesindeki sinir hiicreleri, sinir populasyonunun
%75’inden fazlasinin kaybiyla sonuglanan segici bir dejenerasyona ugrar (26). Ayrica
y-aminobiitirik asit (GABA), glutamat, serotonin gibi diger norotransmitter

sistemlerinde de sinir kayb1 goriilmektedir (2, 18).



2.1.2. Alzheimer Hastah@imin Klinik Ozellikleri

AH’nin klinik semptomlari, 6zellikle yasanmis son olaylari igeren hafiza kaybi
ve nedensellestirme, yargilama, dil becerisi gibi biligsel 6zelliklerdeki bozukluklardan
olusmaktadir. Hastaligin ilerleyen evrelerinde, hasta ¢ok basit gorevleri dahi yapamaz
duruma gelebilmektedir (1). AH’de semptomlarin gelisimi hastadan hastaya degisse
de hastalik ii¢ evreye ayrilmigtir: Hafif, orta ve ileri. Hafif evrede, hafizanin ilk
olustugu bolge olan hipokampustaki néronlarin etkilenmesi sonucunda hafiza kaybi
gorilmektedir. Hastaligin orta evresinde, nedensellestirmeden sorumlu korteks bolgesi
etkilenir ve hastalar mantiksal diisinme yetilerini kaybeder. ileri evrede ise, baska
beyin bolgeleri de olumsuz olarak etkilenir, hasta normal fizyolojik fonksiyonlarin
cogunda kontrol kaybi1 yasar ve hastalik 6liimle sonuglanir (27). Hastaligin seyri
sinsidir ve ilk teshisten sonra ortalama yasam siiresi 5- 10 yil olarak degismesine
ragmen hastalar 20 yila kadar yasayabilmektedir (28).

Gelismis iilkelerde, AH’ye bagl olarak ortaya ¢ikan sosyal ve finansal yiik,
diger hastaliklardan daha fazladir (29). Giliniimiizde AH ile baglantili bazi
semptomlarin tedavisi i¢in ilaglar bulunmasina ragmen, hastaligin ilerlemesini
durdurmak i¢in herhangi bir tedavi yontemi bulunmamaktadir. Bu nedenle, siiregelen

bilimsel aragtirmalarda AH, 6nemli bir yer tutmaktadir (30).
2.1.3. Alzheimer Hastahginda Risk Faktorleri

AH riskini arttiran faktorler degistirilebilir ve degistirilemez risk faktorleri
olarak ikiye ayrilabilir.

Potansiyel olarak degistirilebilir risk faktorleri yedi ana baglik altinda
toplanmaktadir: Diyabet, orta yas hipertansiyonu ve obezitesi, sigara, depresyon,
egitim seviyesi ve fiziksel inaktivite. Glinlimiizde diinya genelindeki AH vakalarinin
yarist degistirilebilir risk faktorlerine dayandirilabilir. Bu faktorler 6nleyici tedavinin
hedefini olusturmaktadir (31). Avrupa (32) ve Kanada’da (33) yapilan ¢alismalar,
fiziksel aktivite ve bilissel egzersiz artisinin, uzun vadede demansin yayginliginda
azalmaya neden olabilecegini gdstermistir. Bunun yaninda, her bir risk faktoriiniin
yayginliginin on yilda bir %10-20 oraninda azalacagi ve bu nedenle 2050 y1l1 itibariyla
AH’nin diinyadaki yayginlik oraninin %8-15 oraninda diisebilecegi tahmin

edilmektedir (31).



6

Diger yandan yas, cinsiyet, aile gecmisi, genetik faktorler vb. gibi
degistirilemez faktorler hastalifin patogenezini anlamak agisindan Onem arz
etmektedir (34). Diinya genelinde yapilan klinik ¢alismalar, AH’deki en 6nemli risk
faktoriiniin yas oldugunu gostermektedir. Hastaligin goriilme sikligi ilerleyen yasla
birlikte artarken, 65 yasin istiinde her bes yilda bir AH riski iki katina ¢ikmaktadir
(34). Yas, zaman i¢inde amiloid plak olusumunun patolojik siirecinin bir yansimasi
olarak diisiiniilebilir. Kisinin yasam siireci uzadik¢a, amiloid plagin birikme olasilig
fazla olup, kiside demans goriilme olasilig1 da artmaktadir. Ayrica, yaslanan beyin
zamansal degisikliklere maruz kalir ve oksidatif stres, travma ve iskemik damar
hastaligindan kaynaklanan beyaz cevher hastaligi vb. zaman iginde olusabilir.
Sonugta, beyindeki birikmis zarar, yash bireylerde biligsel hasar olasiligin
arttirmaktadir (34).

AH ve cinsiyet arasindaki iliskiye bakildiginda, AH’ye yakalanma riski
kadinlarda erkeklerden daha fazlayken (33, 35, 36), tam tersine, vaskiiler demans ise
erkeklerde kadinlardan daha yaygin olarak gézlenmektedir (35, 36). Ancak cinsiyet
faktoriiniin, kadin ve erkek arasindaki hormonal degisikliklerden mi yoksa
sosyoekonomik farkliliklardan m1 kaynaklandigi hala aragtirllmaktadir (34).

Birinci dereceden aile bireylerinden (ebeveyn veya kardes) birinin Alzheimer
hastas1 olmasi, kiside hastaligin goriilme riskini yaklasik olarak %3,5 arttirmaktadir.
Iki veya daha fazla birinci dereceden akrabanin AH’ye sahip olmasi ise riski %7,5
seviyelerine ¢ikarmaktadir (37). Bir arastirma, AH’ye sahip Afrika-Amerikali
bireylerin akrabalarinin hastaliga yakalanma riskinin, beyaz Amerikali bireylere gore
daha fazla oldugunu gostermistir (38).

AH’nin olusumunda, genetik faktorlerin 6nemli bir etkisi vardir. Glinlimiizde,
AH ile baglantis1 kanitlanan dort gen mutasyonu bulunmaktadir: APP, presenilin 1
(PSEN1), presenilin 2 (PSEN2) ve apolipoprotein E (APOE) (Tablo 2.1.) (34).
AH’den etkilenen kiiciik bir grup (%1- %6), ilk ii¢ genden birinde mutasyona sahiptir.
Bu durum, erken baslangigli ailesel AH (30-60/65 yas arasi) olarak adlandirilmaktadir.
APP, PSEN1 veya PSEN2 genlerinde gozlenen mutasyonlar, 6zellikle toksik formda
olan AP peptit diizeylerinde artisa, dolayisiyla senil plak olusumuna ve sonunda da
sinir hiicresinin 6liimiine neden olmaktadir (Tablo 2.1.) (39). AH nin en yaygin formu

olan sporadik veya gec¢ baslangicli AH ise daha gec yaslarda (60-65 yas sonrasi)



7

goriilmektedir. Heniiz sporadik AH’ye neden olan bir gen Kkesin olarak
saptanamamasina ragmen, sporadik AH ile iliskili major genin APOE oldugu
diistiniilmektedir. APOE geninin {i¢ aleli bulunmaktadir: €2, €3 ve €4 (Tablo 2.1.).
ApoE, kolesterol ve trigliseritlerin dagiliminda ve metabolizmasinda rol oynayan
onemli bir proteindir (40). 65 yas sonrasi, ailesinde AH ge¢misi bulunan bireylerde,
€4 allel sayisina bagli olarak AH riski de artmaktadir (41). APOE &4 geni tasiyan
kisilerde daha fazla total kolesterol ve LDL kolesterol bulunmaktadir (42). Ayrica,
apoE €2 ve apoE &3 ile karsilastirildiginda, in vitro sinir hiicrelerine kolesterol
aliminin, apoE &4’c gore daha az oldugu gorilmistiir (43). APOE e4’c sahip
bireylerde, amiloid ve yumak patolojisinin gelisimi (44) ve mitokondriyal hasarin
olusumu (45), diger APOE polimorfizmlerini tasiyanlara gore daha fazladir. Sporadik
AH ile iligkili diger genleri tanimlamak tizere 2009 yilindan bu yana gergeklestirilen
genom ¢apinda iligskilendirme ¢alismalari ile AH riskini arttiran ABCA7, CLU, CR1,
PICALM, TREM2, SORL1 vb. 20 adet civar1 gen/loci tanimlanmistir. Genel olarak
bu genler inflamatuar cevap, lipid metabolizmasi1 ve endositoz gibi AH’de rolii olan
lic yolaktan birinde yer almaktadir. Sporadik AH’de, apoE €4 ve diger genlerin
yaninda, yukarida bahsedilen ¢evresel, diyetsel ve egzersiz gibi faktorler ve/veya bu

faktorlerin kombinasyonlar1 da hastaligin baglamasinda/ilerlemesinde etkilidir (46).



Tablo 2.1. AH ile iliskili genler (34).

Gen Kromozom Mutant Frekans Mutasyon  Patoloji
genin cesidi
penetransi
APP 21921 Yiiksek Erken APP’nin AR APP’nin
baslangicl kisminda islenmesi
ailesel AH’nin  yanlis sirasinda
yaklasik anlaml artan Ap42
%18’ini mutasyon iretimi
olusturmaktadir.
PSEN1 14924.3 Yiiksek Erken Cogunlukla AP iiretimine
baslangigh yanlis ve
ailesel AH’nin  anlaml birikmesine
yaklagik mutasyon neden olan y-
%78’ini sekretaz
olusturmaktadir. kesiminde
artis
PSEN2 1q31.42 Bilinmiyor  Yaklasik %4 Yanlis AP tiretimine
anlamli ve
mutasyon birikmesine
neden olan [3-
sekretaz
kesiminde
artis
ApoE  19q913.2 Risk Allel frekansi: Homozigot AP birikimini
faktort, 0 veya ve plak
AH’ye £2- %10 heterozigot  olusumunu
neden €3- %70 g4 genotipi  arttirmak i¢in
olmakicin .4 0415 molekiiler
tek basina saperon gibi
yeterli davranma
degil.

2.2. Amiloid Prekiirsor Protein

1980’lerin ortasinda, AH ile iliskili amiloid plaklarin izole edilmesi sonucunda,

plaklarin yaklasik 40 aminoasit uzunlugunda AP polipeptitlerden olustugu (16, 47) ve

AP’nin ise daha biiyiik bir onciil protein olan amiloid prekiirsor proteinden (APP)

tiredigi bulundu (48). APP’nin yapisin1 belirlemek iizere yapilan caligmalar

sonucunda,

oncill proteinin 695 aminoasit uzunlugunda oldugu ve hiicre yiizeyi

reseptor 6zelligi tasidigi ortaya ¢ikarildi (49).
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APP geni, 21. kromozomda yerlesik olup, intron bdlgelerinin yaninda 18 ekzon
icermektedir (48). APP transkripti, alternatif splicing sonucunda APP695, APP751 ve
APP770 (sirasiyla; 695, 751 ve 770 aminoasit uzunlugunda) olmak {izere ii¢ major
izoformda eksprese edilmektedir. Ekzon 7 ve 8 bdélgelerini igermeyen APP695
izoformu, daha ¢ok sinir hiicrelerinde eksprese edilirken (50), ekzon 8 boélgesini
icermeyen APP751 ve tiim ekzon bolgelerini iceren APP770 izoformlari ise bir¢cok
dokuda eksprese edilmektedir ve ayrica kunitz proteaz inhibitor bolgesi igerirler (51).

APP, APP-benzeri protein 1 (APLP1) ve APP-benzeri protein 2 (APLP2)
olmak {izere icerisinde iki homolog protein bulunan bir protein ailesinde yer
almaktadir. APLP1’in ekSpresyonu sadece ndron hiicreleri ile kisitliyken, APLP2
beyin disinda APP’ye benzer seckilde ubikuitin ile konjlige olarak eksprese
edilmektedir. Ailedeki proteinler E1 ve E2 bolgeleri agisindan benzerlikler
gostermelerine ragmen A bolgesi sadece APP proteinine 6zgiidiir (52). APP knockout
fareler ile yapilan g¢aligmalar, farelerin kisir, kolaylikla fark edilemeyen anormal
fenotipte ve yasayabilir oldugunu goéstermistir (53). Ancak, APP/APLP2,
APLP1/APLP2 ¢ift knockout veya APP/APLP1/APLP2 ti¢lii knockout fareler, dogum
sonrasi erken donemde dlmektedir. ilging sekilde, APP/APLP1 cift knockout fareler
ise yasamlarina devam edebilirler. Bu durum, APLP2’nin, APP veya APLP1’in
fonksiyonunu yerine getirebildigini gostermektedir (54). APP/APLP2 ¢ift knockout
farelerde periferal ve merkezi sinir sistemlerinde gozlenen anormal gelisimler,
APP’nin sinaptik baglantisinin motor ndronlarin diizgiin gelisimi i¢in gerekli oldugunu
gostermistir (55). Sonugta, APP’nin ve APLP’lerin fonksiyonlari tam olarak bilinmese
de, knockout farelerde gozlenen fonksiyon kayiplari, bu proteinlerin gelisimde 6nemli

roller oynadigini diisiindiirmektedir.
2.2.1. Amiloid Prekiirsor Proteinin Islenmesi

APP, karboksil ucu hiicre i¢ine bakan ve AP bolgesi membran ile hiicredist
bolgede yerlesmis olan, tip I transmembran proteinidir (Sekil 2.3.). APP endoplazmik
retikulumda (ER) sentezlenip, Golgi aygiti boyunca trans-Golgi agina (TGN)
taginmaktadir (56). Tasinma boyunca APP, N- ve O-bagh glikolizasyona, hiicre dis1
ve hiicre i¢i bolgelerde fosforilasyona ve tirozin siilfasyonuna maruz kalmaktadir (57).

Olgunlasmamis APP’nin yalnizca %10’u hiicre yiizeyine ulagabilir. Hiicre yiizeyine
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tasinan APP, ayn1 zamanda endozomal/lizozomal yikilma yoluyla tekrar hiicre i¢ine

alinip lizozomlarda degrade olabilmektedir (58).

Amiloid Prekiirsor Protein

N
B-sekretaz a-sekretaz y-sekretaz
1 11 17 4042

Sekil 2.3. APP’nin ve sekretazlar ile kesim yerlerinin sematik gosterimi. a-sekretaz
enzimi APP’yi limen kisminda bulunan A bolgesi i¢inden keserken, -
sekretaz kesim noktasi, amino ucuna yaklasik 17 aminoasit daha yakindir.
Bir sonraki asamada, y-sekretaz tarafindan transmembran bolgeden kesim
gergeklesmektedir (17).

APP, farkli proteazlar igeren iki farkli ana yolak boyunca post-translasyonel
islenmeye maruz kalmaktadir: amiloidojenik yolak ve non-amiloidojenik yolak (52).
APP, TGN’den gecerek olgun forma doniistiikten sonra salgi vezikiilleri ile hiicre
yiizeyine ulasir. Amiloidojenik yolakta APP’nin islenmesi, hiicre ylizeyinde bulunan
APP’nin endozomlar araciligiyla hiicre igine alinmasiyla baslamaktadir. B-sekretaz,
APP’yi vezikil i¢cinde bulunan yerden iki bolgeye parcalamaktadir: ¢oziiniir form
APPP (sAPPp) ve 99 aminoasit igeren karboksi-terminal fragmani (CTFp veya C99).
CTFP’nin daha sonra vy-sekretaz ile kirilmasi asamasinda, 39-43 aminoasit
uzunlugunda AP monomerlerinin olusumu gergeklesir. AR, ER ve Golgi/TGN’de
tiretilir ve salgi vezikiillerinde toplanir (56). Hiicre disina saliverilen Ap monomerleri,
kiimeleserek oligomerlere ve ilerleyen asamada plaklara doniismektedir.
Amiloidojenik olmayan (non-amiloidojenik) yolakta islenme, genel olarak o-

sekretaz’in bulundugu hiicre yiizeyinde gerceklesmektedir. Burada APP, a-sekretaz ile
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kesilir ve ¢oziiniir formda olan APPa (sAPPa) ve 83 aminoasit igeren karboksi-
terminal fragmani (CTFa veya C83) saliverilir. CTFa, daha sonra y-sekretaz ile p3 ve
AICD olarak iki pargaya ayrilmaktadir (Sekil 2.4.) (59).

AP Monomerleri

— SAPPa
AP Oligomerleri g

PiA

Ap Plak —~ Amiloidojenik yolak

——= Non-amiloidojenik yolak

Sekil 2.4. Sinir hiicresinde APP’nin islenmesi (56, 59).
2.2.2. a-sekretaz

a-sekretaz, APP’yi plazma membrani bolgesinden kesen membrana baglh bir

endoproteazdir (59). APP’nin a-sekretaz tarafindan kesilmesi, AP peptit olusumunu
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olanaksiz hale getirmektedir, ¢iinkii enzimin kesim noktast APP’nin AP bdlgesi
icindeki Lys16 ve Leul7 amino asitleri arasinda bulunmaktadir (15).

Disintegrin ve metalloproteinaz (ADAM) ailesine ait proteinazlardan i
(ADAMY, ADAM10 ve ADAM17), a-sekretaz aktivitesine sahiptir (60-62). APP gibi
ADAM’lar da tip I integral membran proteinleridir. Sinir hiicrelerinde asir1 eksprese
edilen insan ADAM10 enziminin, APP V7171 mutasyonu tasiyan farelerde sAPPa
tretimini arttirdigi ve AP olusumunu azalttig1 rapor edilmistir. Ancak katalitik olarak
inaktif ADAMIO0 igeren farelerde ise daha fazla amiloid plak olusumu gozlenmistir
(63). ADAM9 ve ADAMI7 genlerinin birlikte susturulmasi, sAPPa diizeyini
degistirmezken, bu genlerin asir1 eksprese edilmesi ise sSAPPa diizeyini arttirmigtir. Bu
bulgular, ADAM9 veya ADAMI7’den daha ziyade ADAMI0’un o-sekretaz
aktivitesinden sorumlu oldugunu diisiindiirmektedir (64).

APP’nin a-sekretaz ile kesilmesi sonucu olusan sAPPa, ¢oziiniir formda hiicre
disina saliverilirken, CTFo membrana baglidir ve y-sekretaz tarafindan kesime ugrar.
Son yillarda yapilan ¢aligmalar, SAPPo’nin ndroprotektif role sahip oldugunu ortaya
cikarmigtir (65). Saglikli bireylerle karsilastirildiginda, AH’ye sahip kisilerde sAPPa.
diizeyi daha disiiktiir (66). AH hastalarinda disiikk diizeydeki sAPPo’nin bozulan
uzaysal hafiza ile iligkili oldugu bulunmustur (67). Ayrica, sAPPa’nin norit uzamasini,
sinaptogenezi ve hiicre adhezyonunu destekledigi ve embriyonik ve yetigskin néral kok
hiicrelerin proliferasyonunu diizenledigi rapor edilmistir (57). In vivo ¢alismalar,
sAPPa’nin 6grenme ve hafizay: giiclendirdigini (68) ve APP yoklugunda anatomik,
davranigsal ve elektrofizyolojik anormallikleri diizelttigini (69) gostermistir. Sonug
olarak, APP’nin fizyolojik fonksiyonlarinin cogunu gerceklestiren bolgesinin hiicre
dist bolge oldugu ve ayni zamanda sAPPa’nin, APP’nin ndronal olarak en yararh

proteolitik iiriinii oldugu ileri siiriilmektedir (57).
2.2.3. p-sekretaz

AP olusumundaki ilk basamak, APP’nin p-sekretaz enzimi tarafindan
proteolitik kesimidir. Major B-sekretaz enzimi, Asp2 veya memapsin 2 olarak da
adlandirilan B-bolge APP kesim enzimi 1 (BACE1)’dir (70).

BACEL1, aktif bolgesi liimen kisminda bulunan ve tip I membran bolgesi igeren

membrana bagli bir aspartil proteazdir (70). Alternatif splicing sonucunda degisen
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uzunluklarda BACEI transkriptleri olusmasina ragmen 501 aminoasit uzunlugundaki
BACE!’in B-sekretaz aktivitesinin daha giiglii oldugu bulunmustur (71). BACE1
erken Golgi, ge¢ Golgi/erken endozom ve endozom gibi hiicre kisimlarinda daha
yaygindir ¢ilinkii optimal aktivitesini gergeklestirmek icin asidik cevreye ihtiyag
duymaktadir (15).

AH’ye sahip bireylerde BACE1’in ekspresyonu ve aktivitesi artmaktadir (72).
BACE1 knockout fareler ile yapilan bir galismada, kontrol farelere gére Ap40 ve AB42
diizeylerinin azaldigi, kolinerjik fonksiyon bozuklugunun, sinir hiicresi kaybinin ve
hafiza bozuklugunun diizeldigi gézlenmistir (73).

BACEl’in 21. kromozomda bulunan ve BACE2 olarak adlandirilan bir
homologu bulunmaktadir (74). Beyindeki BACE2 ekspresyon diizeyi, BACE1’den
daha diisiiktiir (75). BACE2, APP’yi a-sekretaz bdlgesine yakin bir yerden daha etkili
olarak kesmektedir (76).

B-sekretaz ile kesim sonrasinda, APP’nin hiicre dis1 bolgesi sAPPP olarak
saliverilirken, kalan kisim membrana bagli CTFB’y1 olusturmaktadir. sAPPa ve
sAPPp arasinda sadece 17 amino asit uzunlugunda bir fark olmasina ragmen, sAPPp,
sAPPa’nin sahip oldugu noroprotektif etkilerden yoksundur (57). Yapilan bir
calismada sAPPB’nin, 6liim reseptdr 6’nin (death receptor 6) bir ligandi oldugu ve

aksonal kisalma ve noronal hiicre 6liimiine neden oldugu bulunmustur (77).
2.2.4. y-sekretaz

APP’nin o- veya PB-sekretaz ile kesimi sonrasinda olusan APP C-terminal
fragmanlari, daha sonra y-sekretaz ile membran iginde islenmektedir. y-sekretaz, 4 ana
protein biriminden [presenilin (PS1 veya PS2), presenilin enhancer 2 (PEN2),
anterior pharynx-defective 1 (APH1) ve nikastrin] olusan biiyiik bir proteinaz
kompleksidir (Sekil 2.5) (78).



14

\)
D)

AN
S

Endoproteolizis Alt ko;npleks

Pen-2 Presenilin Nicastrin Aph-1
Presenilin 1
Presenilin 2

Sitozol

Sekil 2.5. y-sekretaz kompleksinin yapisi (79) .

PS1, y-sekretaz kompleksinin katalitik merkezi olarak fonksiyon gérmektedir.
PS1, 42-43 kDa molekiil agirlhi@ina sahip bir polipeptit olarak sentezlenir ve post-
translasyonel olgunlasma sirasinda N-terminal (27-28 kDa) ve C-terminal
fragmanlarim1 (16-17 kDa) olusturmak {izere 6. ve 7. transmembran boélgelerini
birlestiren bilyiik sitoplazmik diigiim bdlgesinden endoproteolitik kesime ugrar (78).
Kesim sonrasinda iki fragman, fonksiyonel PS heterodimeri olusturmak igin birbiriyle
etkilesir (80).

v-sekretaz kompleksi yapisinda bulunan PEN2, iki ucu da liimen kismina bakan
iki transmembranli bir sa¢ tokasi-benzeri proteindir (81). PEN2, zimojen formda
bulunan PS1°i aktif proteaza ¢evirmektedir (82).

PS ile etkilesen nikastrin, biiyiik bir hiicre dis1 bolgeye sahip tip I membran
glikoproteinidir (83). Nikastrin y-sekretaz kompleks olusumunda iskele protein gorevi
gormektedir. Glikolizasyona ugrayan olgun formdaki nikastrinin hiicre dist
bolgesindeki konformasyonel degisiklik, y-sekretaz kompleksinin olusmasi ig¢in

gereklidir (84). Nikastrin, ayrica a-/B-sekretaz aktivitesi ile olusan APP C-terminal
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fragmanlarina baglanarak, kompleksin substrat reseptorii gibi davranabilmektedir
(85).

y-sekretaz kompleksini olusturan bir diger protein APHI de, multi-
transmembran proteinidir. y-sekretaz kompleksinin enzimatik aktivitesi ve trafigi i¢in
oncelikle APH1 ve nikastrinden olugan alt kompleks olugsmalidir. Bu kompleks daha
sonra PS ile etkilesir ve APH1, kompleksin birlesmesinde stabilize edici iskele gorevi
gorir. Daha sonra komplekse PEN2’nin de katilmasiyla konformasyonel aktivasyon
gerceklesir (86).

y-sekretaz kompleksi en ¢ok ER, Golgi/TGN, endositik ve ara
kompartmanlarda bulunmaktadir. APP CTF’lerin y-sekretaz kompleksi tarafindan
kesilmesi ise TGN ve erken endozomda gergeklesmektedir (86).

APP’nin y-sekretaz kompleksi tarafindan islenmesi i¢in oncelikle a- veya -
sekretazlar tarafindan hidroliz edilmesi gerekmektedir. a-sekretaz aktivitesiyle olusan
CTFa’nin, bir sonraki asamada vy-sekretaz kompleksi ile kesilmesiyle 3 kDa
agirligindaki p3 peptit ve APP hiicre i¢i bolgesi (AICD) olusmaktadir. p3 peptit (AP17-
42), AP1-42 ile birlikte plak yapisina katilan bilesenlerdendir (87). In vitro ¢alismalar,
p3 peptitin norotoksik etkilere sahip olabilecegini gostermistir (88). Ancak tam olarak
AP icermedigi i¢in daha zararsiz oldugu diisiiniilmektedir (65). Diger yandan, -
sekretaz aktivitesiyle olusan CTFB’nin y-sekretaz ile islenmesi sonucunda 39-43
aminoasit uzunlugunda AP peptitler ve AICD olusmaktadir. AP peptitler, kKompleksin
yerlesmis oldugu ER, Golgi/TGN ve endozom/lizozom gibi kompartmanlarda iiretilip
cogunlukla hiicre disina saliverilir (15). Peptitler uzunluk bakimindan heterojen
olmalarina ragmen, bazal sartlarda iiretilen total AR’ nin yaklasik %90°1 AB40’dan ve
%10’dan az kism1 da AP42’den olugsmaktadir (65). Her iki yolak sonucu olusabilen
AICD, degisen uzunluklarda (50, 53, 59 aminoasit) kisa ve instabil peptitlerdir. AICD
tizerinde bazi korunmus boélgeler bulunmaktadir. Bu bolgeler, peptitin baska
proteinlere baglanabilmesine ve bdylece farkli fonksiyonlar kazanmasina aracilik
etmektedir. Ornegin, AICD, Fe65 ve Tip60 (histon asiltransferaz) ile transkripsiyonel
olarak aktif bir kompleks olusturarak cekirdege tasinir ve burada neprilisin, p53,

lipoprotein reseptor 1 gibi genlerin aktivasyonunda gorev alir (52).
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2.3. AP Peptitler ve Senil Plak Olusumu

AH’deki merkezi roliinden dolayt AP peptitlerin fizyolojik ve patolojik
fonksiyonlar1 detayl olarak arastirilmistir. Beyinde pM diizeydeki AR’ nin, uzun siireli
potansiyel artis sonucu sinaptik plastisiteyi ve hafizay1 olumlu yonde etkiledigi rapor
edilmistir (89). Az miktarda AP peptit varliginin fizyolojik agidan olumlu etkileri
olmasina ragmen, AP’ nin fazla miktarda tiretilmesi norodejeneratif kaskad sonucunda
sinaptik fonksiyon bozukluguna, yumak olusumuna ve sonrasinda sinir hiicresinin
6liimiine neden olmaktadir (15).

En yaygin AP peptit formlarindan AB40, AB42’den daha az toksik iken, AB42
daha ¢ok hidrofobik ve amiloidojeniktir (90). Ailesel AH mutasyonlari lizerine yapilan
calismalar, AP42/AP40 oranindaki artisin, AH patogenezi i¢in bir belirteg
olabilecegini gostermistir (91). AP42 diizeyindeki artis, oligomerizasyon, fibrilasyon
ve amiloid plak olusumunun temelini olusturmaktadir (87). AP peptitler, oncelikle
¢oziinlir plaklar halinde birikir ve sonrasinda fibriler, nrotik plaklara doniismektedir
(17). Monomerik A peptit, genel olarak a-helikal veya diizensiz yapidan olusurken,
yanlis katlanmis polimerler, B-tabaka konformasyonunu almaktadir. Genislemis f-
tabaka olusumuna neden olan konformasyonel degisiklikler, homofilik baglantilar:
arttirir ve sonunda AP oligomer olusumuna yol agar. Kinetik ¢alismalar monomerik
AP peptitin yanlis katlanmasinin oligomer olusumundan once geldigini ileri
stirmektedir. Daha sonra, AP oligomerleri, fibril biiylimesi i¢in Onciil gorevi
gormektedir (Sekil 2.6.). (92). Protofibriler yaklasik 4-11 nm ¢apinda, uzunlugu <200
nm olan antiparalel-kirmali tabaka flamanlar1 igermektedir. Dokularda hiicre dist

olarak biriken amiloid fibriler, patojenik etkiye sahiptir (93).

D=0 =8+ @t’é{:’%
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Monomer monomer Dimer  Oligomer Protofibril Olgunlasmus fibriller

Sekil 2.6. Amiloid fibril olusumu (92).
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Senil plaklarin yapisinda, major A peptitlerin yaninda translasyon sonrasinda
modifikasyona ugrayan bazi A tiirleri de bulunmaktadir. Ap peptitler uglarindan
kesilme, rasemizasyon, izomerizasyon veya fosforilasyon gibi degisimler
gecirebilmektedir. Bu AP peptit tiirlerinin, oligomer ve agregasyon olusumunu
arttirdig1 diistinilmektedir (92).

AP peptitler, sekrete olmadan 6nce veya tekrar hiicreye alinmalarindan dolay,
hiicre i¢ginde de birikmektedir. AB peptitlerin hiicre i¢i birikiminin etkileri {izerine
yapilan arastirmalar hala devam etmektedir ve hiicre dist Af’nin yaninda hiicre ici
AP’nin da AH patogenezinde dnemli oldugu ileri siiriilmektedir (30).

AH’de AP peptitlerin iiretimi ve klirensi arasindaki denge de onemlidir. AP
peptitlerin klirensindeki bozukluk, AP peptit birikimine neden olmaktadir. AB peptit,
beyinden farkli yollarla temizlenebilir: 1: Kan-beyin bariyeri boyunca reseptor-
araciligiyla (lipoprotein reseptdr-bagli protein, P-glikoprotein vb.) kan damarina
taginip beyinden uzaklastirilabilir. 2: Hiicre i¢inde lizozomal yolla veya hiicre i¢i ve
disinda insiilin-parcalayan enzim veya neprilisin gibi enzimler tarafindan proteolitik
olarak yikilabilir. 3: Periferal anti-Af antikorlar, AP kiimelesmesini dnleyerek AP
fibrillerini ¢ozebilir. Boylece beyin ve kan arasindaki AP dengesizligi, peptitlerin

beyinden reseptor-aracili tasinmasi ve uzaklastirilmasiyla 6nlenebilir (94).
2.4. Tau Proteini

Mikrotiibiiller ile iligkili bir protein olan tau, hiicre iskelet yapisinin 6nemli bir
bilesenidir ve o- ve P- tiibiilin ile etkileserek mikrotiibiillerin stabilizasyonunu
saglamaktadir. MT’ler, néronal yapinin siirdiiriilmesi, aksonal taginma ve noronal
plastisite i¢in gereklidir. Tau, sinir hiicresi olmayan hiicrelere verildigi zaman, norit-
benzeri uzantilarin ortaya c¢ikmasimi saglamaktadir. Bu da onun akson ve ndrit
uzamasinda rolii oldugunu gostermektedir (95).

Tau proteini, 17. kromozomda bulunan mikrotiibiil-assosiye protein tau
(MAPT) ad1 verilen tek bir genden sentezlenmektedir ve alternatif splicing sonucunda
alt1 farkli protein izoformu meydana gelmektedir. Tau geni 15 ekzon icermektedir ve
ekzon 2, 3 ve 10 alternatif olarak birlestirilebilir (96). Ekzon 9-12 tarafindan dort adet
kusurlu, artarda dizilmis tekrarlar kodlanmaktadir. Alternatif splicing sonucunda

ekzon 10’un olup olmamasina baglh olarak, 3R ve 4R tau adi verilen ii¢ veya dort
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tekrarlt bolgeler iceren izoformlar olusmaktadir. Ekzon 2 ve 3’lin alternatif olarak
birlestirilmesi, amino ucunda sifir (ON), bir (IN) ve iki (2N) eklentileri ile
sonuclanabilir. Olusan izoformlar su sekilde adlandirilir: 3RON, 3R1N, 3R2N, 4RON,
4R1N ve 4R2N (Sekil 2.7.) (97).

o - B R - coor
o B R oo
N B R =coor
HoN — 410L_coOoH
- B R R <o
HoN— B BB *)-coox

Sekil 2.7. Tau izoformlarinin sematik gosterimi. Tau, kromozom 17°de bulunan MAPT
adi1 verilen tek bir gen tarafindan kodlanir. Ekson 2’yi, 3’ii ve 10’u igeren
alternatif splicing sonucunda alt1 tau izoformu olusmaktadir (1).

2.5. Tau’nun Hiperfosforilasyonu ve Norofibriler Yumak Olusumu

Tau proteininin normal fosforilasyonu, akson boyunca ve beynin farkli
bolgelerinde asamali olarak degismektedir. Ornegin, tau beyaz cevherde akson
uclarinda daha az fosforillenmis halde bulunmaktadir. Ayrica hiicre iskeletinin
yeniden modellenmesi asamasinda da tau'nun fosforilasyonunda degisimler
olmaktadir ve bu durum, sinaptik plastisiteyi desteklemek i¢in 6nem tasimaktadir.
Ancak, tau proteininin anormal fosforilasyonu, tau’nun tiibiilinlere baglanmasini

olumsuz olarak etkiler ve MT’lerin yapisinin bozulmasina neden olur (98) (Sekil 2.8.).
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Sekil 2.8. AH’de tau fosforilasyonu. Tau tiibiilinlere baglanip, MT stabilizasyonunu
saglamaktadir. Tau proteininin bazi aminoasitlerden hiperfosforilasyonu
sonucunda, tau MT yapisindan ayrilir, PHFler olarak kiimelesir ve sonugta
MT depolimerizasyonu ve aksonal tasinmada bozulma gergeklesir (98).

Saglikli beyinde, serin (Ser) ve treonin (Thr) birimlerinden fosforile olmak
tizere her bir mol tau i¢in yaklasik 2-3 mol fosfat bulunmaktadir. Bununla birlikte,
Alzheimerli beyinlerden izole edilmis tau’nun fosforilasyonu, saglikli beyinlerden
izole edilen tau’nun fosforilasyonuna gore 3-4 kat daha fazladir (99). AH’1i beyinlerde
su ana kadar tespit edilen 40’dan fazla tau fosforilasyon bolgesi bulunmaktadir. Farkli
bolgelerde fosforilasyon, tau’nun biyolojik ve patolojik rolii tizerinde farkli etkiler
gostermektedir. Ornegin, tau proteininin Ser262, Thr231 ve Ser235 birimlerinden
fosforillenmesi, MT’lere baglanmasini sirasiyla; ~%35, ~%25 ve ~%10 azaltirken,
Thr231, Ser396 ve Ser422 birimlerinden fosforillenmesi tau’nun filamanlar seklinde
kiimelesmesini  tesvik  etmektedir  (100). In vitro Kinetik  ¢alismalar,
Ser199/Ser202/Thr205, Thr212, Thr231/Ser235, Ser262/Ser356 ve Ser422
bolgelerinden fosforillenen tau’nun, diger MT-bagl proteinleri MT’lerden ayiran bir
inhibitor molekiiline doniistiiglinti, ileri siirmektedir. Tau’nun fosforillenmesi
sonucunda olusan PHF-tau, MT’leri bir arada tutma becerisini kaybetse de

norodejenerasyonun gerceklesmesi icin bu durum tek basina yeterli olmayabilir.
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Sonug olarak, norofibriler dejenerasyonun, tau’nun anormal fosforilasyonunun sebep
oldugu aktivite kaybindan ziyade, toksik etkiyi arttirmasindan kaynaklandig:
sOylenebilir (100).

Daha 6nce yapilan ¢alismalar, NFY’lerin sayis1 ve demansin siddeti arasinda
giicli bir iligkinin oldugunu gostermistir (101). Ancak, son zamanlarda polimerize
PHF’lerden ziyade, polimerize olmamis anormal tau veya oligomerlerin toksik
oldugunun gosterilmesi, NFY’lerin nérodejeneratif zararin bir gostergesi olabilecegi
durumunu diistindiirmektedir. NFY patolojisinin yaninda, néronal kayip ve davranis
bozukluklar1 gosteren FTDP-17 P301L mutasyonuna sahip transgenik farelerle
yapilan bir ¢alismada, mutant tau ekspresyonunun 4. ayda inhibe edilmesi sonucunda,
farelerde gozlenen davranis bozukluklarmin diizeldigi, ancak NFYlerin ilerlemeye
devam ettigi bulunmustur (102). Bu durum, NFY ’lerin biligsel fonksiyon kaybi1 veya
hiicre 6liimiine neden olmak i¢in tek bagina yeterli olmadiginin gostergesidir. Hatta
toksik anormal tau’nun, PHF/NFY’ler olarak polimerize olmasi, hiperfosforile tau’nun
toksik etkisini azaltmak i¢in ndronlarin gelistirdigi bir savunma mekanizmasi bile
olabilir (100). Benzer sekilde, Huntington hastaligi gibi bazi taupatilerde de protein
kiimelerinden ziyade fibril yapida olmayan protein oligomerleri daha patojeniktir
(103).

Tau proteini, farkli kinazlar tarafindan fosforillenmektedir. Major tau kinazlari,
glikojen-sentaz kinaz 3 (GSK-3p) (104), siklin-bagimli protein kinaz 5 (105), CAMP-
bagiml protein kinaz (106) ve mitojen-aktive protein kinaz (107) olarak siralanabilir.
Tau’nun defosforilasyonunu yapan fosfatazlar arasinda ise protein fosfataz 2, en fazla
vurgulanandir (108). Transgenik fare modelleri ile yapilan ¢alismalarda, birbiriyle
ortlisen birden fazla siirecin tau hiperfosforilasyonuna katki sagladigi gézlenmistir.
Beyin glukoz metabolizmasi, inflamasyon ve AP olusumu gibi durumlar, {ist sinyal
yolaklarin1 uyararak tau hiperfosforilasyonunu tesvik etmektedir (109). Ayni
zamanda, toksik tau’nun geri-doniistim dongiisti ile AP toksisitesini arttirdigi da
gozlenmistir ¢iinkii hem AP’nin hem de tau’nun ¢oziiniir toksik kiimeleri, prion-
benzeri mekanizmalar gibi kendi kendine ¢ogalip, beyin boyunca yayilmaktadir.
Sonugta, ¢oziiniir hiicre dis1 AP tiirleri ve sitoplazmik tau, akut néron 6liimiinii ve

sinaptik fonksiyon bozuklugunu tetiklemektedir (110).
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2.6. Alzheimer Hastaliginda Tedavi Stratejileri

AH’nin tedavisinde kullanilmak iizere su ana kadar Amerikan Gida ve lag
Idaresi (FDA) tarafindan onay almis dordii kolinesteraz (ChE) inhibitérii, biri N-metil-
D-aspartat (NMDA) reseptor antagonisti olmak {izere toplam bes adet ilac
bulunmaktadir. So6zii edilen ilaglar, AH nin semptomatik tedavisinde kullanilmakla
birlikte, hastaligin onlenmesinde herhangi bir yarar saglamamaktadir. Bu nedenle
modern terapotik yaklagimlar, hastaliin olusmadan Onlenmesini veya seyrinin
tamamen durdurulmasini amaglamaktadir. AH’de gozlenen ndropatolojik degisimleri
hedef alan ¢esitli terapotik yaklagimlar mevcuttur (Sekil 2.9.). Tiim bu yaklagimlarin
amaci, klinikte kullanim sirasinda, giivenilir ve tolere edilebilir bir tedavi sunmaktir

(111).
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Sekil 2.9. AH tedavisinde terapétik ilaglarin ve hedeflerin siniflandirilmasi (112).
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2.6.1. Norotransmitter-Temelli Yaklasimlar

AH’den en ¢ok etkilenen hiicreler, kolinerjik sinir sisteminde yer alan
noronlardir. Noronlar serebral kan akisi, bilissel algi, 6grenme, hafiza, serebral korteks
gelisimi  ve uyku-uyaniklik dongilisii gibi birgok aktivitenin saglanmasi ve
diizenlenmesinde gorev almaktadir. Kolinerjik sistemi hedef alan tedavi stratejisi,
azalan ACh seviyesini arttirarak, sinir uyarimini devam ettirmeyi amaglamaktadir
(113). Glutamat ise hipokampal ve neokortikal beyin bolgelerindeki ana eksitator
norotransmitter olarak bilissellik, 6grenme ve hafiza siireglerinde onemli rollere
sahiptir ve post-sinaptik hiicrelerde NMDA reseptorleri tarafindan taninmaktadir.
AH’de, artan presinaptik glutamat saliverilmesi ve azalan geri alima bagli olarak asiri
derecede hiicre dis1 glutamat birikimi goriilmektedir ve bu da NMDA reseptorlerinin
stirekli aktif halde bulunmasina neden olmaktadir. Bu nedenle bu sistemi hedef alan
ilaglar NMDA reseptor antagonisti olarak gorev almaktadir (114).

Su ana kadar AH’nin tedavisinde kullanilmak iizere gelistirilen tedavi
yaklagimlar1 icinde; en iyi semptomatik iyilesme, ndrotransmitter sistemlerdeki
degisimleri hedef alan ilaglar ile gerceklestirilmistir (111). AH’nin semptomatik
tedavisi i¢in resmi olarak satilan ilaglarin yaninda, kolinerjik ve glutamaterjik sinir
sistemini hedef alan yeni ilaglar da gelistirilmektedir. Hastalikta hipokampal néronlar
icinde 1lk etkilenen kolinerjik ve glutamaterjik ndrotransmitter sistemlerinin yaninda
GABA, histamin ve serotonin gibi diger ndrotransmitter sistemlerde de fonksiyon
bozukluklari goriilmektedir (111). Bu nedenle, preklinik ¢aligmalari tamamlanip klinik
faz denemelerine gegmis olan ve GABAerjik, histaminerjik ve serotonerjik sistemleri
hedef alan bilesikler de bulunmaktadir (115).

2.6.2. Amiloid-Temelli Yaklasimlar

AH tedavisinde kullanilan amiloid temelli yaklagim, “amiloid hipotezi’nden
koken almaktadir. Bu hipoteze gore, AH patolojisi olusumunun temel nedeni, beyinde
biriken AP peptitlerdir. Preklinik ve klinik kanitlar, AP peptit homeostazin
bozulmasinin AH baslangicinda anahtar bir role sahip oldugunu gostermektedir (112).
Amiloid hipotezi, kaskad seklinde gelisen bir dizi patolojik degisimlerden
olugmaktadir. Erken baglangicl ailesel AH’de gbozlenen genetik degisimler, sporadik
AH’de gozlenen APOE genindeki mutasyon, karmasik genetik baglantilar veya
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cevresel faktorler, beyinde patolojik AP peptit tiirlerinin birikimine neden olmaktadir.
Toksik AP peptit tiirleri, néronal homeostazi bozacak birtakim olaylar1 (mitokondriyal
fonksiyon bozuklugu, oksidatif stres aktivasyonu, inflamatuar uyarim vb.)
tetiklemektedir. Bu degisimler, bazi kinaz ve fosfatazlarin fonksiyonunu olumsuz
olarak etkileyerek tau hiperfosforilasyonuna ve NFY olusumuna neden olmaktadir.
Dolayistyla sinaptik fonksiyon bozuklugu ve transmitter eksikligi ile seyreden hiicre
6liimii, demans ile sonuglanmaktadir (Sekil 2.10.) (116). Ayrica bazi tedavi stratejileri,
kaskad seklinde ilerleyen patolojik degisimlerin baslangi¢ noktasi oldugu igin,
APP’nin iglenmesini de hedef almaktadir (112).

Ailesel AH Sporadik AH
(APP ve PS mutasyonlari) (ApoE ve diger faktorler)

\

AP agregasyonu ve
amiloid plaklarda birikim

Artan oksidatif stres
Inflamatuar uyarnm
Mikroglia aktivasyonu

Kinaz/fosfataz
disfonksiyonu

| -

. . -
Tau hiperfosforilasyonu I

NFY olusumu ;'

|

Sinaptik disfonksyon
Transmitter eksikligi

|

Sinir hiicresi dlumii

)

Hafiza kayb1 ve biligsel
bozulma = Demans

Sekil 2.10. Amiloid kaskad hipotezi tarafindan 6nerilen AH ile sonuglanan patolojik
olaylarin gelisimi (116).



24

Amiloid temelli tedavi yaklasimlari, APP metabolizmasinin degisik yonlerini
hedef alsa da asil amag, A peptitlerin nérotoksik forma ulagmasini engellemektir. Bu
yaklasim genel olarak ii¢ ana baslik altinda toplanmaktadir: Sekretaz modiilatorleri ile
AP tretimini inhibe etmek, anti-agreganlar ile AP agregasyonunu oOnlemek ve
immunoterapi ile A klirensini arttirmak (117).

AP peptit tiretimini azaltmaya yonelik ¢abalar, APP yikimmin gergeklestigi
amiloidojenik ve non-amiloidojenik yolaklarin modifiye edilmesine odaklanmaktadir.
Bu yaklasimin manti§1, a-sekretaz aktivitesinin artmasiyla APP’nin toksik olmayan
iiriinlere doniisecegi; tam tersine [- ve vy-sekretazlarin inhibe edilmesiyle de
amiloidojenik APP islenmesinin azalacagi temeline dayanmaktadir (118). Hiicre
yiizeyi reseptorlerinin (119) veya protein kinaz C gibi hiicre igi sinyal yolaklarinin
uyarilmasiyla (120), a-sekretaz aktivitesi diizenlenebilmektedir. Béylece uyarilan o-
sekretaz yolagi aracilifiyla noroprotektif etkisi oldugu bilinen sAPPa diizeyi
arttirtlabilmektedir (117).

B-sekretaz aktivitesi, amiloidojenik yolakta onemli bir basamaktir. AH’ye
neden olan herhangi bir BACE1 mutasyonu olmasa da APP’nin N-ucunda gériilen
Isveg tipi ailesel mutasyon (KM670/671NL), APP’yi BACEI i¢in daha iyi bir substrat
haline getirmektedir (121). Bu mutasyona sahip farelerde, BACE1’in susturulmasi
sonucu hipokampal hafiza kayiplarimin diizeldigi goriilmiistiir (73). Bu durum, BACE1
inhibisyonunun AH tedavisinde terapotik bir hedef olabilecegine isaret etmektedir
(117). Ancak BACEZY’in baska fizyolojik substratlart da bulundugu i¢in enzimi
tamamen inhibe etmek ¢esitli problemlere neden olmaktadir. BACEL’in substratlari,
membrana bagli proteinler olup, tip I transmembran proteinleri daha yaygindir (122).
APP homolog proteinleri APLP1 ve APLP2, p-selektin glikoprotein ligand-1 (PSGL-
1), diisiik dansiteli lipoprotein reseptdr-bagli protein, voltaj kapili sodyum kanal1 52
altbirimi, neuregulin-1 (NRG1) ve neuregulin-3 (NRG3) BACEI tarafindan islenen
proteinlerden bazilaridir (123). Bu proteinlerin ¢ogu, kontakt-bagimli hiicreler arasi
iletisimle iliskilidir veya reseptor olarak gorev alir, ayrica sinir sisteminde ve diger
organlarda belirli rolleri bulunmaktadir (122). Ornegin, NRG1 ve NRG3 proteinlerinin
BACE]I tarafindan kesiminin engellenmesi sonucunda, miyelin kilif kalinlagsmasinda
azalma goriilmektedir. Bunun yaninda, BACE1’in inhibe edilmesi PSGL-1 proteininin

gorev aldigit dogustan ve kazanilmis bagisiklik cevabinda I6kosit gociini
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degistirmektedir (123). Farkli arastirma gruplari tarafindan iiretilen BACE1 knockout
farelerinin, farkl fenotipik ve biyokimyasal 6zellikler gosterdigi rapor edilmistir. Bazi
calismalar BACE1 knockout farelerin fenotipik olarak dogal tip farelere benzedigini
ve saglikli oldugunu rapor ederken (73); diger ¢alismalarda ise BACE1 knockout
farelerin ¢ogunun ilk haftada 61diigii ve hayatta kalanlarin da kontrol farelerine gére
daha kiigiik ve hiperaktif oldugu gozlenmistir (124). BACE] tarafindan diizenlenen
onemli hiicresel islemler ve in vivo bulgular, kronik BACEL inhibisyonunun, toksik
etkilere neden olabilecegini isaret etmektedir (117).

Diger yandan y-sekretaz inhibitrleri de AH tedavisinde kullanilabilecek
potansiyel ajanlardir. Ancak BACE1’e benzer sekilde, y-sekretaz da APP’den baska
substratlar i¢in proteaz gorevi gormektedir. y-sekretaz tarafindan kesime ugrayan diger
proteinlere 6rnek olarak, Notch reseptorii, Notch reseptor ligandlari deltal ve delta2,
reseptdr tirozin protein kinaz ErbB4, timdr baskilayici gen E-kaderin verilebilir (117).
Ornegin, y-sekretaz’in segici olmayan inhibisyonu ile engellenen Notch sinyali,
hiicrede anormal lenfosit farklilagmas1 gibi patolojiler ile sonuglanmaktadir (125). Bu
tarz sorunlarin 6niine ge¢cmek icin son zamanlarda yapilan arastirmalar, sekretazlarin
secici inhibisyonuna yani modiilatér kullanimina odaklanmaktadir (118).

AP peptitler saglikli beyinlerde de bulunmaktadir ve AH’de neden olduklari
toksik etki, oligomer, fibril ve protofibril yapilaria doniisiip amiloid plaklar seklinde
kiimelesmelerinden kaynaklanmaktadir (92). Bu nedenle, AH’yi tedavi etmeye
yonelik gelistirilen bir diger yaklasim da kiimelesmeyi engelleyen ilaglar kullanmaktir.
Tramiprosate, kolostrinin gibi klinik denemelere ulasmis bazi anti-Af agregasyon
ajanlari, bu tip ilaglara 6rnek olarak verilebilir. (117).

Amiloid kaskadini hedef alan iiglincii yaklasim ise beyinden amiloidin
uzaklastirilmasidir. AH’nin olusumu ve gelisiminde en 6nemli patofizyolojik asama,
amiloid plaklar oldugu i¢in amiloidin ortamdan uzaklastirilmasiyla hastaligin
tedavisine katkida bulunulacag: diistiniilmektedir. Bu amagla izlenebilecek ii¢ farkli
yol; amiloid-pargalayici enzimlerin aktivitesini arttirmak, amiloidin beyin ve periferal
dolagim arasinda taginmasini saglayan reseptorleri modiile etmek ve amiloid hedefli
asilar yardimiyla peptitlerin immiinolojik cevap ile direk yok olmasini saglamak

olarak siralanabilir (117).
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2.6.3. Tau-Temelli Yaklasimlar

AH’de gozlenen NFY olusumunu hedef alan tedavi stratejileri, temel olarak
tau hiperfosforilasyonunu onleme, tau agregatlarinin olusumunu inhibe etme veya
mikrotiibiillerin stabilizasyonunu arttirmay1 amaglamaktadir. Tau fosforilasyonunda
gorev alan GSK-3B’y1 inhibe edebilen lityum (126), mikrotiibiilleri stabilize eden
paklitaksel (127) ve tau oligomerizasyonunu bloke eden metilen mavisi (128), tau

patolojisini iyilestirmede olumlu sonuglar veren bilesiklere 6rnek olarak verilebilir.
2.6.4. Diger Yaklasimlar

Yukarida bahsedilen durumlara ek olarak, AH’de patolojik degisime ugrayan
baska faktorler de bulunmaktadir ve bu degisimlerden bir veya birkagini hedef alan
farkli ilaglar gelistirilmektedir. Ornegin, AH gelisimi sirasinda inflamatuar cevap
olusumunu hedef alan nonsteroid anti-inflamatuar ilaglarin kullaniminin, hastaliga
kars1 koruyucu etki gosterdigi gozlenmistir. Ayrica antioksidan etki gosteren
bilesiklerin veya vitaminlerin, kolesterol seviyesini azaltan ilaglarin veya ndroprotektif
yarar1 gosterilmis kaspaz inhibitorlerinin, AH ilerleyisini Onleyebilecegine dair

bulgular mevcuttur (115, 117).
2.7. Kolinerjik Sistem

ACh, 6grenme ve hafizada rol oynayan 6nemli bir norotransmitterdir (129).
ChAT enzimi, presinaptik bolgede asetilKoA (AsKoA)’dan koline asetil grubunu
transfer ederek ACh biyosentezini katalizlemektedir (130). Sinaptik yariga saliverilen
ACh, postsinaptik sinir hiicresi membraninda bulunan nikotinik asetilkolin veya
muskarinik asetilkolin reseptoriine yiiksek afinite ile baglanarak sinir iletiminin
gerceklesmesini saglamaktadir. Sinaptik yarikta bulunan ACh ise ChE adi verilen
enzimler tarafindan hizlica hidrolize edilerek asetat ve koline par¢alanmaktadir (Sekil

2.11.) (131).
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Sekil 2.11. Sinapsta kolinerjik sinir iletimi. Presinaptik néronda ACh, ChAT enzimi
ile AsKoA ve kolin’den sentezlenmektedir. Vezikiiller i¢inde toplanan
ACh, sinaps bosluguna saliverilir. Postsinaptik néron iizerinde bulunan
reseptorler ile sinyal iletimi, bir sonraki sinir hiicresine aktarilir. Sinapsta
ACh, ChE aktivitesi ile kolin ve asetata pargalanir (132).

2.7.1. Kolinesterazlar

Merkezi sinir sisteminde iki tip ChE bulunmaktadir: Asetilkolinesteraz (AChE,
EC 3.1.1.7) ve biitirilkolinesteraz (BChE, EC 3.1.1.8) (Sekil 2.12.). ChE’ler, ~574
aminoasitten olusan glikoprotein yapisindaki serin hidrolazlardir (133). AChE ve
BChE sirasiyla; insan kromozomu 7 ve 3’de bulunan farkli genler tarafindan
kodlanmaktadir (5). Torpedo AChE ve insan BChE sekans dizileri, %51-54 oraninda
ayni olmakla birlikte %70-72 oraninda benzerdir (133). Saglikli bireylerde AChE, kas
ve sinir sisteminde bol miktarda bulunurken, BChE 6ncelikle karacigerde sentezlenir

ve sonrasinda plazmaya saliverilir (134). Beyinde, AChE genelde néronlarda, BChE
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ise endotel hiicrelerin ve noéronlarin yaninda ¢ogunlukla glia hiicrelerinde

bulunmaktadir (135).

A

Sekil 2.12. Torpedo AChE’nin ve insan BChE’nin ii¢ boyutlu yapisi. (A) Torpedo
AChE’nin yapis1 seritler halinde gosterilmistir: Pembe ¢ubuklar ve nokta
yiizey, korunmus aromatik aminoasitleri (14 adet); turuncu top ve gubuk,
aktif bolgeye baglanmig substrat (ACh) modelini gostermektedir (136).
(B) insan BChE’nin ii¢ boyutlu yapisi. (C) Insan BChE nin aktif bolgesi.
Yesil, karbon atomlarini; mavi, azot atomlarini; kirmizi, oksijen
atomlarini; mor, € ilmegini; ac¢ik mavi, acil baglama cebini
gostermektedir. (137).

Kolinesterazlar arasindaki temel farkliliklar, saglikli ve AH’1i beyinlerdeki iki
enzimin rollerini agiklamaktadir. Saglikli beyinlerde ChE aktivitesinin %80°1 AChE
tarafindan  gergeklestirilirken, kalan aktiviteden BChE sorumludur (138).

Kolinesterazlarin her monomerinde 20 A derinliginde, substratin girdigi, fakat
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aminoasitlerce farklilik gosteren bir katalitik bolge bulunmaktadir. AChE’nin aktif
merkez oyugu hacmi (302 A%), BChE ninkinden (502 A®) yaklasik 200 A® daha
kiigtiktiir (134). Bu durum, kolinesterazlarin substrat segicilikleri ve inhibitorlere olan
secici duyarliliklarinda farkliliklara neden olmaktadir. AChE’nin, ACh’e olan
spesifitesi, BChE’ye gore daha fazladir. BChE, ayrica noroaktif peptitler gibi farkli
molekiillerin metabolizmasinda da rol oynamaktadir (139).

AChE ve BChE, amfifilik ya da ¢Ozliniir olmak tizere aymi Kkatalitik
altbirimlerden olusan farkli globiiler ve asimetrik molekiiler formlara sahiptir. Merkezi
sinir sisteminde, dort globiiler protein altbiriminden olusan G4 formu ve monomerik
olan G1 formlari, her iki enzimde de gézlenmesine ragmen, dimerik G2 formu ise
sadece AChE de bulunmaktadir (140). Tetramerik G4 formu, 20 kDa uzunlugunda
prolince zengin hidrofobik bir ¢ipayla (PRiIMA) plazma membranina tutunmaktadir.
Bu form, AChE’nin merkezi sinir sistemindeki en yaygin formunu olusturmaktadir
(141). G4 formunun tam tersine, G1 formunun miktar1 daha azdir ve ACh yikiminda
mindr rol oynamaktadir (140). Memelilerde bu formlarin yaninda, enzimlerin ti¢ adet
tetramerik formunun kollajen baglayicilar ile membrana tutundugu asimetrik yapidaki

kollajen-kuyruklu formlart da bulunmaktadir (142).
2.7.2. Alzheimer Hastahiginda Kolinerjik Sistem

Kolinerjik bazal 6n beyin (CBF) sistemi, septal/diagonal kompleks ve
Meynert’in bazal niikleusu igindeki magnoseliiler hiperkromik ndronlardan
olusmaktadir. CBF noéronlari, hipokampus, amigdala ve neokorteks bolgelerine major
kolinerjik sinir dokusunu saglamakta olup, hafiza, 6grenme ve davranis gibi
fonksiyonlarda rol oynamaktadir. AH’de kolinerjik noronlarda bozulmalar
goriilmektedir (143). Otopsi yapilan Alzheimerli beyinlerde, CBF ¢ekirdeginde total
noronal populasyonun %75’ini asan sinir hiicresi kaybina ek olarak (26), ACh
sentezinden sorumlu olan ChAT enzim aktivitesinde de diisiis gozlenmistir (2). AH’de
gozlenen kolinerjik aktivitedeki bozulmalar, biligsel azalma ve hafiza kaybi ile
baglantilidir (25). ACh’nin 6grenme ve hafizadaki roliiniin anlasilmasiyla, AH
patolojisinde “kolinerjik hipotez” kavrami ortaya ¢ikmistir. Kolinerjik hipotez, AH’de
gozlenen bilissel, fonksiyonel ve davranis bozukluklarinin ortaya ¢ikmasinda azalan

kolinerjik iletimin 6nemli bir rolii oldugunu vurgulamaktadir. Ancak AH’nin erken
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evrelerinde veya hafif biligsel bozulmaya sahip hastalarda kolinerjik eksikligin
olmamasi, bu hipotezi kisitlayan bir durumdur (132).

AH’de AChE aktivitesi %55-67 oraninda azalirken, BChE aktivitesi %80’e
kadar artmaktadir (138). Ayrica, AH’de senil plak sayisi ile kolinesterazlarin aktivite
degisimleri arasinda da bir baglanti mevcuttur. Plak sayis1 arttikga BChE aktivitesinde
artis olurken, AChE aktivitesi ise azalmaktadir (25). Kolinerjik sistemdeki onemi
gecmis yillarda gozardi edilen BChE’ nin, AH’de aktivitesinin artmasi, BChE’yi hedef
alan ¢alismalara bir ivme kazandirmistir. BChE’ nin ACh hidrolizinde destekleyici bir
rol oynadig1 gozikkmesine ragmen, AChE yoklugunda enzimin fonksiyonel dnemi
artmaktadir. AChE knockout farelerle yapilan arastirmalar, BChE’nin AChE
aktivitesini kompanse edebildigini kanitlamistir (144). BChE’nin insan beynindeki
roliinii analiz etmek igin yapilan detayli histokimyasal ¢aligmalar, enzimin memeli
merkezi sinir sisteminde ChAT ile birlikte (145) tiim hipokampal ve temporal
neokortikal bolgede bulundugunu ve bu bolgelerde asetiltiyokolini (sentetik ACh)
hidroliz ettigini gostermistir (146).

Alzheimerli beyinde AChE ve BChE, NFY’lerin (147) ve amiloid plaklarin
yapisinda bulunabilen enzimlerdir (Sekil 2.13.) (148). AChE, AP’yi igeren
kompleksler olusturarak AP peptitlerin agregasyonunu indiiklemektedir (149).
AChE’yi ve AP peptitleri igeren kompleksler, AChE’nin biyokimyasal 6zelliklerinin
degismesine ve amiloid fibrillerin ndrotoksisitesinin arttirmasina neden olmaktadir
(150). AChE’nin amiloid plak yapisina katilan formu, ¢6ziiniir G1 ve G2 formlaridir.
Diger yandan, membrana bagli G4 formunun ise APP islenmesinde rolii oldugu
diisiiniilmektedir. AChE ve APP arasinda gen diizeyinde de bir iliski bulunmaktadir.
Holo APP, hafiza olusumunda rol alan early growth response protein 1 (EGR-1)
geninin ekspresyonunu negatif olarak etkilerken; EGR-1, AChE geninin promoter
bolgesine baglanabilmektedir. AChE’nin amiloid patolojisine hangi mekanizmalar
tizerinden etki ettigi hala arastirilmaktadir (Sekil 2.14.) (151). BChE’nin ise plak
olgunlagsmasinin daha ge¢ donemlerinde amiloid plaklara eklendigi (152), ve protein-
protein baglantisina olan egilimi (153) veya A agregasyonunu etkiledigi bilinen metal
iyonlar1 tarafindan etkilenmesi (154) sonucunda AP peptitlerin diffiiz formdan

kompakt forma gegisini tetikledigi diisiiniilmektedir (152).
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ve BChE i¢in boyanmis plaklar1 gosteren fotomikrograflar. (A) AChE i¢in
boyanmis kesit. (B) BChE i¢in boyanmis kesit (155).
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Sekil 2.14. Hiicrelerde AChE ile APP dagilimi/islenmesi ve Onerilen gen
diizenlenmesi (151).
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2.8. Kolinesteraz Inhibitorleri

AH’de kolinerjik sistemin olumsuz olarak etkilenmesi, hastaligin tedavisinde
kullanilmak iizere pek ¢ok kolinesteraz inhibitorlerinin gelistirilmesine neden
olmustur. Béylece ACh’yi hidroliz eden ChE’lerin inhibisyonu saglanarak, azalan
ACh’nin diizeyinin artirilmasi ve kolinerjik fonksiyonun iyilestirilmesi hedeflenmistir.

AH’nin semptomatik tedavisinde ChE inhibitorlerinin kullanimi, standart bir
yontem olup (4), giiniimiizde FDA tarafindan onayl1 bes ilagtan {i¢ii ChE inhibitoridiir:
Donepezil, galantamin ve rivastigmin. Bu ii¢ ilaca ek olarak, iyonik glutamat
reseptoriiniin bir tipi olan NMDA antagonisti memantin ile birlikte donepezili i¢eren
cift etkili bir ila¢ daha bulunmaktadir. FDA onayli son ila¢ ise sadece memantini
icermektedir. Onaylanan ilk ChE inhibitorii olan takrin ise hepatoksisite gibi yan
etkilere neden oldugu igin kullanimdan kaldirilmistir (3). Tablo 2.2.°de FDA
tarafindan onayli ChE inhibitorleri ile ilgili detayl bilgiler verilmektedir. ChE
inhibitorleri ile tedavi iki asamadan olusmaktadir: Klinik olarak verimli dozu

belirlemek i¢in doz-artis fazi ve en uygun terap6tik dozun uygulandigi duragan faz (4).

Tablo 2.2. AH tedavisinde kullanilan FDA tarafindan onayli kolinesteraz inhibitorleri

(3, 4, 156).
Bilesik Ilacismi Kimyasal Etki AChE BChE Secicilik
sinif arah@ 1Cso 1Cso0
(nM) (nM)

Donepezil Avricept Piperidin  Tim 323 + 12800 AChE > BChE
evreler 126 + 700 (40 kat)

Galantamin  Razadyne Alkoloid Hafif- 5000+ 59200 AChE > BChE
orta 170 + 1700 (12 kat)

Rivastigmin ~ Exelon Karbamat Hafif- 4760+ 238+ BChE > AChE
orta 110 20 (20 kat)

Bu bilesiklerin yaninda onayli olmayan fakat arastirma asamasinda olan ve
klinik denemelere girmis baska ChE inhibitorleri de bulunmaktadir. Fizostigmin,
metrifonat, eptastigmin ve (-) huperzin A bunlardan birkagidir. Herbir ChE inhibitorii

enzim segiciligi, hedef enzime baglanma sekli ve inhibisyon tipi acisindan farkliliklar
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gostermektedir. Bu durum, farkli yapidaki Kolinesteraz inhibitorlerinin  AH
tedavisinde farkl etkiler gostermesine neden olmaktadir (157).

Kolinerjik sistemi hedef alarak ACh diizeyini arttirmaya yonelik ilaglar,
Alzheimerli hastalarda semptomatik yarar saglamasina ragmen bu ilaglarin 36 aya
kadar stiren olumlu etkileri, onlarin AH patolojisi {izerinde yavaslatici etkilerinin de
olabilecegi ihtimalini ortaya ¢ikarmustir (6, 7). Bazi ChE inhibitorleri ile farkli hiicre
hatlar1 (158, 159) ve hayvan modelleri (160, 161) kullanilarak yapilan son ¢alismalar,
bu inhibitorlerin kolinerjik etkilerinin yaninda AP diizeylerini de azaltarak amiloid
metabolizmasini diizenleyebildigini gdstermistir. Ayrica kolinerjik aktivasyon ve APP
metabolizmas1 arasindaki bag, AH patolojisinin birgok yoniinii hedef alan ilag

arastirmalar1 donemini baslatmuistir.

2.9. Alzheimer Hastahginin Tedavisinde Fenotiyazin Yapih Bilesiklerin

Kullanim

Fenotiyazinler, S(CsHa4)2NH kimyasal ¢ekirdege sahip azot ve siilfiir igeren
trisiklik bilesiklerdir (Sekil 2.15.). Ana fenotiyazin bilesiginin (10H-dibenzo-1,4-
tiyazin) 1883’te Bernthesen tarafindan sentezlenmesinden giliniimiize kadar bes binden
fazla fenotiyazin tiirevi elde edilmistir (162). Fenotiyazin yapili bilesikler, azota bagh
yan zincirdeki farkliliklara gore ii¢ ana alt gruba ayrilmaktadir: Asiklik grup tasiyan
alifatik bilesikler, piperidin-tiirevi grup tasiyan piperidinler ve piperazin-tiirevi yan

zincir tasiyan piperazinler (163).

9 10H 1
N
8 2
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Sekil 2.15. Fenotiyazinin yapis1 (162, 163).

Fenotiyazin yapili bilesikler ¢esitli biyolojik ve kimyasal 6zelliklere sahip
olduklar1 i¢in veterinerlik, farmakoloji ve biyotip alanlarinda kullanilmaktadir (162,

164). Fenotiyazinlerin sentezlendikten sonraki ilk tibbi kullanimi, sitma tedavisi igin
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olmustur. Ayrica fenotiyazinlerin antifungal, insektisit, antihelmintik ve
antihistaminik ilaglar olarak kullanimi da s6z konusudur (163, 164).

Fenotiyazin yapili bilesikler, hiicre fizyolojisinde 6nemli rolleri olan kalsiyum-
baglayici protein kalmoduline baglanmaktadir. Bu nedenle, kalmodulin tarafindan
diizenlenen ve degisik biyokimyasal yolaklarda gorev alan birgok enzimin
aktivitesinde azalma meydana gelmektedir (165). Benzer sekilde fenotiyazin yapili
bilesikler, protein kinaz C’yi de inhibe etmektedir (166). Fenotiyazinlerin enzimler
tizerindeki inhibe edici etkisi kimyasal yapilarindan kaynaklanmaktadir (165, 166).

Fenotiyazin yapili bilesikler, son 50 yildir diinyada en ¢ok recetelenen
psikotropik ilaglardir. ilaglarin néroleptikler olarak psikiyatrik uygulamalarda
kullanilmasi, merkezi sinir sisteminde Ozellikle dopaminerjik reseptorlere yiiksek
afinite ile baglanabilme 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir (167). Ayrica, fenotiyazin
tirevleri a-adrenerjik, serotonin, histamin, muskarinik veya GABA-erjik sinir
reseptorlerini de inhibe etmektedir (168). Noroleptik fenotiyazin yapisindaki ilaglarin,
membran lipid tabakasina yiiksek afiniteleri bulunur ve kan-beyin bariyerini kolayca
gecebilirler ¢linkii lipofilik halka yapilari ve 6zellikle 2. ve 10. pozisyonda bulunan ve
lipofilitelerini daha da arttiran yan zincirleri mevcuttur (169).

Bazi1 fenotiyazin tiirevleri ise neoplastik ve genotoksik olarak zarar gormiis
hiicreler {izerinde anti-proliferatif etki gostermektedir. Fenotiyazinlerin bu 6zellikleri,
kanser tedavisinde destekleyici olarak kullanilmalarmma olanak saglamaktadir.
Bilesikler, toksik olmayan dozlarda uygulandiklari zaman, kanser hiicrelerinin
tedavisinde kullanilan radyasyonun ve diger kimyasal ilaglarin toksik etkisini
arttirmaktadir (163).

Son yillarda yapilan arastirmalar, fenotiyazin yapili bilesiklerin, AH gibi
serebral patolojilerin tedavisinde de kullanilabilecegine isaret etmektedir. Noronal
hiicre kiiltiirii ve farkli norodejeneratif hastalik modelleri kullanilarak yapilan
caligmalar sonucunda fenotiyazin halkasindaki azota bagli yan zincir tasimayan
bilesiklerin, diisiik dozlarda uygulandiklarinda bile antioksidatif ve ndroprotektif
etkiler gosterdigi bulunmustur (170). Bu durum, hiicre iginde fenotiyazinlerin azot
tizerindeki hidrojeni uzaklastirarak radikallesmesi ve bdylece yiiksek antioksidan
Ozelligine sahip olmasiyla agiklanmaktadir (164). Ayrica, prion ile enfekte olmus

transgenik fare modellerinden elde edilen sinir hiicrelerinde, fenotiyazin yapil
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bilesiklerin, yanlis katlanmig prion proteinini stabilize ederek amiloid fibril olusumunu
inhibe ettigi gosterilmistir (171).

Fenotiyazin yapili bilesiklerin noéroprotektif ve anti-prion etkilerinin yaninda,
kolinesterazlar iizerinde de inhibe edici etkilere sahip olmalari, bu bilesiklerin AH
tedavisinde potansiyel ila¢ adaylari olabilecegini diisiindiirmektedir. Ornegin,
fenotiyazin yapili bilesiklerden biri olan metilen mavisi (MethB), AH tedavisinde
kullanilmak iizere detayli olarak arastirilan ve faz III klinik denemelerine ulasmay1
basarmis gii¢lii bir terapotik ajandir. Yapilan arastirmalar sonucunda MethB’nin her
iki ChE’yi inhibe ettigi (172), toksik ¢oziiniir AR formlarini zararsiz Onciillere
dontistiirdigii (173), proteozom aktivitesini etkileyerek AR klirensini arttirdigi (174),
tau oligomerizasyonunu bloke ettigi (128) ve BACE1 aktivitesini inhibe ettigi (175)
bulunmustur. Faz II ¢aligmalar1 sirasinda MethB’nin absorpsiyonu, metabolizmasi ve
dagilimi ile ilgili problemlerin ortaya ¢ikmasi ile daha sonraki klinik denemelerde
MethB’nin rediikte formu olan 16ko-MethB kullanilmaya baglanmigtir (176). Ancak
16ko-MethB’nin faz III klinik denemeleri de basarisizlikla sonug¢lanmistir fakat

gelecekte yeni denemeler planlanmaktadir (177).
2.10. Calismada kullanilan fenotiyazin yapih bilesikler

Toluidin mavisi (TBO) ve tiyonin (TH), MethB’ye yapica benzerlik gdsteren
fenotiyazin yapili bilesiklerdir (Sekil 2.16.). Her iki bilesik de radikal hale
dontigebildikleri igin redoks 6zellik gostermektedir (178, 179).

TH, fotogalvanik hiicrelerde, 15181 elektrik enerjisine ¢evirme (180) veya
nanopartikiil yapimi (181) gibi sanayi alanlarinda genis kullanim alanina sahiptir.
Heniliz yapilan bir calismada, prostat spesifik antijeni tayin etmede kullanilan
elektrokimyasal sandvi¢ immunoassay yoOnteminde, yaban turbu peroksidazi ile
birlikte, TH ile konjuge edilmis poliklonal antikor kullaniminin, sensdriin
elektrokimyasal sinyalini arttirdig1 gosterilmistir (182). Ayrica viriislerin, 16kositlerin
ve bakterilerin sebep oldugu kontaminasyon durumlarinda, TH varliginda yapilan

fotodinamik tedavi ile patojenler inaktive edilebilmektedir (183).



36

N CH;
NS
_/
(CH3)N S .. NH,
Toluidin Mavisi

N
X
/

H,N s* NH,

Tiyonin
Sekil 2.16. Calismada kullanilan fenotiyazinlerin yapisi.

Benzer sekilde TBO da mikrobiyal enfeksiyonlarda ve oral biyofilmlerde
fotodinamik tedavide kullanilan etkili bir fotosensitizerdir (184). Bunun yaninda,
TBO, oral ve midesel neoplazmalari takip etmede (185) ve tiroit ameliyati sirasinda
paratiroit bezini saptamada (186) canli hiicreleri ve dokular1 boyama igin
uygulanmaktadir. Ayrica TBO koyunda (187), kopekte ve insanlarda (188)
methemoglobinemiyi tedavi etmek i¢in de kullanilmistir. Yapilan ¢alismalar her iki
bilesigin de DNA (189), ¢ift zincirli RNA (190) ve mRNA’nin poliA kuyruguna (191)
giclii bir sekilde baglandigini gostermistir. Bu 0Ozellikleri sayesinde, bilesiklerin
patojenik organizmalarda veya kanser hiicrelerinde RNA ve DNA gibi yapilar1 hedef
alan terapotik ajanlar olarak kullanilabilecegi de diisiiniilmektedir (190).

TBO ve TH’nin AH tedavisinde kullanilabilecegine dair ilk bulgu, Wischik ve
ark. tarafindan yapilan bir arastirmaya aittir (192). Calismada, in vitro kosullarda AH-
benzeri tau agregasyonu olusturulmus ve bazi fenotiyazin yapili bilesiklerin bu model
tizerindeki inhibisyonu incelenmistir. Elde edilen sonuglara gére, TBO’nun (Ki=69
nM) kesik tau proteininden olusan agregatlar {izerine inhibitor etkisinin, TH’den
(Ki=98 nM) daha fazla oldugu bulunmustur. Bununla birlikte TH’nin tau-tiibiilin
baglanmasini inhibe ettigi gézlenmistir (Ki=7.86 nM). MethB ise tau-tau baglanmasini
TBO ve TH’den ¢ok daha az etkili olarak inhibe etmistir (Ki= 3.4 uM) (192). TBO nun
ve MethB’nin antioksidan 6zelliklerinin incelendigi bir baska arastirmada ise, her iki
bilesigin farkli nérolojik hastaliklarin tedavisinde ndroprotektif etki saglayabilecegi

ileri stirlilmistir (193).
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Anabilim dalimizda daha once gergeklestirilen c¢alismalar sonucunda,
TBO’nun (K;i=0.008+0.003 uM) ve TH’nin (Ki=2.1 +0.42 uM) insan BChE’yi
nonlineer olarak inhibe etttigi ve TBO’nun insan eritrosit AChE’si {izerinde lineer
karigik tip inhibisyona neden oldugu bulunmustur (Ki= 0.041+0.005 uM). Bolge
yonelimli mutagenez ¢aligsmalari ise TBO’nun insan BChE’ye baglanmasinda enzimin
periferal anyonik bolgesinin onemli rol oynadigini géstermistir (8). Sozii edilen
bilesiklerin, in vitro tau agregasyonunu inhibe etmelerinin yaninda kolinesterazlar1 da
giiclii seviyede inhibe etmeleri, her ikisinin de AH tedavisinde kullanilabilecek

potansiyel ila¢ adaylar1 olabilecegini diisindiirmektedir.
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Geregler

AH’nin ii¢ néropatolojik 6zelligini taklit eden (yasa bagimli A patalojisi, tau
patolojisi ve bilissel fonksiyonlarda azalma) 3xTg-AD transgenik fareler (B6;129-
Psenl1t™Mem To(APPSwe,tauP301L)1Lfa/Mmjax; n= 40; 3 aylik; disi),
Jackson Laboratuvari’ndan (Bar Harbor, Maine, ABD) satin alindi.

Insan dogal tip APP751 ve insan dogal tip presenilin 1°i birlikte eksprese eden
Cin hamster over (PS70) hiicreleri Prof. Sascha Weggen (Heinrich Heine Universitesi,
Diisseldorf, Almanya) tarafindan temin edildi.

Insan APP (kat# KHB0051), insan AB40 (kat#KHB3481) ve ultrasensitiv insan
AP42 (kat# KHB3544) ELISA kitleri, Invitrogen’den (ABD); ECL, Super Signal West
Femto kit ve BCA protein assay kit, Pierce’dan (ABD); Bio-Rad protein assay Kit,
Bio-Rad’den (ABD); toluidine blue O (TBO) ve tiyonin asetat (TH), Sigma-Aldrich
(St. Louis, ABD)’den satin alindi. Aksi belirtilmedigi takdirde; diger tiim kimyasallar,
Sigma—Aldrich, Merck (Almanya) veya Biological Industries (Israil) kaynakliydi.

3.1.1. Aletler

Hiicre kiiltiirii caligmalar1 igin Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Biyokimya Anabilim Dali’'nda mevcut olan alt yapidan (laminar flow kabin,
karbondioksitli inkiibator, sogutmalr santrifiij, inverted mikroskop vb.) yararlanildi.

ELISA ve protein tayinleri i¢in Biotek Powerwave mikroplaka okuyucusu
(BioTek, Highland Park, ABD), protein elektroforezi ve transferi i¢in ise sirasiyla;
Bio-Rad Mini-Protean 3 ve Bio-Rad Mini Trans-Blot elektroforetik transfer hiicresi
kullanildi. Jel ve membranlarin goriintilenmesi, Bio-Rad ChemiDoc XRS+ jel
goriintilleme cihazi (Bio-Rad, ABD) kullanilarak gerceklestirildi. Akim sitometri
calismalar1 igin Hacettepe Universitesi Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama
Merkezi’'nde bulunan FACS Aria akim sitometri cihazindan (Beckon Dickinson
Biosciences, ABD) ve formik asitin uzaklastinlmasinda Ankara Universitesi
Biyoteknoloji Enstitiisii'nde bulunan Benchtop Manifold freeze dryer cihazindan
(Millrock, Kingston, NY, ABD) yararlanildi.
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3.2. Yontemler
3.2.1. PS70 Hiicre Kiiltira

Calismada, amiloid patolojisi hiicre modeli olarak PS70 hiicreleri kullanildi.

PS70 hiicreleri (pasaj say1s1<5), 75 cm?’lik flakonlar icerisinde %10 fotal sigir
serumu (FBS), %1 sodyum piruvat ve 100 U penisilin-0.1 mg/ml streptomisin igeren
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) ortaminda, 37°C’de ve %5 COz
varliginda, %80-90 yayginlik gosterene kadar c¢ogaltildi. Hiicreler yayginlik
gosterdiginde %0,25 tripsin-EDTA ile pasajlama gerceklestirildi. Ara donemlerde ise
hiicreler antibiyotik icermeyen, %5 DMSO igeren tam hiicre kiiltiir ortam1 igerisinde

dondurularak saklandi.

3.2.2. Fenotiyazin Yapil Bilesikler ile Muamele ve Hiicre Lizatlarinin

Hazirlanmasi

PS70 hiicreleri, 6 kuyucuklu veya 100 mm’lik hiicre kiiltiir plaklarina,
sirastyla; her kuyucukta 2.5-3 x 10° hiicre veya her plakta 1.5-2 x 10° hiicre olacak
sekilde hiicre kiiltiirii ortam1 iginde ekildi. Hiicreler tutunup %80-90 yayginlik
gosterene kadar ¢ogaltildi.

Stok TBO ve TH ¢ozeltileri (0,25-3 mM) sirasiyla; PBS ve metanol igerisinde
taze olarak hazirlandi ve 0,2 um membran filtreler kullanilarak sterilize edildi.
Uygulama giinii hiicre kiiltiir ortam1, %1 FBS ve %1 sodyum piruvat igeren taze
renksiz DMEM ortamu ile degistirilerek, PS70 hiicreleri, son konsantrasyonlart 1,25-
15 uM olacak sekilde fenotiyazin yapili bilesiklerle (10 pl) veya PBS/metanol
(kontrol, 10 ul) ile 37°C’de ve %5 CO2 varliginda 6 saat veya 24 saat muamele edildi.

Fenotiyazin yapili bilesiklerin sekrete sAPPa, AB40 veya AP42 diizeyleri
tizerine etkisini incelemek icin kiiltiir ortamlar1 toplandi, proteaz inhibitdr karigimi
eklenerek analizlerde kullanilmak {izere porsiyonlar halinde -20°C’de saklandi.
Hiicreler ise soguk PBS ile iki kez yikandiktan sonra, 1 mM EDTA, 1 mM
fenilmetilsulfonil floriir (PMSF) ve proteaz inhibitdr karisimi igeren RIPA tamponu
(150 mM NaCl, %1 IGEPAL® CA-630, %0,5 sodyum deoksikolat, %0,1 SDS ve 50
mM Tris, pH 8.0) ile 10 dk muamele edilerek, adhere hiicrelerin plaklardan

ayrilmasina izin verildi. Hiicre siispansiyonlari, daha sonra 4°C ve 13.000 g’de 20 dk
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santrifiijlendi ve elde edilen siipernatantlar, hiicre lizatlar1 olarak analizlerde

kullanilincaya kadar porsiyonlar halinde —20°C’de sakland.

3.2.3. Fenotiyazin Yapih Bilesiklerin Hiicre Canhlh@ Uzerindeki

Etkilerinin Akim Sitometri ile Degerlendirilmesi

Fenotiyazin yapili bilesiklerin PS70 hiicre canlilig1 tizerindeki etkileri, akim
sitometri yontemi ile agagidaki protokol uygulanarak analiz edildi:

PS70 hiicreleri, 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir plaklarina ekildi, 37 °C’de ve %5
CO2 varliginda 24 saat inkiibe edilerek hiicrelerin plaga tutunmasina izin verildi.
Uygulama giinii ortam, %10 FBS ve %1 sodyum piruvat iceren taze DMEM ile
degistirildi. Daha sonra hiicreler, son konsantrasyonu 1,25-15 uM/kuyucuk olacak
sekilde ortama eklenen fenotiyazin yapili bilesikler (10 ul) veya PBS/metanol (kontrol,
10 pl) ile 37°C’de ve %5 CO; varliginda 6 saat veya 24 saat muamele edildi. Muamele
sonrasinda her bir kuyucuktaki kiiltiir ortamlar1 FACS tiiplerine (5 ml) alindi. Hiicreler
bir kez 0,5 ml PBS ile yikand1 ve yikama sonrasinda bu sivi, FACS tiipii igerisine
aktarildi. Daha sonra her kuyucuk, %0,25 tripsin-EDTA (0,5 ml) ile 5 dk inkiibe
edilerek, hiicrelerin  kuyucuklardan ayrilmasina izin verildi. Plaklardaki
kuyucuklardan ayrilan hiicrelerin iizerine tripsini inaktive etmek amaciyla; hemen 1,5
ml DMEM eklendi ve hiicre siispansiyonlari, FACS tiiplerine aktarildi. Kuyucuklar,
iki kez 0,5 ml PBS ile yikandi ve yikama sonrasinda bu sivilar da ayn1t FACS tiipleri
icerisine eklendi. Daha sonra FACS tiipleri icerisindeki hiicre silispansiyonlari, 750
g’de 5 dakika santrifiijlendi. C6ken hiicrelerin lizerindeki sivi uzaklastirildi ve hiicreler
1 ml PBS ile yikanarak, karisim 750 g’de 5 dk tekrar santrifiijlendi. Daha sonra PBS
uzaklastirilarak tiiplerdeki ¢oken hiicrelerin tizerine propidyum iyodiir/PBS (5 pg/ml,
200 pl) eklendi. Her analiz, FACS Aria akim sitometri cihazinda 10.000 hiicre/sn
olacak sekilde gergeklestirildi (Eksitasyon: 351 nm; Emisyon: 617 nm). Veriler, BD
FACSDiva v6.1.2 yazilimi ile analiz edildi ve elde edilen sonuglar, kontrole gore canli

hiicre yiizdesi olarak gdsterildi.
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3.2.4. 3xTg-AD Fareler

AH’nin néropatolojik 6zelliklerini (yasa bagimli A patalojisi, tau patolojisi ve
biligsel fonksiyonlarda azalma) gosteren 3xTg-AD farelerde (B6;129-Psenltm1Mpm
Tg(APPSwe,tauP301L)1Lfa/Mmjax) ailesel Alzheimer hastalig: ile iliskili APP Isveg
mutasyonu, MAPT P301L mutasyonu ve PSEN1 M146V mutasyonu olmak iizere 3
adet mutasyon mevcuttur (Sekil 3.1.). Bu transgenlerin asir1 ekspresyonu, hipokampus

ve serebral korteksi iceren merkezi sinir sistemi ile kisitlidir.

Sekil 3.1. 3xTg-AD transgenik fareler.

3XTg-AD farelerde AP depolanmasi, bazi beyin bolgelerinde 3-4 aya kadar
erken yagslarda goriilebilmesine ragmen, hiicre dis1t A depolanmasi, 6n kortekste 6.
aydan sonra gozlenebilmekte ve 12. aydan sonra ¢ok yiiksek seviyelere ¢ikmaktadir.
Bu tip farelerde konformasyonel olarak degismis ve hiperfosforillenmis tau agregatlari
ise 12-15 ay gibi daha ge¢ yaslarda hipokampus bolgesinde gozlenmektedir. Ayrica
3XTg-AD farelerde, uzun siireli potensiyalizasyon (LTP) eksikligini iceren sinaptik
fonksiyon bozuklugu da plaklar ve diigimlerden 6nce meydana gelmektektedir. Sekil
3.2.’de 3xTg-AD farelerin yasla birlikte degisen fenotip karakterizasyonu detayl
olarak verilmistir (194, 195).
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Tau patolojisi

l.ay 3. ay 6. ay 9. ay 12. ay 15. ay 18. ay+

L1

4. ayda ortaya ¢ikan ve yagla ilerleyen bilissel bozulma

6. ay itibariyle frontal kortekste gériilen ekstraselliiler AP kiimeleri

6. ay itibariyle kontrol farelerine gore uzun siireli potensiyalizasyonda azalma

7. aydan daha erken de goriilebilen gliozis gelisimi

12. ay itibartyle oncelikle hipokampal CA1 bélgesinde ve ilerleyen zamanda
kortekste de olmak tizere tau patolojisi gelisimi

Sekil 3.2. 3xTg-AD farelerde yasla birlikte degisen fenotip karakterizasyonu (196).

Literatiirde, erkek 3xTg-AD farelerin tanmimlanan fenotipik &zellikleri
gostermeyebilecegi rapor edildigi i¢in ¢alismada sadece disi transgenik fareler
kullanild: (197, 198). Jackson Laboratuvari’ndan satin alinan 3xTg-AD fareler (3
aylik, n=36, disi), Gazi Universitesi Deney Hayvanlar1 Birimi’nde standart 1g1k (12
saat giin 15181/12 saat karanlik) altinda, su ve yem erisimi serbest olacak sekilde (ad
libitum) muhafaza edildi. Transgenik farelerin fenotiyazin yapili bilesiklerle muamele
edilmesi ve beyin dokularinin ¢ikarilmasi, Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu’ndan alman onay (G.U. ET-13.009) ¢er¢evesinde, Prof. Dr. K. Gonca
Akbulut o6nderliginde veterinerler tarafindan etik kurallara uygun olarak

gergeklestirildi.
3.2.5. 3XTg-AD Farelerin Fenotiyazin Yapih Bilesikler ile Muamelesi

Calisma planina gore; 3XTg-AD fareler (3 aylik), iki gruba ayrildi (Tablo 3.1.):
Oncelikle fenotiyazin yapili bilesiklerin AB patolojisine olan etkisini incelemek

amaciyla transgenik farelerden 20’si 7,5 aylik olana kadar, kalan 16’s1 ise fenotiyazin
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yapili bilesigin hem AP birikimi, hem de tau patolojisi lizerindeki etkisini aragtirmak
amactyla, 13 aylik olana kadar Gazi Universitesi Deney Hayvanlari Birimi’nde steril

kosullarda ve ad libitum beslenme ile yaslandirildi.

Tablo 3.1. 3xTg-AD transgenik farelerin fenotiyazin yapili bilesiklerle muamele

edilmesi
Uygulama yas1,  Uygulama siiresi, Uygulanan bilesik n
ay giin
PBS +%5 EtOH 6
7,5 30 TBO 7
TH 7
13 20 PBS +%5 EtOH 7
TBO 9

Fenotiyazin yapil1 bilesiklerin AP patolojisi lizerindeki etkilerini arasgtirmak
amaciyla; 7,5 aylik 3xTg-AD farelere, her giin ayni saatte 4 mg/kg olacak sekilde TBO
(n=7), TH (n=7) ve %S5 etanol igeren PBS (kontrol; n=6) intraperitoneal (i.p) olarak
(enjeksiyon hacmi, ~0.1 ml) 1 ay boyunca uygulandi.

Daha sonra geng farelerden elde edilen sonuglara bagli olarak, TBO’nun hem
AP patolojisi hem de tau hiperfosforilasyonu tizerindeki etkilerini degerlendirmek
amaciyla; 13 aylik 3xTg-AD farelere, her giin ayni saatte 4 mg/kg olacak sekilde TBO
(n=9) ve %5 etanol igeren PBS (kontrol, n=7), i.p olarak (enjeksiyon hacmi ~0.1 ml)
1 ay boyunca enjekte edildi.

Calismada fenotiyazin yapili bilesiklerin uygulama dozu, daha once gesitli
hayvanlar kullanilarak elde edilen toksisite sonuglarmma gore belirlendi. TBO’ nun
intravendz uygulanmasi sonrasinda LDso degerleri, fare, sican, tavsan ve koyun igin
sirastyla; 27.56 mg/kg, 28.93 mg/mg, 13.44 mg/kg (199) ve 10 mg/kg (187) olarak
rapor edilmistir. TH’nin intraven6z uygulanmasi sonrasinda kaydedilen LDso degerleri
ise fare ve sigan i¢in sirasiyla; 8.03 mg/kg ve 7.40 mg/kg olarak bulunmustur (199).
Ayrica, paratiroid bezlerinin teshisinde insanlara uygulanabilecek optimum TBO
dozunun belirlenmesi i¢in yapilan arastirma sonuglari, 7 mg/kg’den daha diisiik

dozlarin giivenli olabilecegini Onerirken; diger bir ¢alismada ise insanlarda
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ferrinemoglobin tedavisinde 4 mg/kg TBO kullanilmasmin yan etkilere neden
olmadigi gosterilmistir (188).

Calismada 3XTg-AD farelere uygulamak iizere, TBO ve TH c¢ozeltileri (1
mg/ml), %5 etanol iceren PBS icerisinde her giin taze olarak hazirlandi ve 0,2 um
membran filtreden gegirilerek sterilize edildi. Uygulama basladiktan sonra, her hafta
transgenik fareler tartildi ve uygulama hacmi, her farenin kilosuna gore yeniden
belirlendi. Uygulama siiresi boyunca farelerde herhangi bir hastalik belirtisi veya
anomali gbzlenmedi. 1 ay boyunca fenotiyazinlerle muamele edilen transgenik fareler,
daha sonra ketamin- ksilazin anestezisi altinda feda edilerek beyin dokular1 (serebral
korteks, hipokampus, serebellum ve diger kisimlar) ¢ikarildi, dokular kullanilincaya

kadar -86°C’de saklandi.
3.2.6. 3XTg-AD Fare Beyin Dokularindan Protein Ekstraksiyonu

Fenotiyazin yapili bilesikler veya PBS +% 5 EtOH ile muamele edilen 3xTg-
AD farelerin beyin dokular1 (hipokampus ve/veya serebral korteks) iki basamakli
ekstraksiyon yontemi kullanilarak asagidaki protokole gére homojenize edildi (200).

Korteks ve hipokampus dokulari, kendi agirliklarinin 8 kati kadar hacimde
proteaz inhibitdr karisimi iceren RIPA tamponu igerisinde cam Dounce homojenizator
ile buz lizerinde pargalandi. Homojenize edilen karigimlar, 4°C’de 100.000 g’de, 1 saat
15 dakika ultrasantrifiijlendi ve elde edilen siipernatantlar, ¢oziiniir fraksiyon (RIPA-
¢oziiniir) olarak kullanilincaya kadar porsiyonlar halinde, -86°C’de saklandi.

Kalan pellet iizerine ise, baslangictaki doku agirliginin 8 kati1 kadar hacimde
proteaz inhibitér karigimi iceren %70 formik asit eklendi ve pellet 5 sn siireyle 10 kHz
hizda 3 kez buz iizerinde sonike edildi. Sonikasyonun ardindan karisim, oda
sicakliginda 150 rpm’de 2 saat karistirildi, Daha sonra karigim, 4°C’de 100.000 g’de
1 saat santrifiijlendi, elde edilen siipernatant, ¢dziinmeyen fraksiyon (FA-¢oziiniir)

olarak kullanilincaya kadar porsiyonlar halinde -86 °C’de saklandi.
3.2.7. Protein Tayini

Hiicre lizat1 ve kiiltiir ortamindaki total protein miktarlar ile fare korteks ve
hipokampus doku homojenatlarina iliskin ¢6ziiniir proteinleri iceren RIPA-¢oziiniir

fraksiyon igindeki total protein diizeyleri, BCA protein tayin yontemine gore belirlendi
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(201). Fare korteks/hipokampus doku homojenatlarina iligskin ¢oziinmeyen proteinleri
iceren formik asit-¢oziiniir fraksiyon igindeki total protein miktarlari ise Bradford
yontemine gore belirlendi (202). Her iki yontemde de bilinen derisimlerde sigir serum
alblimini ile hazirlanan standart egriler kullanilarak, orneklerdeki total protein

miktarlar1 tespit edildi.
3.2.8. SAPPa, Ap40 ve AB42 Diizeylerinin ELISA ile Tayini

In vitro ve in vivo ¢aligmalar sonrasinda fenotiyazinlerin sAPPa ve AP peptit
diizeyleri tizerindeki etkileri, sandvig ELISA ile degerlendirildi. ELISA yontemi, her
bir kitin protokoliine gore gerceklestirildi (203, 204).

ELISA plagina ornekleri yiiklemeden once, olasi partikiileri gidermek
amaciyla; tim ornekler, 3000 rpm’de, 4 °C’de 5 dakika santrifiijlendi. Ayrica, hiicre
kiiltiirii ortam1 6rnekleri ve RIPA-¢oziiniir fraksiyonlar, standart diliient tampon ile
seyreltildikten sonra ELISA plagina uygulanirken, FA-¢oziiniir fraksiyonlar, 6ncelikle
1:20 oraninda noétralizasyon tamponu (1 M Tris-baz, 0,5 M NaH2POs, pH 11) ile
ndtralize edildi ve sonrasinda standart diliient tampon ile diliie edilerek ELISA plagina
yiiklendi. Daha sonra kitin protokoliine aynen uyularak, hem standartlar hem de
orneklerin absorbanslar1 450 nm’de mikroplaka okuyucusu ile 6l¢iildii.

Standart egri olusturmada, log-log veya dort parametre lojistik egri grafikleme
yontemleri kullanildi. Orneklerdeki sAPPa, AB40 ve AB42 miktarlar1 standart egri
yardimiyla belirlenerek; bulunan degerler total protein miktarlarina gore normalize

edildi.
3.2.9. SDS-PAGE ve Western Blot
Hiicre Lizatlarimin Jele Yiiklenmesi

PS70 hiicrelerinde fenotiyazin yapili bilesiklerin hiicre i¢ci APP ve BACE1
ekspresyonu lizerine olan etkileri, Western blot yontemi ile analiz edildi. Hiicre
lizatlar1 (15-25 pg protein) 1:1 oraninda 2x Laemmli tamponu (0,125 M Tris/HCI pH
6.8, %20 gliserol, %4 SDS, %0,0025 bromfenol mavisi, %10 B-merkaptoetanol) ile
karistirildi, 95 °C’de 5 dakika kaynatildi ve stain free any kD™ Mini-Protean® TGX™
precast jele (Bio-Rad) yiiklenerek, SDS-PAGE islemine tabi tutuldu (200 V, ~1 saat).
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Fare Hipokampus Doku Homojenatlarinin Jele Yiiklenmesi

Transgenik farelerde TBO’nun APP, BACE1, PS1 ve tau hiperfosforilasyonu
tizerindeki etkisini degerlendirmek i¢cin Western blot yontemi kullanildi.

RIPA-¢oziiniir 6rnekler, 2x Laemmli tamponu ile 1:1 oraninda karistirildiktan
sonra 95 °C’de bes dakika kaynatildi.

FA-¢Oziinlir ornekler ise oOncelikle formik asiti uzaklastirmak amaciyla
Benchtop Manifold freeze dryer ile kuru buz igerisinde gece boyunca liyofilize edildi.
Daha sonra pellet lizerine %0,00125 bromfenol mavisi ve %5 B-merkaptoetanol i¢eren
tampon (70 mM Tris/HCl pH 6.8, %1,5 SDS, %20 gliserol) eklendi. Coziinmeyi
kolaylastirmak i¢in 6rnekler hafifce karistirilarak 95 °C’de bes dakika kaynatildi.

Transgenik farelerin hipokampuslarina ait RIPA- ve FA-¢6ziiniir 6rnekler (30-
50 pg protein), stain free any kD™ Mini-Protean® TGX™ precast jele yiiklenerek
SDS-PAGE islemine tabi tutuldu (200 V, ~1 saat).

Membrana Transfer ve Goriintiilleme

SDS-PAGE sonrasinda her bir jel, UV 15181 altinda 1 dakika aktive edilerek,
jeldeki proteinler Bio-Rad ChemiDoc XRS+ cihazi ile goriintillendi. Daha sonra
jeldeki proteinler, Bio-Rad mini trans-blot elektroforetik transfer hiicresi kullanilarak,
PVDF membrana (0,45 pum) transfer edildi (100 V, 1 saat). Transfer islemi
tamamlandiktan sonra, UV 15181 ile aktive edilmis proteinleri igeren membranin
gorilintiisii alindi.

Daha sonra membran, %5 yagsiz siit tozu igeren TBS-T (20 mM Tris, 150 mM
NaCl ve % 0,05 (v/v) Tween 20, pH 7.6) tamponu igerisinde oda sicakliginda 2-3 saat
calkalandi, non-spesifik bolgeler bloklandi. Bloklama sonrasinda membran, %3
yagsiz siittozu igeren TBS-T igerisindeki uygun primer antikor (Tablo 3.2.) ile 4°C’de
gece boyunca inkiibe edildi. Membrana baglanmayan primer antikorun fazlasi,
membranin 3 kez 10 dakika TBS-T tamponu ile yikanmasi ile uzaklastirildi. Daha
sonra membran, %3 yagsiz siittozu iceren TBS-T tamponu igerisindeki HRP ile
konjiige sekonder antikor (anti-fare 1gG-peroksidaz veya anti-tavsan IgG-peroksidaz,
1:40.000) ile 1 saat oda sicakliginda muamele edildi. Baglanmayan sekonder antikorun

fazlasi, membranin 3 kez 10 dakika siireyle TBS-T tamponu ile yikanmasi ile
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uzaklagtirildi. Son agsamada protein bantlarini goriintiilemek amaciyla membran, ECL
veya Supersignal West Femto kemiliiminesans substrat ile 1-5 dakika inkiibe edildi,

plastik bir membran koruyucu igerisinde Bio-Rad goriintiileme cihazina yerlestirilerek

gorlntiilendi.

Bantlarin  dansitometrik

analizler1 ve

total

proteine  gore

normalizasyonlari, ImageLab™, siirtim 5.1 yazilim1 kullanilarak gerceklestirildi.

Tablo 3.2. Calismada kullanilan primer antikorlar

Primer antikor Hedef Kaynak Diliisyon Saglayici
faktorii Firma

Anti-B-Amiloid  Insan beta Fare 1:1000 BioLegend
1-16 (6E10) amiloid 1-16 monoklonal
Anti-BACE1 Beta sekretaz Tavsan 1:1000 BioLegend
(C-terminal) poliklonal
Anti-presenilin - Presenilin 1 Tavsan 1:5000 Abcam
1 (EP2000Y) monoklonal
Anti-Human Epitop insan tau  Fare 1:1000 ThermoFisher
Tau (HT7) 159-163 aa monoklonal Scientific
Anti-Human Insan fosfo Fare 1:400/1:800  ThermoFisher
PHF-Tau PHF-tau monoklonal Scientific
(AT270) Thr 181
Anti-Human Insan fosfo Fare 1:200 ThermoFisher
PHF-Tau (AT8) PHF-tau monoklonal Scientific

Ser 202+Thr

205

Ayrica farkli bir primer antikorla muamele edilmek istenen membranlardan
primer ve sekonder antikorlar, Western blot stripping tamponu yardimi ile asagidaki
protokole gore kaldirildi:

Oncelikle membran 15-30 dakika 37°C’de Western blot stripping tamponu
igerisinde ¢alkalandi. Membran, daha sonra 4 kez, 15 dakika TBS-T ile yikand1 ve
sekonder antikor ile tekrar muamele edilerek membrandan primer antikorun tamamen

soyuldugu gozlendi. Sonrasinda membran 3x15 dakika TBS-T ile yikandiktan sonra
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bloklamaya birakild1 ve uygun primer ve sekonder antikorlarla yukarida belirtildigi

gibi, muamele edildi.
3.2.10. istatistiksel Veri Analizi

Tiim veriler, ortalama + ortalamanin standart hatas1 (SH) olarak gosterilmistir.
Hiicre kiiltiirii caligmalarindan elde edilen veriler, ¢oklu gruplar arasi farkliliklarin
degerlendirilmesi i¢in repeated measures ANOVA testi ile ve bunun ardindan ikili
gruplarin karsilastirmalar1 Dunnett’s veya Bonferroni’s post hoc testleri ile analiz
edildi.

Uygulamaya baslamadan dnce ve uygulama tamamlandiktan sonra transgenik
farelerdeki kilo degisimlerinin degerlendirilmesinde, iki yonlii ANOVA testi ve bunun
ardindan ikili gruplarin karsilagtirmalar1 i¢in Dunnett’s post hoc testi kullanildi.
Transgenik fare calismalarindan elde edilen diger veriler ise, ¢oklu grup
karsilagtirmalar1 i¢in Kruskal-Wallis testi ile ve bunun ardindan ikili grup
karsilagtirmalart Dunnett post-hoc testi ile degerlendirildi. Sadece ikili grup
karsilastirmalarinda ise Mann-Whitney U testi kullanildi. 0,05’in altindaki p degeri
anlamli olarak alindi. Istatiksel yazilim olarak GraphPad Prism 5, siiriim 5.03

kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. AH Patolojisi Gosteren Hiicresel Modelde Fenotiyazin Yapih

Bilesiklerin Hiicre Canlihg1 ve Amiloid Patolojisi Uzerine Etkileri

4.1.1. Fenotiyazin Yapih Bilesiklerin PS70 Hiicre Canhligi Uzerine
Etkileri

TBO veya TH’nin PS70 hiicre canlilig1 lizerine etkileri, propidyum iyodiir (PI)
kullanilarak, akim sitometrisi ile analiz edildi. PI, membran biitiinliigli bozulmus 6lii
hiicrelerin igerisine giren ve DNA ¢ift zincirine baglanarak hiicreleri boyama
ozelligine sahip bir boyadir.

Calismada, PS70 hiicreleri 0-15 uM TBO veya TH ile 6 saat ve/veya 24 saat
muamele edildi. 24 saat sonunda hiicreler, inverted mikroskop ile incelendiginde; TH
ile muamele edilmis hiicrelerin canliligi etkilenmezken (Sekil 4.1A.-C.), TBO ile
muamele edilmis hiicrelerin ise kontrole gore; hiicre canliliginin olumsuz olarak
etkilendigi gozlendi. Akim sitometrisi sonuglar1 da bu gozlemleri dogrulayarak, 24
saat muamele sonrasinda TBO’nun doza bagimli olarak hiicre canliligin1 azalttigini
TH’nin ise hiicre canliliginda anlamli bir degisime yol agmadigini gosterdi (Sekil 4.2.).

PS70 hiicrelerinin 6 saat 0-15 uM TBO ile muamelesi sonrasinda
gerceklestirilen mikroskopik gozlem (Sekil 4.1D.-F.) ve akim sitometrisi sonuglarina
(Sekil 4.3.) gore ise; kontrol hiicrelerine gore, hiicre canlilifi agisindan anlamli bir
degisimin olmadigi bulundu. Bu nedenle, PS70 hiicrelerinin ¢alisilan
konsantrasyonlarda fenotiyazin yapili bilesikler ile muamele siireleri, TBO ve TH i¢in

sirastyla; 6 saat ve 24 saat olarak belirlendi.
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Sekil 4.1. Fenotiyazin yapili bilesiklerle muamele edilen PS70 hiicrelerinin inverted
mikroskop ile elde edilen goriintiileri. (A-C) 0-15 uM TH ile 24 saat veya
(D-F) 0-15 uM TBO ile 6 saat muamele edilen PS70 hiicreleri, 40X objektif
altinda goriintiilenmistir.
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Sekil 4.2. TH’nin PS70 hiicre canlilig1 {izerine etkisi. 0-15 uM TH ile 24 saat muamele
edilen PS70 hiicrelerinde, hiicre canliligindaki degisim, akim sitometrisi ile
degerlendirildi. (A) TH ile muamele edilmis PS70 hiicrelerinde 6lii ve canli
hiicre dagilimini gosteren temsili akim sitometrisi grafikleri (yesil noktalar,
Oli hiicreler; kirmizi noktalar, canli hiicreler). (B) TH ile muamele
sonrasinda akim sitometrisi ile Olgiilen hiicre canliligindaki degisimin
kontrole gore ylizdesel olarak ifadesi, ort= SH ile gosterilmistir (n=5;
Repeated measures ANOVA; p> 0.05).
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Sekil 4.3. TBO’nun PS70 hiicre canlilig1 tizerine etkisi. 0-15 uM TBO ile 6 saat
muamele edilen PS70 hiicrelerinde, hiicre canliligindaki degisim akim
sitometrisi ile degerlendirildi. (A) TBO ile muamele edilmis PS70
hiicrelerinde 6lii ve canlt hiicre dagilimini gosteren temsili akim sitometrisi
grafikleri (yesil noktalar, 61 hiicreler; kirmizi noktalar, canli hiicreler). (B)
TBO ile muamele sonrasinda akim sitometrisi ile Olgiilen hiicre
canliligindaki degisimin kontrole gore yiizdesel olarak ifadesi, ort+ SH
olarak gosterilmistir (n=3; Repeated measures ANOVA; p> 0.05).
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4.1.2. PS70 Hiicrelerinde Fenotiyazin Yapih Bilesiklerin AP Patolojisi

Uzerine Etkileri

PS70 hiicreleri, 0-15 uM TBO ve TH ile sirasiyla; 6 saat ve 24 saat siire ile
muamele edildi ve belirtilen siireler sonunda hiicre kiiltiirii ortamlar1 toplandi. Daha
sonra sandvi¢ ELISA yontemi kullanilarak, ayni drneklerde sekrete AB40 ve AB42
diizeyleri belirlendi.

PS70 hiicrelerinin farkli derisimlerde TBO ile muamele edilmesi sonrasinda,
hiicre disina saliverilen AB40 ve AP42 diizeylerinde doza bagimli azalma gézlendi.
TBO’nun AP40 saliverilmesi iizerine olan inhibe edici etkisi, kontrolle
karsilagtirildiginda; 1,25 uM TBO i¢in %37 iken, 15 uM TBO’da %87 idi. (***, p<
0.001). Elde edilen veriler istatistiksel agidan degerlendirildiginde; ¢alisilan tiim TBO
derisimleri i¢cin AB40 diizeyindeki azalmanin anlamli oldugu saptandi (Sekil 4.4A.).
Diger taraftan, 10 uM ve 15 puM TBO ile muamele edilen hiicrelerde AP42
diizeylerinin kontrole gore sirasiyla; %47 ve %53 oraninda azaldigi ve bu azalmanin

istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu (**, p< 0.01) (Sekil 4.4B.).

TH ile muamele edilen PS70 hiicrelerinde, kiiltiir ortamina saliverilen AB40 ve
AP42 diizeylerinde de doza bagimli bir azalma gozlendi. 10 pM ve 15 uM TH ile
muamele sonrasinda, AB40 diizeyleri, sirasiyla; kontroliin %381 ve %26’s1 kadard1
(***, p< 0.001) (Sekil 4.5A.). Benzer sekilde, 10 uM ve 15 uM TH ile muamele
sonrasinda AP42 saliverilmesinin kontrole gore sirastyla; %55 (**, p< 0.01) ve %67

(***, p<0.001) oraninda anlamli olarak azaldigi bulundu (Sekil 4.5B.).
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Sekil 4.4. PS70 hiicrelerinde TBO nun AP peptit diizeyleri iizerine etkisi. 0-15 uM
TBO ile 6 saat muamele sonrasinda, PS70 hiicrelerinde ortama saliverilen
(A) Ap40 ve (B) Ap42 diizeylerindeki degisim. 3 bagimsiz deneyin verileri,
ort+ SH olarak gosterilmistir (Repeated measures ANOVA-Dunnett’s post
hoc testi; **, p< 0.01; ***, p< 0.001).
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Sekil 4.5. PS70 hiicrelerinde TH’nin AP peptit diizeyleri lizerine etkisi. 0-15 uM TH
ile 24 saat muamele sonrasinda, PS70 hiicrelerinde ortama saliverilen (A)
APB40 ve (B) AP42 diizeylerindeki degisim. 3-4 bagimsiz deneyin verileri,
ort+ SH olarak gosterilmistir (Repeated measures ANOVA- Dunnett’s post
hoc testi; **, p< 0.01; ***, p< 0.001).
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4.1.3. PS70 Hiicrelerinde Fenotiyazin Yapih Bilesiklerin Hiicre Disina

Saliverilen sAPPa Uzerine Etkileri

Calismada sAPPa diizeyleri, AP peptit diizeylerinin analiz edildigi ayni kiiltiir
ortami Orneklerinde sandvi¢ ELISA yontemi kullanilarak incelendi. Elde edilen
sonuclara gore, 6 saat muamele sonrasinda TBO’nun sAPPa diizeylerini ¢alisilan her
dozda kontrole gore azalttig1 ve bu azalmalarin istatistiksel agidan anlamli oldugu
gozlendi (Sekil 4.6A.). 1,25-15 uM TBO ile muamele edilen PS70 hiicrelerinde sAPPa
diizeylerindeki azalma, kontrole gore %29 - %81 oranindayd: (**, p< 0.01; ***, p<
0.001). Diger yandan, kontrolle karsilastirildiginda; TH ile muamele edilen PS70
hiicrelerinde sAPPa diizeyindeki azalmalar 5 uM, 10 uM ve 15 uM igin sirasiyla; %38
(**, p< 0.01), %75 ve %86 (***, p< 0.001) oraninda olup, bu azalmalarin istatistiksel
acidan anlamli oldugu bulundu (Sekil 4.6B.).
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Sekil 4.6. Fenotiyazin yapili bilesiklerin PS70 hiicrelerinde sAPPa diizeyi {izerine
etkileri. (A) 6 saat TBO veya (B) 24 saat TH ile muamele edilen PS70
hiicrelerinde ortama saliverilen sAPPa diizeylerindeki degisim. 3 bagimsiz
deneyin verileri, ortt SH olarak gosterilmistir (Repeated measures
ANOVA-Dunnett’s post hoc testi; **, p< 0.01; ***, p< 0.001).
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4.1.4. PS70 Hiicrelerinde Fenotiyazin Yapih Bilesiklerin Hiicre Ici Total
APP Uzerine Etkileri

PS70 hiicrelerinin fenotiyazin yapili bilesikler ile muamelesi sonrasinda;
gozlenen sekrete AP peptit diizeylerindeki azalmanin, total APP ekspresyonundaki
olasi bir azalmadan kaynaklanabilecegi disiiniildi. Bu nedenle PS70 hiicre
lizatlarinda, fenotiyazin yapili bilesiklerin total APP diizeyleri lizerine etkisi, insan A}
peptitinin 1-16 amino asit sekansina spesifik 6E10 antikoru kullanilarak, western blot
yontemi ile degerlendirildi. Western blot sonuglari, hiicre i¢indeki APP’nin mRNA
islenmesinden ve posttranslasyonel modifikasyonlardan dolay1 110 ve 130 kDa olmak
tizere iki bant verdigini gostermektedir (Sekil 4.7A. ve 4.7B.). Dansitometrik analizler
icin APP’ye ait gozlenen iki bant birlestirildikten sonra, elde edilen bant yogunluklari,
her seritteki total protein miktarina gére normalize edildi ve veriler kontroliin yiizdesi

olarak gosterildi.

Sonuglar, her iki fenotiyazin yapili bilesigin, AP peptit ve sAPPa
saliverilmesindeki azalmaya paralel olarak, hiicre igindeki APP diizeylerini de doza
bagimli olarak azalttigini isaret etti. Sekil 4.7C.’de gorildigi gibi, 5 uM TBO
muamelesi hiicre i¢i APP diizeyini kontrole gore; %66 oraninda azaltirken (*, p< 0.05),
15 uM TBO, %90 oraninda bir azalmaya neden oldu (**, p< 0.01). Diger taraftan, 5
uM ve 15 uM TH ile muamele edilmis hiicrelerde hiicre i¢i APP diizeyleri, kontrole
gore sirastyla; %22 ve %65 oraninda azaldi (**, p<0.01) (Sekil 4.7C.).
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Sekil 4.7. PS70 hiicrelerinde fenotiyazin yapili bilesiklerin hiicre i¢i APP iizerine
etkileri. Hiicre lizatlarinda APP diizeylerindeki degisim, 6E10 antikoru
kullanilarak Western blot analizi ile degerlendirildi. (A) 0-15 uM
derisimlerde, 6 saat TBO (n=3) veya (B) 24 saat TH (n=3) ile muamele
sonucunda APP ve total proteine ait temsili immiinoblot gorintiileri. (C)
Western blot sonucunun niceliksel olarak analizi. APP diizeyleri, her bir
ornek icin total proteine gore normalize edildi. Sonuglar, kontrole gore
yiizdesel olarak ifade edildi (Repeated measures ANOVA-Dunnett’s post

hoc testi; *, p< 0.05; **, p< 0.01).
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4.1.5. PS70 Hiicrelerinde Fenotiyazin Yapih Bilesiklerin BACE1 Uzerine
Etkileri

Amiloidojenik yolakta rol oynayan ve A peptitlerin olusmasinda ilk basamagi
katalizleyen en O6nemli sekretaz, BACE1’dir. PS70 hiicre lizatlarinda, fenotiyazin
yapili bilesiklerin BACE1 ekspresyonu fiizerine etkileri, karboksi terminal BACE1
poliklonal antikoru kullanilarak Western blot yontemi ile degerlendirildi. Western blot
sonuglari, 50-55 kDa arasinda BACE1 e ait yogun bir bantin oldugunu gosterdi (Sekil
4.8A. ve 4.8B.). Yapilan kantitatif analizler sonucunda, TBO’nun BACEI
ekspresyonunu doza bagimli olarak azalttigi bulundu. 5 uM ve 15 uM TBO ile
muamele edilen PS70 hiicrelerinde BACE]1 diizeylerinin kontrole gore sirasiyla; %29
(**, p<0.01) ve %43 (***, p< 0.001) oraninda azaldig1 gozlendi. (Sekil 4.8C.). Ancak
TH ile muamele edilmis PS70 hiicrelerinde, BACEI diizeyleri agisindan kontrole gore
anlamli bir degisim gozlenmedi (Sekil 4.8C.).
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Sekil 4.8. PS70 hiicrelerinde fenotiyazin yapili bilesiklerin BACE] {izerine etkileri.
Hiicre lizatlarinda BACE1 diizeylerindeki degisim, poly8401 antikoru
kullanilarak Western blot analizi ile degerlendirildi. (A) 0-15 uM
derisimlerde, 6 saat TBO (n=6) veya (B) 24 saat TH (n=5) ile muamele
sonucunda BACE] ve total proteine ait temsili immiinoblot goriintiileri. (C)
Western blot sonucunun niceliksel olarak analizi. BACE1 diizeyi, her bir
ornek icin total proteine gore normalize edildi. Sonuglar, kontrole gore
yiizdesel olarak ifade edildi (Repeated measures ANOVA-Bonferroni’s post
hoc testi; **, p< 0.01; ***, p< 0.001).
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4.2.3XTg-AD Fare Modelinde Fenotiyazin Yapih Bilesiklerin AH

Patolojisi Uzerine Etkileri

4.2.1. Fenotiyazin Yapih Bilesikler ile Muamelenin 3XTg-AD Fare Viicut
Agirh@ ve Kan Glukoz Diizeyleri Uzerine Etkisi

Calismada oncelikle 7,5 aylik 3xTg-AD farelere, 4 mg/kg olacak sekilde TBO
(n=7), TH (n=7) ve kontrol grubu olarak %5 etanol igeren PBS (n=6); her giin ayni
saatte 30 giin boyunca i.p. olarak uygulandi (enjeksiyon hacmi ~0.1 ml). Ayrica 13
aylik 3xTg-AD transgenik farelere 4 mg/kg olacak sekilde TBO (n=9) veya kontrol
grubu olarak %35 etanol igeren PBS (n=7) her giin ayni saatte 30 giin boyunca i.p.
olarak enjekte edildi (enjeksiyon hacmi ~0.1 ml). Uygulama siiresi esnasinda, her iki
yas grubundaki transgenik farelerde herhangi bir hastalik belirtisi veya anomali
gozlenmedi. Fenotiyazin yapili bilesikler ile uygulama oOncesinde ve calisma
sonrasinda 3XTg-AD farelerin viicut agirliklar1 karsilastirildiginda; 8,5 aylik fareler
icin herhangi bir anlamli degisim gézlenmedi. 14 aylik farelerde ise TBO ile muamele
sonrasinda viicut agirliginda uygulama 6ncesine gore anlamli bir azalma goziikmesine
ragmen, iki yonli ANOVA testi ile kontrole goére zaman ve uygulama arasindaki iliski
incelendiginde; herhangi bir baglanti bulunamadi (Tablo 4.1.). Bununla birlikte,
fenotiyazin ile muamele edilen geng ve yasl farelerde uygulama sonunda 6lgiilen kan

glukoz degerleri, kontrol grubu ile benzer seviyelerde idi (Sekil 4.9.).

Tablo 4.1. Fenotiyazin yapili bilesikler ile muamele edilen 3xTg-AD farelerin
uygulama oncesi ve sonrasinda 6l¢iilen viicut agirhigi degerleri

Gruplar Viicut agirhg1 = SH, g p

Yas Uygulanan 0. giin 30. giin Zamana Kontrole
gore gore

PBS +%5 EtOH 26,57+ 0,92 23,97+0,97 0,081 -

8,5 TBO 25,79+ 0,70 24,04 £ 0,53 0,232 ns
TH 25,33+ 0,65 24,37 + 0,40 0,071 ns

PBS +%5 EtOH 27,00 £ 1,04 25,43 £ 0,67 0,233 -

1 TBO 26,54 £ 0,56 24,28 £ 0,45 0,006 ns

(ns: istatiksel olarak anlamsiz p degeri)
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Sekil 4.9. 3xTg-AD farelerde fenotiyazin yapili bilesiklerin kan glukoz diizeyleri
tizerine etkileri. 7,5 aylik fareler 4 mg/kg TBO (n=7), TH (n=7) ve PBS
(+%5 EtOH) (n=6) ile; 13 aylik fareler ise 4 mg/kg TBO (n=9) ve PBS
(+%5 EtOH) (n=7) ile 30 giin boyunca hergiin muamele edildi. Uygulama
sonrasinda (A) 8,5 aylik farelerde ve (B) 13 aylik farelerde kan glukoz
diizeylerindeki degisim ort= SH olarak gosterilmistir (Coklu ortalama
karsilastirilmasinda, Kruskal-Wallis testi; ikili ortalama
karsilagtirilmasinda Mann-Whitney U testi kullanildi. p> 0.05).
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4.2.2.8,5 Aylik 3xTg-AD Farelerde Fenotiyazin Yapih Bilesiklerin Af

Patolojisi Uzerine Etkileri

4 mg/kg TBO (n=7) veya TH (n=7) ile 1 ay boyunca muamele edilen 8,5 aylik
3XTg-AD farelerin hipokampus dokularindaki ¢éziinmeyen AB40 ve APB42 diizeyleri,
sandvi¢ ELISA yontemi ile belirlendi ve elde edilen sonuglar kontrol grubu (n=6) ile
karsilagtirildi. Ayni transgenik farelerin hipokampus dokusundaki ¢oziiniir AB peptit
diizeyleri ile korteks dokusundaki AP peptit diizeyleri ise kullanilan ticari ELISA
kitleri ile olglilemeyecek kadar ¢ok diisiik oldugu i¢in analiz yapilamadi.

TBO ile muamele edilen 8,5 aylik 3xTg-AD farelerde, ¢Oziinmeyen
fraksiyondaki AB40 diizeyleri olgiildiigiinde; kontrol grubuna gore %26 oraninda bir
azalmanin oldugu, ancak bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 bulundu
(Sekil 4.10A.). Diger taraftan, TBO ile muamele edilen farelerde ¢6ziinmeyen
fraksiyonlardaki AB42 diizeylerinin kontrol grubuna gore; %70 oraninda azaldig1 ve
bu azalmanin ise istatistiksel agcidan anlamli oldugu goézlendi (*, p< 0.05) (Sekil
4.10A.). TH ile muamele edilen 8,5 aylik 3xTg-AD farelerde ise ¢oziinmeyen AB40
ve AP42 diizeyleri acisindan kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir
degisim saptanmadi (Sekil 4.10A.). Sonuglara gore; 8,5 aylik 3xTg-AD farelerde
TBO, hipokampus dokusundaki ¢oziinmeyen AP42 birikimini yiiksek oranda
azaltmaktadir. Ayrica TBO ile muamele edilen farelerde ¢6zliinmeyen fraksiyonlardaki
APB42/AB40 orani, kontrol grubu ile karsilastirildiginda ise %60 oraninda anlamli bir
azalmanin oldugu bulundu. (Sekil 4.10B.).
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Sekil 4.10. 8,5 aylik 3xTg-AD farelerde fenotiyazin yapili bilesiklerin hipokampus
dokusundaki ¢oziinmeyen AP patolojisi tizerine etkileri. 3xTg-AD
farelerin, 4 mg/kg TBO (n=7), TH (n=7) ve PBS (+%5 EtOH) (n=6) ile 1
ay muamelesi sonrasinda AP peptit diizeylerindeki degisim: (A) Ap40 ve
AP42 seviyelerindeki degisim. (B) AB42/AB40 oranindaki degisim, ort+
SH olarak gosterilmistir (Kruskal-Wallis testi- Dunnett’s post-hoc testi; *,
p< 0.05).
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4.2.3. 14 Aylik 3xTg-AD Farelerde TBO’nun Ap Patolojisi Uzerine Etkisi

14 aylik kontrol 3xTg-AD farelerle yapilan ¢alismalar sonucunda; hipokampus
dokularina ait ¢éziinmeyen fraksiyonlardaki AB40 ve AP42 diizeylerinin, 8,5 aylik
kontrol transgenik farelere gore arttigi, ¢Oziiniir fraksiyondaki AP peptitlerin de
kullanilan ELISA Kkitleri ile 6l¢iilebilir diizeye ulastigi bulundu. Bu durum, transgenik
farelerde yasa bagimli olarak artmasi beklenen AH patolojisini desteklemektedir.

4 mg/kg TBO ile 1 ay boyunca muamele edilen 14 aylik 3xTg-AD farelerin
(n=9) hipokampus dokusundaki ¢oziiniir fraksiyonlar analiz edildiginde; AB40 ve
AP42 diizeyleri a¢isindan kontrol grubuna gore (n=7) anlamli bir degisim saptanmadi
(Sekil 4.11.). Ancak bu farelerin hipokampus dokularindaki ¢éziinmeyen AB40 ve
AP42 diizeylerinin ise kontrol grubuna gore sirastyla; %55 ve %37 oraninda azaldig1
ve bu azalmanin istatistiksel agidan anlamli oldugu bulundu (p<0.05) (Sekil 4.12A..).
TBO ile muamele edilen farelerde ¢oziinmeyen fraksiyonlardaki AB42/AB40 orani
degerlendirildiginde ise; kontrol grubuna gore anlamli bir degisimin olmadig1 gézlendi
(Sekil 4.12B.).
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Sekil 4.11. 14 aylik 3xTg-AD farelerde TBO’nun hipokampus dokusundaki ¢oziiniir
AP patolojisi tizerine etkisi. 3XTg-AD farelerin, 4 mg/kg TBO (n=9) ve
PBS (+%5 EtOH) (n=7) ile 1 ay muamelesi sonrasinda AB40 ve AB42
diizeylerindeki degisim, ort+ SH olarak gosterilmistir (Mann-Whitney U
testi; p> 0.05).
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Sekil 4.12.14 aylik 3xTg-AD farelerde

TBO’nun hipokampus dokusundaki

¢oziinmeyen AP patolojisi lizerine etkisi. 3XTg-AD farelerin, 4 mg/kg TBO
(n=9) ve PBS (+%5 EtOH) (n=7) ile 1 ay muamelesi sonrasinda A peptit
diizeylerindeki degisim: (A) AB40 ve AP42 seviyelerindeki degisim (B)

APB42/AB40 oranindaki degisim,

Whitney U testi; *, p<0.05).

ortt SH olarak gosterilmistir (Mann-
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TBO ve PBS (+5% EtOH) ile muamele edilen ayn1 farelerin korteks dokusuna
ait ¢Oziiniir fraksiyonlarindaki A patolojisi karsilagtirildiginda; TBO’nun sadece
¢Oziiniir AB42 diizeylerini %27 oraninda anlaml olarak azalttig1 (p<0.05), ¢oziiniir
AB40 diizeylerinde ise anlamli bir degisime neden olmadigi bulundu (Sekil 4.13A.).
Ayrica ¢ozliinmeyen fraksiyondaki AP peptit diizeylerinde ise kontrol grubuna gore

anlamli bir degisim gézlenmedi (Sekil 4.13B.).
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Sekil 4.13. 14 aylik 3xTg-AD farelerde TBO’nun korteks dokusu AP patolojisi lizerine
etkisi. 3xTg-AD farelerin, 4 mg/kg TBO (n=9) ve PBS (+%5 EtOH)
(n=7) ile 1 ay muamelesi sonrasinda (A) ¢Oziiniir ve (B) ¢ozlinmeyen
fraksiyonlardaki AB40 ve AB42 seviyelerindeki degisim, ort+ SH olarak
gosterilmistir (Mann-Whitney U testi; *, p< 0.05).



71

4.2.4. 14 Ayhk 3xTg-AD Farelerde TBO’nun APP, BACE1 ve PS1 Uzerine
Etkileri

14 aylik 3xTg-AD farelerde, TBO’nun total APP, BACEI ve PS1 diizeyleri
tizerine etkisi, hipokampus dokusuna ait ¢oziiniir fraksiyonlarda, sirasiyla; 6E10,
poly8401 ve EP2000Y antikorlar1 kullanilarak Western blot yoOntemi ile
degerlendirildi (Sekil 4.14A. ve 4.15A.). ImageLab yazilimu ile her bir 6rnek i¢in APP,
BACEl ve PS1’e ait bantlarin yogunlugu, kendi seritlerindeki total protein
yogunluguna gore normalize edildi ve elde edilen sonuglar kontroliin yiizdesi olarak
gosterildi (Sekil 4.14B. ve 4.15B).

Immunoblot gorlintlilerinin ~ dansitometrik  analizi sonucunda; TBO
hipokampus dokusundaki APP ve BACEI] diizeylerini kontrol grubuna gore sirasiyla;
%21 ve %10 arttirirken, PS1 diizeyinde ise kontrol grubunun %?22’si kadar bir azalma
gozlendi. Ancak APP, BACEl ve PS1 ekspresyonundaki degisimlerin higbiri
istatistiksel acidan anlamli degildi (Sekil 4.14B. ve 4.15B).



72

A Kontrol TBO
kDa
o, L1 1
BACEI1
[ S R
e | S - -
——— — — —
B
150+ @l Kontrol
3 TBO
-
1
-
T
100+
°
5
4
°\°
50+
0-
APP BACE1l

Sekil 4.14. 14 aylik 3xTg-AD farelerde TBO nun hipokampus dokusundaki APP ve
BACE]1 tizerine etkileri. 3xTg-AD farelerin 4 mg/kg TBO (n=9) ve PBS
(+%5 EtOH) (n=5) ile 1 ay muamelesi sonrasinda ¢oziiniir fraksiyonda
APP ve BACEI1 diizeylerindeki degisim, sirasiyla 6E10 ve poly8401
antikorlar1 kullanilarak Western blot analizi ile degerlendirildi. (A) APP,
BACEI ve total proteine ait temsili immiinoblot goriintiileri. (B) Western
blot sonucunun niceliksel olarak analizi. APP ve BACE1 diizeyleri, her
bir 6rnek i¢in total proteine gére normalize edildi. Sonuclar kontrole gore
yiizdesel olarak ifade edildi (Mann-Whitney U testi; p> 0.05).
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Sekil 4.15. 14 aylik 3xTg-AD farelerde TBO’nun hipokampus dokusundaki PS1
tizerine etkisi. 3XTg-AD farelerin 4 mg/kg TBO (n=5) ve PBS (+%5
EtOH) (n=3) ile 1 ay muamelesi sonrasinda ¢oziiniir fraksiyonda PS1
diizeylerindeki degisim, EP2000Y antikoru kullanilarak Western blot
analizi ile degerlendirildi. (A) PS1 ve total proteine ait temsili immiinoblot
goriintiileri. (B) Western blot sonucunun niceliksel olarak analizi. PS1
diizeyleri, her bir 6rnek i¢in total proteine gére normalize edildi. Sonuglar

kontrole gore yiizdesel olarak ifade edildi (Mann-Whitney U testi; p>
0.05).
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4.2.5. 14 Ayhk 3xTg-AD Farelerde TBO’nun Tau Patolojisi Uzerine Etkisi

TBO’nun 14 aylk 3xTg-AD farelerde gozlenen total tau ve tau
hiperfosforilasyonu iizerindeki etkisi, farelerin hipokampus dokularina ait ¢oziiniir
ve/veya ¢oziinmeyen fraksiyonlarinda, ii¢ farkli primer antikor kullanilarak, Western
Blot yontemi ile degerlendirildi. Caligmada, HT7 antikoru, total tau’nun analizinde;
AT270 ve AT8 antikorlari ise sirasiyla; Thr 181°den fosforillenmis tau ve Ser 202 ve
Thr 205°den fosforillenmis tau’nun analizlerinde kullanildi.

TBO ile muamele edilen 14 ayhk transgenik farelerin hipokampus
dokusundaki ¢oziiniir fraksiyonlarinda, HT7 antikoru ile 52 kDa’da gozlenen tau
proteinine ait bantin (Sekil 4.16A.) dansitometrik analizi sonucunda, kontrole gore;
anlamli bir degisimin olmadigi saptandi (Sekil 4.16B.). Diger taraftan, AT270 antikoru
ile tli¢ farkli ¢oziiniir tau izoformu gézlendi: 80 kDa, 64 kDa ve 52 kDa (Sekil 4.17A.).
TBO’nun etkisiyle, AT270 antikoru ile 80 kDa’da bant veren tau formunda, kontrole
gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma bulunurken (p< 0.05), taunun diger iki
formu i¢in herhangi bir degisiklik gozlenmedi (Sekil 4.17B.). Ayrica ATS ile 80 kDa
ve 64 kDa’da gozlenen (Sekil 4.17A.) ¢oziiniir fosforile tau formlar1 iizerinde
TBO’nun herhangi bir etkisinin olmadig tespit edildi (Sekil 4.17B.). Her iki antikorla
gozlenen fosforile tau bantlari total olarak analiz edildiginde ise, kontrol grubuna gore;

istatistiksel olarak anlamli bir degisim bulunmadi (Sekil 4.17B.).
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Sekil 4.16. 14 aylik 3xTg-AD farelerde TBO’nun hipokampus dokusuna ait ¢6ziiniir
fraksiyondaki total tau lizerine etkisi. 3xTg-AD farelerin 4 mg/kg TBO
(n=9) ve PBS (+%5 EtOH) (n=5) ile 1 ay muamelesi sonrasinda ¢oziiniir
fraksiyonda total tau diizeylerindeki degisim, HT7 antikoru kullanilarak
Western blot analizi ile degerlendirildi. (A) Tau ve total proteine ait temsili
immiinoblot gorintiileri. (B) Western blot sonucunun niceliksel olarak
analizi. Tau diizeyi, her bir 6rnek i¢in total proteine gore normalize edildi.
Sonuglar kontrole gore yiizdesel olarak ifade edildi (Mann-Whitney U
testi; p> 0.05).
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Sekil 4.17. 14 aylik 3xTg-AD farelerde TBO’nun hipokampus dokusuna ait ¢oziiniir
fraksiyondaki tau patolojisi lizerine etkisi. 3xTg-AD farelerin 4 mg/kg
TBO (n=9) ve PBS (+%5 EtOH) (n=6-7) ile 1 ay muamelesi sonrasinda
¢coziinlir fraksiyonda fosforile tau diizeylerindeki degisim, AT270
(Thr181) ve AT8 (Ser202/Thr205) antikorlar1 kullanilarak Western blot
analizi ile degerlendirildi. (A) Fosforillenmis tau izoformlar1 ve total
proteine ait temsili immiinoblot goriintiileri. (B) Western blot sonucunun
niceliksel olarak analizi. Fosforillenmis tau izoformlarinin diizeyleri, her
bir drnek i¢in total proteine gore normalize edildi. Sonuclar kontrole gore
yiizdesel olarak ifade edildi (Mann-Whitney U testi; *, p< 0.05).
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TBO’nun agrege olmus hiperfosforile tau tlizerine olan etkisi, ¢dzlinmeyen
fraksiyonda AT270 ve ATS8 antikorlar1 ile analiz edildi. Sonuglar ¢éziinmeyen
fraksiyonda 52 kDa’da tek bir tau formunun oldugunu gosterdi (Sekil 4.18A.). AT270
ve ATS ile taninan fosforile tau bantlarinin kantitatif analizine gére, TBO’nun
sirastyla; Thrl81 ve Ser202/Thr205 bolgelerinde bulunan fosforile tau diizeylerinde
anlamli bir degisime yol agmadigi bulundu (Sekil 4.18B.).
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Coziinmeyen fraksiyon
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Sekil 4.18. 14 aylik 3xTg-AD farelerde TBO’nun hipokampus dokusuna ait
¢oziinmeyen fraksiyondaki tau patolojisi tizerine etkisi. 3XTg-AD
farelerin 4 mg/kg TBO (n=9) ve PBS (+%5 EtOH) (n=7) ile 1 ay
muamelesi sonrasinda ¢oziinmeyen fraksiyonda fosforile tau
diizeylerindeki degisim, AT270 (Thrl81) ve AT8 (Ser202/Thr205)
antikorlar1 kullanilarak Western blot analizi ile degerlendirildi. (A)
Fosforillenmis tau ve total proteine ait temsili immiinoblot goriintiileri.
(B) Western blot sonucunun niceliksel olarak analizi. Fosforillenmis tau
diizeyleri, her bir 6rnek igin total proteine gore normalize edildi.
Sonuglar kontrole gore yiizdesel olarak ifade edildi (Mann-Whitney U
testi; p> 0.05).
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5. TARTISMA

AH’nin noropatolojik 6zellikleri, hipokampus ve korteks bolgesinde olusan
norotik plaklar ve NFY’lerdir (1). Ayrica hastalikta, siddetli sinir kaybiyla birlikte,
sinaptik stireglerin bozuldugu kolinerjik fonksiyon bozuklugu da gézlenmektedir. Bu
durum, hafiza ve dikkat gibi fonksiyonlarda rol oynayan norotransmitter ACh
diizeyindeki azalma ile baglantilidir (205). Giiniimiizde kullanimda olan AH
ilaglarinin  ¢ogunu, kolinerjik noéronlarin aktivitesini arttiran ChE inhibitorleri,
olusturmaktadir. Yapilan ¢alismalar, bu ilaglar tarafindan saglanan bilissel istikrarin,
sadece kolinerjik aktivasyondaki artigtan dolay1 degil, ayn1 zamanda ilaglarin amiloid
metabolizmasi tizerindeki inhibitor etkilerinden de kaynaklandigini gostermistir (6).
Boylece, hastaligin olusumunu tamamen Onlemek veya ilerleyisini durdurmak
amaciyla, cok hedefli yeni ilag tasarimlarina yonelik aragtirmalar hiz kazanmustir.

Bu tez ¢alismasinda, Anabilim dalimizda daha once gergeklestirilen ¢aligmalar
ile AChE’nin ve BChE’nin giiglii inhibitorleri oldugu gosterilen (8) iki fenotiyazin-
tiirevi bilesigin (TBO ve TH), AH patolojisi iizerindeki olas1 inhibe edici etkileri; AP
peptitler, APP, B-sekretaz, y-sekretaz ve tau hiperfosforilasyonu agisindan in vitro ve

in vivo kosullarda degerlendirildi.

5.1. Amiloid Patolojisi Gosteren Hiicresel Modelde Fenotiyazin Yapih
Bilesiklerin Noropatolojik Belirtecler Uzerindeki Etkileri

Caligmanin ilk agsamasinda insan dogal tip APP751 ve insan dogal tip
presenilinl’i stabil olarak eksprese eden Cin hamster over (PS70) hiicreleri
kullanilarak, fenotiyazin yapili bilesiklerin A peptitler iizerine olan etkileri arastirildi.
Calismada PS70 hiicrelerinin tercih edilmesinin nedeni, bu hiicrelerin amiloid
patolojisinin iyi bir hiicresel modeli olmasindan kaynaklanmaktadir.

Oncelikle akim sitometrisi sonuglarina gore; hiicre canliligmin etkilenmedigi
fenotiyazinlerin dozlari ve muamele siireleri belirlendi. PS70 hiicreleri, 0-15 uM TBO
veya TH ile sirasiyla; 6 saat veya 24 saat muamele edildi, ortama saliverilen AB40,
AP42 ve sAPPa diizeyleri, sandvi¢ ELISA yontemi ile belirlendi. Sonuglara gore, her
iki fenotiyazin yapili bilesigin kontrole gore; hiicre disina saliverilen AB40 ve Ap42
diizeylerinde doza bagimli bir azalmaya neden oldugu gozlendi. Literatiirde

kolinesteraz inhibitorii olan takrin (206), simserin ve analoglariin (207), rivastigmin
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(159, 208) ve MethB’nin (175) A peptit saliverilmesi iizerinde inhibe edici etkiler
gosterdigi rapor edilmistir. TBO’nun ve TH’nin hiicre digina saliverilen ve plak
olusumunda rol oynayan A peptit diizeylerini doza bagimli olarak azaltmasi, her iki
bilesigin AH’nin potansiyel tedavisi i¢in kullanilabilecegine dair ilk ipucunu
vermektedir.

AP peptit seviyelerindeki azalma, non-amiloidojenik APP islenmesindeki
aktivasyon artigina bagli olabilecegi i¢in (118) anti-amiloidojenik yolagin iiriinii olan
sAPPa diizeyleri, ayn1 6rneklerde incelendi. Sonuglara gore, hiicrelerin TBO veya TH
ile muamele edilmesi, sekrete SAPPa diizeylerini doza bagimli olarak azaltti. Benzer
sekilde, bazi ChE inhibitorleri de sAPPo diizeyinde azalmaya neden olurken (209-
211), rivastigmin tam tersi etki gostererek in vitro kosullarda saliverilen sAPPa
diizeyini arttirmigtir (159, 208). sAPPa, AP tarafindan tetiklenen nérodejenerasyonu
onlerken, ayni zamanda antiapoptotik ve noroprotektif etkiye de sahiptir (57).
APP/APLP2 ¢ift knockout NexCre farelerle yapilan bir ¢alismada, Onbeyin
noronlarinda bozulan sinaptik fonksiyonlarin, sAPPo’nin uygulanmasiyla ortadan
kalktig1 gosterilmistir (212). TBO ve TH ile muamele sonrasinda azalan sAPPa,
hiicreleri, hiicresel zarara daha hassas hale getirmis olabilir. Ancak, amiloidojenik A3
peptit seviyelerindeki azalmanin, sAPPa’nin sebep olabilecegi bdyle bir etkiyi
kompanse edip etmedigi ise arastirilmasi gereken bir durumdur.

TBO’nun ve TH’ nin APP islenmesi iizerine etkileri, ER/golgi ag1 boyunca APP
trafigindeki degisimin yaninda, APP proteolizinin veya AP degradasyonunun
indiiklenmesiyle agiklanabilir. ChE inhibitorii takrin ve lizozomal proteoliz inhibitorii
olan l6peptin ile yapilan bir ¢aligmada, lizozomal proteolizi tek basina %80 oraninda
azalttigt bilinen IOpeptinin etkisinin, takrin varlifinda tersine ¢evrilmedigi
gozlenmistir. Bu durum, takrin varliginda azalan APP’nin proteolitik yikiminin,
lizozom diginda bagka bir kompartmanda (6r. ER) gergeklestigini diisiindiirmektedir
(206). Amiloid patolojisi iizerinde MethB’nin etki mekanizmasinin incelendigi bir
caligmada ise, MethB’nin proteozom aktivitesini arttirarak AP peptitleri azalttig1 ve
erken donem bilissel bozulmay: diizelttigi goriilmiistir (174). Alternatif olarak TBO
ve TH, ER’de olgunlasmamis APP havuzu olusturup APP’nin hiicre ylizey trafigini de

kisitlamis olabilir. Dolayisiyla fenotiyazinlerin, lizozomal proteolizi aktive edip



81

etmedigini gostermek ve ayrica AP peptitleri yikan enzimlerin yaninda proteozom
bilesenlerinin aktivitelerini de incelemek yararli olacaktir.

Bununla birlikte, TBO ve TH ile muamele sonucunda hiicre i¢i total APP
diizeylerinin kontrole gore azalmasi, hiicre disina saliverilen proteolitik iiriinlerin
azalmasiin en olasi sebebi olarak géziikmektedir. Bu durum, fenotiyazinlerin APP
sentezine bagli bir mekanizmayi etkiledigini diisiindiirmektedir. Yapilan ¢aligsmalar ile
ChE inhibitorii ganstigminin, APP metabolizmasini muskarinik reseptorler {izerinden
degistirdigi bulunmustur (213). Ganstigmin uygulamasi sonrasinda artan ACh seviyesi
ile uyarilan muskarinik reseptorlerin, sinyal yolaginda rol oynayan protein kinaz C’nin
aktivasyonunu saglayip APP islenmesini diizenledigi ileri siirilmistiir. Bu durum APP
islenmesinin, Kolinerjik modulasyonunda gérev aldigi bilinen protein kinaz C ¢
izoformu ile iliskilendirilmektedir (214). Baska bir ChE inhibitorii olan fenserin (215)
ve bazi analoglarinin (216), in vitro kosullarda APP iiretimini, post-transkripsiyonel
diizeyde azalttigt bulunmustur. Fenserinin AP peptitler {izerindeki inhibitor etkisi,
reseptor sinyal yolaklar1 veya fenserinin anti-ChE aktivitesinden ziyade, APP mRNA
tizerinde bulunan 5’-untranslated bolgesindeki translasyonel enhancer’in aktivasyonu
yolu ile gerceklesmektedir (215). ileriki ¢alismalarda, TBO veya TH ile muamele
sonucunda etkilenen APP sentez yolundaki olasi transkripsiyonel ve translasyonel
yolaklarin aydinliga kavusturulmasi, her iki fenotiyazinin etki mekanizmalarini
anlamak agisindan yol gosterici olacaktir.

A diizeylerindeki azalma, APP’yi amiloidojenik olarak isleyen enzimlerin (p-
ve/veya y-sekretaz) diizeyindeki azalma ile de agiklanabilir. Western blot sonuglarina
gore; TBO muamelesi BACEL ekspresyonunu azaltirken, TH herhangi bir anlaml
degisiklige neden olmamistir. Sonug olarak, TBO amiloid metabolizmasi tizerindeki
etkisini, BACE1’in yaninda APP’yi de azaltarak gdstermektedir. Diger yandan, TH ile
muamele sonrasinda azalan AP diizeyleri, sadece APP ekspresyonundaki diisiisiin bir

sonucu seklinde ortaya ¢ikabilir.

5.2. Transgenik Fare Modelinde Fenotiyazin Yapih Bilesiklerin AH
Néropatolojik Belirtecler Uzerindeki Etkileri

TBO ve TH ile gergeklestirilen in vitro c¢alismalari, AH’nin noropatolojik

Ozelliklerini gosteren 3XTg-AD transgenik fare modelinin kullanildigi in vivo
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calismalar takip etti. Yasa ve bolgeye bagli olarak biriken A peptitler, NFY olusumu
ve sinaptik fonksiyon bozuklugu, 3xTg-AD fareleri, potansiyel AH terapotiklerini
arastirmak i¢in iyi bir model yapmaktadir (194).

In vivo galismalardaki TBO ve TH’nin uygulama dozu, daha 6nce bu bilesikler
kullanilarak cesitli canlilar lizerinde gerceklestirilmis toksisite calismalarina gore
belirlendi (Bkz. 3.2.2.). Her iki fenotiyazin yapili bilesigin redoks 6zelligi gostermeleri
nedeni ile hiicre icine gegislerinin, rediikte formlarina doniiserek oldugu ileri
siiriilmektedir. Bir bagka deyisle, bilesikler hiicre yiizeyi ile temasa gectiklerinde
renksiz, yiiksiiz ve lipofilik olan rediikte 16ko formlarina doniisiir ve hiicre igine niifuz
ederler (179). Bu sekilde hiicre i¢ine girebilen TBO igin Onerilen sistem; bilesigin
plazma membraninin dis yiizeyinde bir rediiktaz ile temasa gegip 16ko forma
dontistiigii ve hiicre iginde tekrar okside olup boya formunu aldigidir (217, 218).
Literatiirde TH ile ilgili herhangi bir bilgi bulunmamasina ragmen, TBO’nun 16ko
formuna dontigiip kan beyin bariyerini gectigi bilinmektedir (219).

Calismanin bu asamasinda 4 mg/kg TBO, TH veya kontrol grubu olarak PBS
(+%5 EtOH), geng ve yash transgenik farelere 30 giin boyunca her giin intraperitoneal

olarak enjekte edildi.

5.2.1. Hafif AH Patolojisi Gosteren 3xTg-AD Farelerde Fenotiyazin Yapih
Bilesiklerin Noropatolojik Belirtecler Uzerindeki Etkileri

In vivo ¢aligmalarin ilk asamasinda, fenotiyazin yapili bilesiklerin amiloid
patolojisi lizerindeki etkileri, hafif diizeyde AH patolojisi gosteren 8,5 aylik 3XxTg-AD
farelerde incelendi. Korteks dokusu fraksiyonlar1 ile hipokampal ¢oziiniir
fraksiyonlardaki AP peptit diizeyleri, calismada kullanilan ELISA kitleri ile
Olciilemeyecek kadar ¢ok diisiik oldugu i¢in analiz edilemedi.

8,5 aylik 3xTg-AD farelerin hipokampus dokusunda, amiloid plaklar
olusturan ¢6ztinmeyen AP formlarinin diizeyleri incelendiginde; TBO’nun toksik form
olan AB42 diizeyini, AB40’dan daha fazla azalttigi bulundu. 3xTg-AD farelerin TH ile
muamelesi sonrasinda AP42 diizeyinde kontrole gore, anlamli olmayan bir artis
gozlenirken, AB40 diizeyinde anlamli bir degisiklik bulunmadi. Beklenmedik sekilde,
hiicre modelinde TH nin APP islenmesi iizerindeki gozlenen inhibe edici etkisi, in vivo

kosullarda g6zlenmedi. Bu durum, daha karmasik bir biyolojik sistemde, fenotiyazin
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yapili bilesiklerin etkisini gosterebilmesi i¢in bir aydan daha uzun muamele siiresine
veya 4 mgkg’dan daha yiikksek wuygulama miktarina gereksiniminden
kaynaklanabilecegi seklinde yorumlandi. Sonug olarak, TBO’nun se¢ilen doz ve
uygulama siiresi ac¢isindan amiloid patolojisi tizerinde TH’den daha etkili bir inhibitor

oldugu bulundu.

5.2.2. Siddetli AH Patolojisi Gosteren 3xTg-AD Farelerde TBO’nun
Noropatolojik Belirtecler Uzerindeki Etkisi

3XTg-AD transgenik farelerde AP birikmesi, 6 aylik erken donemden itibaren
goriilebilmesine ragmen, tau patolojisi, 12-15 ay gibi daha ge¢ donemde
gozlenmektedir (194). Bu nedenle, 8,5 aylik farelerde TBO’nun, hem AP hem de tau
patolojisi tlizerindeki inhibitor etkisi, siddetli AH patolojisi gosteren 14 aylk
transgenik farelerde arastirildi.

Sonuglara gore, TBO’nun artan yasla birlikte, hipokampus dokusundaki
amiloid patolojisi lizerindeki etkisinin farklilastigi gorildii. 14 aylik farelerde
hipokampal ¢oziinmeyen AB42’deki azalma, geng farelerde hipokampal ¢6ziinmeyen
AP42°deki azalmanin, hemen hemen yarisi kadardi. AP42°nin tersine, 14 ayhk
farelerde ¢oziinmeyen AP40 diizeyindeki azalmanin ise geng farelere gore iki kat daha
fazla oldugu goriildii. Bu sonuglar 1s18inda, yaslh ve geng farelerde, AH patogenezi igin
belirteg olarak kullanilan AB42’nin AB40’a orami (91) karsilastirildiginda; TBO’ nun
8,5 aylik farelerde amiloid patolojisini daha iyi inhibe ettigi sonucuna varildi. Bir
baska deyisle; oligomerizasyon, fibrilasyon ve amiloid plak olusumunun temelini
olusturan AP42 diizeyindeki siddetli azalma, TBO’nun hafif AH patolojisini tedavi
etmede daha etkin bir ilag aday: olabilecegini 6nermektedir. Daha 6nce yapilan bir
calismada, 3xTg-AD farelerin NMDA reseptor antagonisti memantin ile muamelesi
sonrasinda A peptitlerin diizeyleri incelendiginde; yasa bagl olarak farkli sonuglar
elde edildigi rapor edilmistir (28). Bu ¢alismada, geng farelere gore yash farelerde,
memantinin etkisi ile FA-¢6ziiniir fraksiyondaki AP peptit diizeylerinin daha siddetli
olarak azaldigi, ancak ¢6ziiniir A peptitlerin ise tersine arttig1 bulunmustur (220).

Korteks dokusundaki AP peptitlerin diizeyleri incelendiginde; TBO’nun
¢cOziinlir AB42’y1 kontrole gore anlamli olarak azalttigl, ancak ¢oziiniir Ap40°da ve

¢oziinmeyen AP peptitlerde anlamli bir degisime neden olmadig1 gozlendi. Bu durum,
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TBO’nun, hipokampal ¢éziinmeyen A peptitleri iceren plak olusumunda daha etkin
bir inhibitdr oldugunu gostermektedir.

Calismada, 14 aylik 3xTg-AD farelerde APP, BACE1 ve PS1 ekspresyonlari,
bu proteinlere spesifik antikorlar kullanilarak incelendi. TBO uygulanan farelerde,
PS1 diizeyinde %20 kadar bir azalma goriilmesine ragmen APP, BACE1 ve PS1
ekspresyonlarinin higbirinde kontrole gére anlamli bir degisim gézlenmedi. Hiicresel
PS1 seviyelerinin AChE ekspresyonu ile baglantili oldugu (221) ve hem membrana
bagli hem de ¢6ziiniir formdaki AChE’nin PS1 ve y-sekretaz aktivitesini diizenledigi
(222) bilinmektedir. Bu nedenle, istatiksel agidan anlamli olmamasina ragmen, PS1
diizeyinde gozlenen azalma, AChE ile arasindaki iligkiye bagli olabilir. Ancak yapilan
calismalar, AChE inhibitorlerinin PS1 {izerindeki etkisinin kalict olmadigin1 ve PS1
tizerindeki etki kaybmin, AChE’nin up-regiilasyonu ile baglantili oldugunu
gostermistir (221).

Amiloidojenik yolagin substrati olan APP ile proteolitik enzimleri olan BACE1
ve PS1 diizeylerinde bir degisimin olmamasi, TBO’nun A peptitlerini, ChE enzimleri
tizerinden etkiledigi olasiligini ortaya ¢ikarmaktadir. AChE, Alzheimerli beyinde
NFY’lerin (147) ve amiloid plaklarin (148, 223) yapisinda yer alan bir enzimdir.
Amiloid plak yapisina katilan AChE’nin, degismis enzim 6zellikleri igerdigi (150) ve
AChE-AR kompleksleri olusturup peptitlerin amiloid fibrillere agregasyonunu
indiikledigi bilinmektedir (149). AChE’ye benzer sekilde, BChE de hem NFY’lerin
(147) hem de amiloid plaklarin yapisinda bulunmaktadir (148). BChE’nin plak
yapisina daha ge¢ donemlerde eklendigi gozlenmistir (152). Son zamanlarda yapilan
bir ¢alismada, ailesel AH’nin 5 genini igeren bir fare modelinde (5XFAD), BChE geni
susturulmustur. Bu farelerde BChE eksikliginin, fibriler A beyin plak kiimelesmesini,
kontrol 5XFAD farelere gore; %70 daha fazla azalttig1 goriilmistiir. Bu durum, BChE
aktivitesindeki olas1 bir azalmanmm, AH’de tedavi edici rolii olabilecegini
onermektedir (224). Sonugta, AChE’nin ve BChE’nin gii¢lii inhibitorleri oldugu
bilinen TBO’nun varligi, ChE ve AP peptitleri iceren stabil komplekslerin olugsmasini
azaltmis ve devaminda da amiloid plak olusumunu hafifletmis olabilir. Ayrica, AChE
inhibitorleri ile yapilan inhibisyon c¢alismalarinda insan rekombinant AChE’si
tarafindan indiiklenen fibril olusumunun, non-kompetitif veya karisik tip AChE

inhibitorleri varliginda daha diisiik seviyede oldugu gozlenmistir (225). Bu durum,
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insan eritrosit AChE’nin lineer karisik tip inhibitérii olan TBO’nun (8), farkli
inhibisyon tipine sahip ChE inhibitorlerine gore; AH tedavisinde daha etkin
olabilecegini O6nermektedir. TBO’nun ve TH’nin amiloid patolojisi iizerinde
gosterdikleri farkli etkiler de bu nedenden kaynaklaniyor olabilir.

In vivo kosullarda, APP ve BACE1L i¢in elde edilmis sonuglar PS70
hiicrelerinde gozlenen azalma ile gelismektedir. Bu tiir bir farklilik, in vivo modelin
daha karmasik olmasina veya in vivo ¢alismada kullanilan doz ve uygulama siiresi gibi
kosullara bagli olabilir. Bir dipeptidil peptidaz-4 inhibitorii olan linagliptin, degisen
derisimlerde 3xTg-AD farelere uygulandiginda; amiloid patolojisi lizerindeki inhibe
edici etkisinin, uygulanan doz arttik¢a arttig1 bulunmustur (226). Benzer sekilde TBO
da 3xTg-AD farelerde APP islenmesini doza bagimli olarak etkiliyor olabilir. Yani,
TBO uygulama dozunun arttirilmasi, amiloid patolojisi iizerinde daha etkin sonuglar
verebilir. Ancak, uygulanacak dozun herhangi bir yan etkiye sebep olmamasi 6nem
tagimaktadir. Nonsteroidal segici androjen reseptor modiilatorii ve secici androjen
reseptor B agonisti ile 3XTg-AD farelerde, yapilan baska bir arastirmada ise, artan
uygulama siiresi ile birlikte AP peptit diizeylerinde goriilen azalmanin ters orantili
oldugu bulunmustur (227). TBO veya TH ile uygulama siiresinin arttirilmasi da AH
patogenezi iizerinde daha etkili sonuglar verebilir.

Bu tez ¢alismasinda, TBO’nun tau patolojisi iizerindeki rolii, total tau ve
Thr181 ve Ser202/Thr205 birimlerinden fosforillenmis tau igin ¢Ozlnir ve
¢oziinmeyen hipokampal homojenatlarda incelendi. Bulgular TBO’nun, Thrl81
biriminden fosforillenmis ¢6ziiniir tau seviyesini azalttigini, ancak bu azalmanmn
anlamli olmadigini gosterdi. Coziinlir total tau ve Ser202/Thr205 birimlerinden
fosforilllenmis ¢oziinlir ve ¢oziinmeyen tau diizeylerinde de anlamli bir degisim
gozlenmedi. Tau patolojisi agisindan elde edilen sonuglar, in vitro tau agregasyonunu
inhibe ettigi bilinen TBO (192) igin celigkili goziikebilir; ancak, in vitro tau
agregasyonunu inhibe ettigi bilinen baska bir fenotiyazin tiirevi olan MethB (192) ile
ayn fareler lizerinde yapilan bir calismada da benzer sonuglar elde edilmistir. MethB
Thr181 birimindeki tau fosforilasyonunu degistirmemistir (174). Bunun yaninda,
MethB’nin pro-agregan insan tau proteinini eksprese eden farelere (Tau(AK))
uygulanmasi sonucunda; Thr231 birimindeki fosforilasyon diizeyinin azaldigi

goriilmiistiir (228). Bu durum TBO’nun, tau patolojisi iizerindeki etkisinin kullanilan
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deney modeline, uygulama sartlarina veya tau fosforilasyon bdlgelerine gore
degisebilecegini diisiindiirmektedir. Aslinda, Sekil 5.1.’de gosterildigi tizere; AChE
ile fosfo-tau arasinda bir iliski bulunmaktadir. AChE’nin bir varyanti olan T-AChE,
tau hiperfosforilasyonunda rol oynayan GSK-3f’y1 indiikleyerek tau
hiperfosforilasyonunu etkilemektedir (229). Bunun yaninda AChE, APP islenmesini
ve AP tiretimini de degistirebilmektedir. AChE’nin asir1 ekspresyonu sonucunda PS1
diizeyleri artarken, siRNA ile AChE’nin susturulmasi {izerine ise PS1 diizeylerinde
azalma olmaktadir (221). Bu durum AChE’nin, amiloidojenik APP islenmesini arttiran
dejeneratif bir dongiide rol alabilecegi ihtimalini ortaya ¢ikarmaktadir. Daha zararli ve
biiyiik bir dongii icinde birbiri ile baglantili sistemlerde yer alan dejeneratif dongiilerin,
AH gelisimini hizlandirdirdig1 sdylenebilir (229). AH’de A peptitler, amiloidojenik
APP islenmesini tetikleyen bir geri besleme ilmegini tesvik ediyor olabilir (230). Son
yapilan in vitro ¢alismalar, AB42’nin, toksik bir ilmek olusturarak PS1 seviyelerinde
artisa neden oldugunu gostermistir (231). Ayrica, SH-SY5Y hiicrelerinde Ap42 ile
tetiklenen PS1 artisinin, siRNA AChHE ile 6n muamale sonucunda Onlenebildigi
gozlenmistir (221). Sonug olarak, hem AB42’nin hem de fosfo-tau’nun, AChE artigini
tetikledigi ve bu durumun da PS1 ve dolayisiyla AP dretimini etkiledigi
distintilmektedir (229). Ancak bu calismada, bir AChE inhibit6rii olan TBO’nun,

secilen tedavi (doz/siire) rejiminde fosfo-tau iizerinde etkili olmadig1 gozlenmistir.

P-Tau AP
|, o A
\ |
"o AChE @,
\ /

\ 3),14) (3NU4) /

\ /

GSK-3p PS1

Sekil 5.1. AChE ile AB ve fosfo-tau (p-Tau) arasindaki ¢oklu iliski. AChE’nin hem
AP hem de p-Tau ile etkilestigi ileri siirlilmektedir. P-Tau, AChE
aktivitesinde artisa sebep olabilirken (1), N-terminali uzatilmis T-AChE
varyant1 ise GSK-3B’y1 aktive etmektedir (3). AP peptitler de AChE
diizeylerini arttirabilir. Sira ile AChE, APP islenmesini ve Ap peptitleri,
PS1 iizerinden etkileyebilir (4). Sonu¢ olarak, artan AChE hem
amiloidojenik hem de tau hiperfosforilasyon yolaklarini etkileyebilir (229).
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez calismasinda, daha onceki c¢alismalarimizla hem AChE’nin hem de
BChE’nin gii¢lii inhibitérleri oldugu gosterilen fenotiyazin yapisindaki TBO’nun ve
TH’nin, amiloid ve tau patolojileri tizerine olan etkileri, in vitro ve in vivo kosullarda
incelendi. Her iki bilesik, PS70 hiicrelerinde sitotoksik etkiye neden olmadan, amiloid
patoloji elemanlar1 AB40 ve AB42 ile non-amiloidojenik yolagin iirlinii olan sAPPa
saliverilmesini azalttt. TBO’nun A peptitler iizerine olan etkisi, azalan substrat
diizeyi (APP) ve APP’yi hidroliz eden BACEI1 ekspresyonundaki azalmaya
baglanirken, TH ise sadece APP ekspresyonunu azaltti. In vivo kosullarda ise TH, Ap
diizeyleri iizerinde inhibe edici bir etkiye neden olmazken; TBO, hiicre kiiltiirii
caligmalarina benzer sekilde AP peptit diizeylerini azaltti. Bu azalma, hafif AH
patolojisi gosteren farelerde, yasl farelere gore toksik form lizerinde daha siddetliydi.
Ancak, hiicrelerde APP ve BACEI seviyelerinde gozlenen diisiis, transgenik farelerde
goriilmedi. Bunun yaninda, TBO yasli 3xTg-AD farelerin hipokampus dokusunda ne
total tau ne de fosforile tau formlarinda, secilen uygulama kosullar altinda anlaml1 bir
degisime neden oldu.

In vitro ve in vivo sonuglar birlikte goz oniine alindiginda; TH’den ziyade
noroprotektif 6zellige sahip olan TBO’nun (193), hem kolinerjik sistem iizerinden etki
etmesi (8) hem de APP islenmesindeki roliinden dolay1, AH nin hafif evresinde daha
iyl sonuglar verebilecek potansiyel bir ila¢ adayr olabilecegi sonucuna varild.
TBO’nun nasil bir mekanizma ile- APP trafigini degistirerek mi yoksa hiicre ici

proteolizi artirarak mi- APP islenmesini etkiledigini arastirmak yararl olacaktir.
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