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OZET

SH SYSY Hiicre Hattinda BACE1 Geninin Biitein ve Sodyum Biitirat ile Alternatif
Kirpilmaya Indiiklenmesi ve Olusan Izoform Profilinin Incelenmesi

Norodejeneratif hastahklar grubunda ilk sirada yer alan Alzheimer
hastaligina yonelik tedavi yaklasimlarinda BACE1 enzimi (beta-bdlgesi amiloid
prekursor proteini kesim enzimi) oldukca 6nemli bir yere sahiptir. Bu enzim
Alzheimer hastaliginin 6nemli nedenlerinden biri olan B-amiloidin olusumundan
sorumludur. Bu enzimin beyin dokusundaki tam uzunluktaki aktif olan formunun
disinda farkh dokularda da birden fazla izoforma sahip oldugu bildirilmistir.
Ayrica alternatif Kkirpilma sonucu olusan izoformlardaki artisin p-amiloid
miktarim azalttig1 gosterilmistir.

Calismamizda; histon deasetilaz inhibitorii olarak bilinen sodyum biitirat
ve biiteinin Alzheimer hastaliginda onemli rolii oldugu bilinen BACE1 enziminin
alternatif kirpilma sonucu olusmus izoformlarina olan etkisi incelenmistir. SH-
SYSY hiicrelerine iki farkh dozda uygulanan sodyum biitirat (1 mM ve S mM) ve
biiteinin 2pM ve 10nuM), farkh alternatif kirpilmalar sonucu olusmus izoformlarin
ifade duzeylerine etkisi Real-Time PCR yontemiyle degerlendirilmistir. Mann-
Whitney U-testine gore, hem sodyum biitiratin hem de biiteinin iki dozu arasinda
anlamh bir farkhhk gozlenmemistir. (p>0.05) Hem 1 mM’hk hem de 5 mM’hk
sodyum biitirat dozu kontrol grubu ile Kkarsilastirildifinda BACEs;y
ekspresyonunu artirnistir. 1mM NaB BACEl,s; ve BACELls3, ekspresyonunu
azaltirken, 5 mM NaB BACEIl,s; ve BACE1,3, ekspresyonunu artirmistir. Hem 2
pM’hk hem de 10 pM’hk biitein konsantrasyonu kontrol grubu ile
karsilastirildiginda BACE1sy; ekspresyonunu artirmistir. 2 pM biitein BACE1,57
ekspresyonunu bir miktar artirirken, 10 pM biitein BACE1,43, ekspresyonunu 3
kat artirnastir. 2 pM biitein BACEl,3, ilizerinde herhangi bir degisiklik
yapmazken, 10 uM butein BACE1,3; ekspresyonunu yaklasik 2 kat artirmistir.

Sonu¢ olarak Kkullandigimiz HDAC inhibitorlerinin secici olarak,
ekspresyon diizeyinde anlamh degisikliklere sebep olabilecegini diisiiniilen BACE1
izoformlan iizerinde beklenilen etkiye neden olmadigi saptanmstir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer Hastaligi, BACE1 Enzimi, Butein, Sodyum Butirat
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ABSTRACT

Induction to Alternative Splicing of BACEL Gene With Sodium Butyrate And
Butein in SH SY5Y Cell Line and Identification of Resulting Isoform Profile

BACEL enzyme (beta-site amyloid precursor protein enzyme 1) has a highly
important role in treatment for Alzheimer Disease which is in first place within
group of neurodegenerative disease. The enzyme is responsible for production -
amyloid which is hallmark of Alzheimer’s Disease. It is reported that the enzyme
has several isoform in different tissues apart from full-lenght active form in brain
tissue. Also it is shown that increase in amount of these alternatively spliced
isoforms reduces amount of p-amyloid which has important function in
Alzheimer’s Disease.

In this study, it has been examined effect of sodium butyrate and butein
known as histone deacetylase inhibitor on alternative splicing of the BACEL
enzyme known importance in Alzheimer’s Disease. It has evaluated effect of
sodium butyrate (1 mM and 5 mM) and butein (2 uM and 10 uM) treated to SH-
SY5Y cell on expression of alternatively spliced isoforms by Real-Time PCR.
According to Mann-Whitney U test, it has not found significant differences
between dozes of both sodium butyrate and butein (p>0.05) Both 1 mM and 5 mM
concentration of sodium butyrate has increased in expression of BACE1lsy
compared to control group. While 1mM sodium butyrate has decreased in
expression of BACE1,s; and BACELys,, 5 Mm sodium butyrate has increased in
BACEls7; and BACElss. Both 2 uM and 10 pM butein has increased in
expression of BACE1sy; compared to control group. Whereas 2 uM butein has
increased in expression of BACEls; a little bit, 10 puM butein has tripled
expression of BACE1,3,. While 2 uM butein has no change on BACE1,3;, 10 uM
butein has approximately doubled expression of BACE143;.

As a result, it has been determined that HDAC inhibitors which we used
selectively didn’t cause effect which we estimated as significant changes in
expression level on BACEL isoforms.

Key Words: Alzheimer’s Disease, BACEL enzyme, Butein, Sodium Butyrate
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1. GIRIS

Alzheimer Hastalig1 (AH) genellikle 65 yas iistii insanlarda kisisel ve davranis
bozukluklarinin yani sira hafiza kayb1 ve konusma bozukluklar1 gibi zihinsel ve biligsel
kusurlarin  gortldigii  beyindeki ndron hicre harabiyetinden  kaynaklanan
nérodejeneratif bir hastaliktir’.

Alzheimer Hastalig1 ile ilgili olarak farkli iilkelerde yapilan epidemiyolojik
caligmalarin ortaya ¢ikardigi 6nemli sonuglarindan birisi, artan yasl niifus oranina
paralel olarak Alzheimer hasta sayisinin dikkate deger sekilde artis gostermesidir.
Hastalarin yasamimi ve yasam kalitesini 6nemli derecede -etkileyen Alzheimer
hastaliginin, hem hastalara yiikledigi maddi-manevi yik hem de Ulke ekonomisine
verdigi zarar ihmal edilemeyecek kadar biiyiiktiir®. Diger kompleks hastaliklarda oldugu
gibi, ginimuz toplumunda en korkulan ve giderek yayginlasan Alzheimer hastaliginin
tedavisi tam olarak miimkiin degildir ve tedavi konusundaki yeni yaklasimlar ile bu
konuda uzun siiredir galismalar yapilmaktadir®.

Alzheimer hastaliginin  patofizyolojisi oldukca komplekstir*. Alzheimer
hastaligindaki en onemli degisiklik, amiloid plaklarin olusumudur. Bu olusumun ana
bileseni, B-amiloid proteinidir. Bu protein 40-42 aminoasitten olusan bir protein olup,
daha biyuk bir protein olan amiloid prekursor proteininden (APP) proteolitik kesim
sonucu olusur. APP bir dizi proteoliz olay: ile kesilir ve bu kesimde; a-sekretaz, -
sekretaz ve y-sekretaz enzimleri rol oynar. a-sekretaz ve y-sekretazin ardisik kesimi ile
amiloid B (AB) olusmazken, B-sekretaz ve y-sekretazin APP’yi ardisik kesimi ile AP
olusur®. 2000°li yillarda Beta-bdlgesi Amiloid Prekiirsér Proteini Kesen Enzimi 1
(BACEL1) olarak adlandirilan yeni bir aspartik asit proteazinin f-sekretaz oldugu ve
BACEL enziminin B-sekretaza ait tim ozellikleri tasidigi belirlenmistir®’. BACE1
ekspresyon paterni, hiicre ve dokulardaki [-sekretaz aktivitesininki ile oldukca
uyumludur. BACE1 enzimi, aspartat proteaz ailesindendir ve 501 aminoasitten olusur.
BACEI mRNA'simin diizeyi beyinde ve karacigerde oldukca yiiksektir ve diger bircok
dokuda ise oldukga diisiiktiir’. Pankreasta BACEl mRNA'sinin yiiksek ekspresyonu ve
diisiik B-sekretaz aktivitesinin sasirtict oldugu diistiniilmiistiir. Ancak, daha sonraki

caligmalarda, pankreastaki BACE1 mRNA transkriptinin 3. ekzonun biiyiik



cogunlugunu kaybeden bir kirpilma varyantindan olustugu bildirilmistir. Bu kirpilma
varyant1 p-sekretaz aktivitesinden yoksun bir BACE1 izoformunu kodlar®.

Alternatif kirpilma olay1 proteomik c¢esitliligi artirmada bir mekanizma sunar.
Alternatif kirpilmanin BACE] aktivitesinin tizerinde etkisi énemlidir, Clnki Alzheimer
hastalarinin beyinlerinde, saglikli bireyler ile karsilastirildiginda artan BACE]1 protein
diizeyi ve aktivitesi gosterilmistir. Boylece BACE1 kirpilmasindaki varyasyonlarin,
insan beyin dokusunda koruyucu etkiye sahip olabilecegi bildirilmistir’. BACEL’in
normal kirpilmasi tam uzunlukta (501 aminoasit) aktif proteinin (BACE1sg;) Uretimi ile
sonuglanir. BACE1’in alternatif kirpilmas1 3. Ekzon i¢indeki alternatif 5° kirpilma
bolgesinin ve/veya 4. ekzon ic¢indeki alternatif 3’ kirpilma bdlgesinin kullanimi ile
meydana gelir. Bu alternatif ve normal kirpilma bolgelerinin ¢esitli kombinasyonlari ile
476, 457 ve 432 aminoasit uzunluklarinda kirpilma varyantlari olusur®®. Avyrica
BACE1’in, 4. Ekzonu igermeyen 455 aminoasit uzunlugunda ve 127 aminoasit
uzunlugunda iki kirpilma varyanti daha mevcuttur'’. Tim bu 5 BACEL izoformu,
degisen diizeylerde de olsa beyin dokusunda bulundugu belirlenmistir'®.

Histon Deasetilaz (HDAC) inhibitorleri, histon asetilasyonunu saglayarak bazi
genlerin ifadesini degistirebilmekte, ayrica transkripsiyon faktorleri ve tiimor
baskilayici proteinler gibi histon olmayan bazi proteinlerin asetilasyonunu da arttirarak
ilgili genlerin transkripsiyonunun  yapilmasini  saglamaktadir’?. Bazi HDAC
inhibitorlerinin alternatif kirpilmay1 etkiledigi belirlenmistir. HelLa hiicre hattina
sodyum biitirat ve diger bazt HDAC inhibitorlerinin muamelesi ile 683 genin alternatif
kirpilmasinin  degistigi belirlenmistir. Bu genlerin sinyal yolaklari, transkripsiyon
diizenlenmesi, apoptoz gibi siireclerde rol aldigr bulunmustur. HDAC inhibisyonunun
AH hastaliginda rol oynayan diger bir protein olan Tau’nun hastalik sirasinda artan
varyantini azalttigi belirlenmistirle’. Calismamizda kullanilan HDAC inhibitorii olan
sodyum biitirat ve biiteinin c¢esitli kanser hiicre hatlarinda apoptozu indiikledigi
gosterilmistir' ',

Calismamizda SH-SYSY hiicre hattinda her biri i¢in 2 farkli konsantrasyonda
sodyum biitirat ve biitein muamelesinin BACE1 enziminin 3 ayr1 izoformuna olan etkisi
Real-Time PCR yontemi ile incelenmistir. Calismamizda elde edilen bulgular mevcut
ve yeni tedavi stratejilerine ile bu alanda yapilacak arastirmalara yol gosterme ve farkl

bakis agis1 sunma potansiyeli tagimaktadir.



2. GENEL BILGIi

2.1. Alzheimer Hastahg

Insan yasam standardindaki iyilesmelerin yan1 sira tip alanindaki teknolojik
ilerlemeler ve saglik hizmetlerinin yayginlasmasiyla birlikte dogum ve olim
hizlarindaki diisiis, ortalama insan Omriiniin uzamasina ve insan populasyonlarinda yash
niifus oraninin artmasina neden olmustur. Bu artigin derecesi, Ulkenin ve bireyin refah
diizeyi ile iliskili olmakla birlikte, Diinya Saglik Orgiiti (WHO) verilerine gore,
onlimiizdeki yillarda gelismekte olan iilkelerin niifuslarinda %95 oraninda bir artis
beklenirken, yasli niifus i¢in bu artisin %240 oraninda olacagi 6ngoriilmektedir'®. Niifus
bilimciler diinya niifusu ile ilgili projeksiyonlarinda, 2000 yilinda 420 milyon olan 65
yag ustli insan sayisinin 2030 yilina kadar yaklasik 1 milyara ulasacagini tahmin
etmektedirler. Bugin icin dinya genelinde 60 yas iistli insanlarda demans prevalansinin
%3.9 ile %6.4 arasinda degistigi belirlenmistir. Ornegin; Kuzey Amerika’da 60 yas ve
ustl insanlarda demans prevalansi %6.4 iken, Bati Avrupa’da %5.4, Latin Amerika’da
%4.9, Cin ve bat1 pasifik bolgelerde ise %4 oldugu bildirilmistir.

Demansin en yaygin formu olan Alzheimer Hastaliginin (AH) prevalansi yasla
birlikte artmakta ve 65 yasindan sonra her 5 yilda yaklasik iki katina ¢ikmaktadir.
Bugun icin gezegenimizde 35.6 milyon Alzheimer hastasi bulunmakta olup her yil 4.6
milyon yeni vakanin buna eklendigi bildirilmistir'®.

Alzheimer Hastaligi (AH), ilk olarak Alman psikiyatrist Alois Alzheimer
tarafindan 1900’lerin basinda tammlanmls19 ve su anda tiim demans sendromlarinin
yaklagik %75’inden sorumlu olarak norodejeneratif hastaliklar kategorisinde birinci
sirada yer almaktadir®.

Alzheimer Hastaligi, genellikle 65 yas iistii insanlarda psikiyatrik semptomlar,
kisilik ve davranis bozukluklari, hafiza kayb1 ve konusma bozukluklar1 gibi zihinsel ve
biligsel kusurlara sebep olan ve olus nedenine gore farklilik gosteren kompleks
hastaliklar kategorisinde yer alan multifaktoriyel bir hastaliktir. AH ile iliskili
problemler; sadece omiir uzunlugunu ve yasam Xkalitesini diisiirmekle kalmaz, ayni
zamanda bireyin sosyal ve mesleki yasamini1 olumsuz etkileyerek ciddi problemlere yol

agmaktadir’.



AH, geriye doniisii miimkiin olmayan ilerleyici bir hastalik olmakla birlikte
hastaligin ilerleme hizi; gen, ¢cevre ve gen-gevre etkilesiminde rolll olan faktdrlerin
kombinasyonuna gore hastalarda degiskenlik gosterir. AH’nin semptomlar1 zamana
baglh olarak siddetlense de genel olarak bir Alzheimer hastasinin dmiir uzunlugu tani
konulduktan sonra 4-8 yila kadar degismektedir. AH ile iliskili beyin dokusundaki
degisimler ve bunun mikro diizeydeki yansimalari, aslinda hastalia tani koymay1
gerektirecek makro degisikliklerden ¢ok Oncesine uzanmakta olup temelinde néron
hiicre kaybina dayanmaktad1r21. Hastalik baslangi¢ belirtileri ile tan1 konulan siire
arasindaki zaman periyodu ‘preklinik ddnem’ olarak adlandirilmakta ve bu donem uzun
bir siireyi kapsamaktadir. AH nin preklinik doneminde, kisa ve uzun dénem hafizadan
sorumlu olan hipokampds ile serebral korteksi baglayan entorhinal korteks etkilenir.
AH’de genel olarak 3 farkli evre tanimlanmis olup bunlar; hafif, orta ve siddetli donem
olarak adlandirilir. Hafif ile orta donem AH’de, hastalar iyi bildikleri isimleri
hatirlamada zorluk ¢ekebildigi gibi daha dnce gidilen yerleri tantyamama gibi konumsal
hafiza kayiplar1 ve ruhsal degisimler de gosterirler. Beyindeki hasar derecesi gittikce
artmakta oldugundan, bu hasar bilissel fonksiyonlarin merkezi konumundaki Ust beyin
kabugunun (serebral korteks) diger alanlarina da yayilim gosterir. Siddetli donem olarak
tanimlanan evrede, Alzheimer hastalarinda konusma, anlama, algilama ve bilinci
kontrol eden beyin boélgeleri de hasar gormiistiir. Bu donemde hastalar; uzun dénem
hafiza bozukluklari, hastalik ndbetleri, kilo kaybi, sevdigi insanlar1 tanityamama ve
giinliik islerini tek basina yapamama gibi bir¢ok semptomu birlikte gosterir. Ayrica AH
progresyonuna bagl olarak, kolinerjik ndron hiicre kayiplarinin sayis1 gittikge artmakta
olup, beyinin bazi bélgelerinde bu kaybin orani %75’ten daha fazla olabilmektedir®.
(Sekil 1.)



Saghich beyin dokusu Tlerlemis Alzheimer'l

Sekil 1. Saglikh beyin dokusu ile AH’li beyin dokusu®

2.1.1. Ah Patolojisi

Genel olarak Alzheimer Hastaligi, insan genom yapisinda yer alan ve hastalikla
iliskili olan genlerdeki mutasyonlar ile risk olusturan ¢cevresel faktorlerin ve epigenetik
degisimlerin yakin iliski iginde oldugu poligenik ve multifaktoriyel bir hastaliktir®®. Bu
nedenlerle AH patofizyolojisi de oldukca komplekstir. AH’nin patolojisi, hastaligin
ortaya ¢ikmasina neden olan gen kombinasyonu ve bu genlerin ¢evre ile etkilesimine
gore degiskenlik gostermekle birlikte histolojik agidan beyin dokusunda 3 néropatolojik

ozelligin belirleyici oldugu gosterilmistir (Sekil 2);

1. Amiloid beta (AB) peptidinden olusan ekstraseliiler senil plaklar
2. Norofibrilar yumaklar

3. Sinaptik dejenerasyon®.



Sekil 2. AH’nin patolojisinde goriilen senil plaklar(=>) ve nérofibrilar yumaklar (>) %

2.1.1.1. Amiloid Beta (AB)

AH’deki en onemli degisiklik, amiloid plaklarin olusumudur. Bu olusumun ana
bileseni B-amiloid proteinidir. Bu protein 40-42 aminoasitten olusan bir protein olup p-
sekretaz enziminin proteolitik kesimi sonucunda olusur. Bu nedenle AH’nin baslamasi
ve ilerlemesinde A peptidi ¢cok 6nemli bir risk faktoridir®.

Hiicre membrani ile iligkili birgok proteinden biri olan Amiloid Prekirsor
Protein, (APP) endoplazmik retikulumde (ER) katlanan, modifiye edilen ve Golgi
kompleksi araciligiyla dis membrana gonderilen, tek gecisli bir transmembran
proteinidir. S6z konusu protein, hiicre yiizeyine ulasir ulagsmaz endositozla alinir ve
lizozomal kompartimana tasinir. APP néronlarda yiiksek derecede eksprese edilirken®,
astrositlerde ve oligodendrositlerde de eksprese edilebilmektedir. APP hiicre icinde
iiretildikce, membrana gomiilii hale gelir. Hizli ve oldukca kompleks bir sekilde
metabolize edilir. APP diger transmembran proteinlerde oldugu gibi 47 aa’lik hicre igi
karboksil ucu, membran1 kateden 24 aa’lik bir kisim ve 682 aa’lik hiicre digi amino
ucundan olusmaktadir. AH’nin patolojisinden sorumlu olan AB, APP’nin membranin
icindeki 24 aa’lik bélgesinin bir kismini da icermektedir. Hiicre membranmnin dis zar1

gibi hiicre kompartimanlarinda spesifik enzimler APP’yi farkli fragmentler olusturacak



sekilde keser. 1999 ve 2000 yillarinda APP’nin kesiminden sorumlu olan enzimler
tanimlanmis olup bu enzimler a-sekretaz, B-sekretaz ve y-sekretaz’dir. APP islenmesi,
rol oynayan enzime ve kesimin meydana geldigi APP segmentine bagli olarak, hiicre

icin oldukga farkli sonuglari olan 2 yolaktan birini takip etmektedir®. (Sekil 3)

Amiloidogenik olmayan volak Amiloidogenik volak
sAPPg sAPPB
— f Plaldar
m}:‘:nﬂm f Oligometler
B-sekretaz L] AB4o, ABa2
P3 y-sekretaz B o-sekretaz - Bao. AP

AICD C&3 APP 99 AICD

Sekil 3. APPnin 2 farkl1 yolakta kesimi®’,

‘Amiloidogenik yolak’ olarak adlandirilan zararli yolakta; AP peptidinin bir
ucundan APP molekullni, ilk olarak B-sekretaz enzimi keser ve hiicreden sAPPf
(c6zinebilir amiloid prekirsor protein ) salimir. Daha sonra vy-sekretaz, hala
membranda tutulu kalan APP fragmentini, AP peptidinin diger ucundan keser. Her bir
uctaki kesim sonucunda AP peptidleri, néronun ekstraseliiler matriksine salinir ve diger
AP peptidleri ile agregasyon yapmaya baslarlar. Bu kii¢iik, 2, 3, 4 veya bir diizineye
kadar AP peptidi ‘oligomer’ olarak adlandirilir. Spesifik biiyiikliikteki oligomerler,
fonksiyonu etkileyen, komsu hiicreler ve sinaps iizerindeki reseptorler ile etkilesime
girmekten sorumlu olabilir®. APP’nin kesiminde, y-sekretazin birden fazla noktadan
kesim yapabilme yeteneginin sonucu olarak, meydana gelen AP’ler 40 ve 42 aa
uzunlugunda olabilir. Cozlnebilen AP4 peptidleri hem normal hem de AH beyin
dokusundaki serebrospinal sivida (CSF) belirlenmistir. Biyokimyasal ¢alismalarla AB4;
olarak adlandirilan 42 aa’lik formun, agregat olusturmaya daha egilimli oldugu ve kisa
form olan APs’in polimerasyonunu kolaylastirdigi belirlenmistir. AH’li hastalarin

beyin dokularinda ve beyin-omurilik sivisinda yiiksek miktarda AP4, oligomerleri



gorilmektedir®.  Bazi  oligomerlerin  beyinden  temizlenmesi  muhtemeldir.
Temizlenemeyen kiimeler, daha fazla AP peptidi ile biraraya gelir. Stre¢ devam ettikge,
oligomerler daha da genisler ve protofibril veya fibril olarak adlandirilan birimler haline
gelir®. AP peptidlerinin agregat olusturmaya yatkin dogasi, sayisiz proteinin yapiya
katilmasina sebep olmakta ve bunun sonucunda senil plaklar olusturmaktadir.
Dolayisiyla, AB’nin anormal birikimi; AP tiretimi, AB’nin agregasyonu ve temizlenmesi
arasindaki dengenin kaybolmasi sonucunda olusur. AB’nin asir1 iiretimi, salgilanan
AP’nin yikimindaki azalma ve agregat olusturan ek faktorlerin dahil olmasi

nérodejenerasyona sebep olabilir*® (Sekil 4).

Hilere disi

b

Amiloidogenik
olmayan volak

Hiicre ici

Amiloidogenik yolak AICD

Sekil 4. AH’de AB patolojisi®

‘Amiloidogenik olmayan yolak’ olarak adlandirilan alternatif bir yolakta, o-
sekretaz enzimi gorev yapar. Bu enzim APP molekilini, AP peptidi olusturma
potansiyeline sahip kismin i¢inden keser. Bu nedenle AP peptidinin tretimini ve plak
olusum potansiyelini elimine eder. Bu kesimle birlikte, ndrondan néronal blyime ve
hayatta kalma gibi yararli ozelliklere sahip sAPPa (¢6zlnebilir amiloid prekirsor
protein o) olarak adlandirilan bir fragment salgilanir. Hala néron membraninda tutulu
kalan APP fragmenti, daha sonra AP segmentinin sonundan y-sekretaz tarafindan

kesilir. Sonugta olusan fragmentlerden P3 olarak adlandirilan daha kugik olani,



noronun ekstraseluler matriksine birakilirken, AICD (Amiloid prekirsor protein hiicre
ici domaini) olarak adlandirilan daha biiyiik olan1 ise ndron hiicre govdesinde kalir ve
niikleusdaki faktorler ile etkilesime girerek bazi genlerin ekspresyonlarmi indiikler®.
APP’nin kesimi sirasinda B-sekretaz enzimi ve a-sekretaz enzimi arasinda bir
yarisma soz konusudur. AH’li bireylerde a-sekretaz’in gorev yaptigi amiloidogenik
olmayan yolak baskilanirken, APP’nin daha ¢ok p-sekretaz enziminin gorev yaptigi
amiloidogenik yolak araciligiyla kesildigi belirlenmistir®®. o-sekretaz ve B-sekretaz
enzimleri arasindaki yarisma heniiz tamamen anlasilamamis olmakla birlikte iki
enzimin kesim yapti1 hiicresel kompartimanlarin farkli oldugu gosterilmistir. a-
sekretazin rol oynadigi kesim plazma membraninda ve trans-Golgi aginda meydana
gelirken, B-sekretazin kesimi temelde endozomlarda ve az miktarda trans-Golgi aginda
meydana gelmektedir. a-sekretaz ve [-sekretaz enzimleri arasindaki yarisma [-
sekretazin asir1 diizeyde eksprese oldugu durumlarda gosterilmistir. Asir1 diizeyde
eksprese olan B-sekretaz APP’yi, APP plazma membranina ve dolayisiyla a-sekretaza
ulagsmadan 6nce sekresyon yolaginin ilk kompartimanlarinda kestigi i¢in, B-sekretaz ile
kesim artarken, a-sekretaz kesimi azalmistir. Bu iki enzimin yarigmasi konusu
aydinlatilmamis olsa da a-sekretazin B-sekretaz ile yarigsarak A tiretimini azaltacagi ve
bdylece a-sekretazin farmakolojik olarak aktivasyonunun AH ig¢in terapotik bir

yaklasim olabilecegi belirlenmistir®.

2.1.1.2. Norofibrilar Yumaklar
Dr. Alzheimer tarafindan tanimlanan, AH’nin ikinci nedeni; norofibrilar

yumaklarin olusumudur™®®

. Bu yumaklar, sinir hiicrelerinin i¢inde bulunan kivrilmis
proteinlerin anormal sekilde birikimi sonucu olusur. Yumaklarin temel bilesiminde
‘tau’ olarak adlandirilan proteinler bulunur. Tau, saglikli noéronlarda i¢ yapiy1
destekleyen, akson boyunca besin maddelerinin ve transmitter maddelerin gegisini
kolaylastirict yapilar olan mikrotiibiillere baglanarak onlar1 stabilize eder. Tau
proteinine belirli bir sayida fosfat molekiilii baghidir. AH’de hiperaktif kinazlar ve/veya
hipoaktif fosfatazlar tau proteinine baglanan fosfat sayisinda anormal bir artis
gerceklesmesine sebep olur. Hiperfosforile olmus olan tau, mikrotiibiillerden ayrilir ve

diger tau proteinleri ile bir araya gelmeye baslar. Noron iginde yumaklar seklinde

birikim meydana gelir. Mikrotiibiillerin yapisinda bozulmalar baslar ve néronlarin



icindeki transport ag1 zarara ugrar. Bu zarar da noronlarin birbirleriyle etkilesebilme
yetenegini bozmaktadir®.

Norofibrilar yumaklarin, AP birikimi sonucunda meydana geldigini destekleyen
bircok ¢alisma bulunmaktadir. Tau ve AP arasinda gerceklesen molekiiler mekanizma
tam olarak bilinmemesine ragmen, AH’de AB’nin birikiminin proteozomun normal
fonksiyonunu bozarak inhibe ettigi ve bu nedenle tau proteininin proteozomlar
tarafindan degrade edilemedigi ve boylece ndrofibrilar yumak olusumun gerceklestigi
belirlenmistir. Normal sartlar altinda ise ubikiitinlenmis tau proteini proteozomlar

tarafindan yikilmaktadir®’,

2.1.1.3. Sinaptik Dejenerasyon

AH’nin nedenlerinden Gguncisl olan sinaptik dejenerasyon, hiicreler arasindaki
baglantinin kaybidir. NOronlar birbirleri ile etkilesimini sinapslar araciligiyla
gerceklestirir. Boylece sinapslarda meydana gelen dejenerasyon, hiicre fonksiyonunun
azalmasina ve hiicre Sliimiine sebep olur®. Sinaptik dejenerasyon AH’nin ilerlemesinde
ilk asamalarda meydana gelir. Sinaptik hasar, glutamat reseptorlerinin fonksiyonunun
bozulmasi1 ile baslayan ¢ok asamali bir silirecti. AH’de sinaptik kaybin
mekanizmasinda, aksonal taginma bozukluklari, oksidatif stres, mitokondriyal hasar ve
noroinflamasyon rol oynayabilir®®, AH’de goriilen sinaptik kayip ve néronal hiicre
Oliimiine sebep olan baglatic1 patojenik olay hakkinda bilim insanlar1 arasinda fikir
birligi olmamasina ragmen, sinir u¢larinda Ap oligomerlerinin anormal birikiminin
sinaptik hasara ve nihayetinde AH’deki nérodejenerasyona sebep olabildigine dair ¢ok
sayirda kanit bulunmaktadir. BOylece artan AP’nin AH’de sinaptik hasarin

patogenezinde merkezi bir rol oynadigi diisiiniilmektedir.*
2.1.2. AH’nin Genetigi

Alzheimer Hastaligi; etiyolojik, patolojik, genetik ve biyokimyasal gorinimine

gore iki ana forma ayrilabilir™; (Sekil 5)
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Sekil 5. AH’nin Genetik Sebepleri®®

2.1.2.1.  Ailesel AH (Erken baslangicli/ FAH)

Tim AH vakalarinin yaklasik %]1°1 otozomal dominant olarak Mendelyen
kalitilan ailesel form gosterir. AH’nin ailesel formu 65 yasindan Once baglar. 21.
Kromozomda bulunan APP geni, y-sekretaz enziminin alt birimlerini kodlayan ve 14.
Kromozomda bulunan Presenilin 1 (PSEN1) ve 1. Kromozomda bulunan Presenilin 2
(PSEN2) genlerinin i¢indeki mutasyonlar ailesel tip Alzheimer hastaliinin ortaya
¢ikmasi ile sonuglanir®®, Yapilan c¢alismalar, ailesel tip AH vakalarinin biiyiik
cogunlugunu PSEN1 genindeki mutasyonlarin olusturdugunu, kiigiik bir kisminin ise
APP genindeki mutasyonlardan kaynaklandigini ortaya koymaktadir*®. Bu mutasyonlar,
diger Mendelyen kalitilan 6zellik ve genlerde oldugu gibi ylksek penetransa sahiptir ve
otozomal dominant kalitilir. Bu mutasyonlar ayrica ABs, peptidi dizeyinin artmasina
sebep olarak hastaligin baglama yasinin dusiiriirler. APP mutasyonlarin sebep oldugu
vakalar, tim AH vakalarinin %21’inden daha azinda g6rulmektedir. Tanimlanan tiim
APP missense mutasyonlari, APP’nin AB’yi kodlayan ekzonlarinin yakininda meydana

geldikleri icin APP’nin proteolitik islenmesini ve AB agregasyonunu etkilerler*" (Sekil
6).
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y-sekretaz enziminin katalitik aktivitesi icin gerekli olan PSEN1 ve PSEN2
homolog proteinlerdir ve bu proteinlerin protein trafiginde ve Notch sinyal yolaginda
rol oynadiklar belirlenmistir™®. Yabanil tip PSEN1 ve PSEN2’nin ¢ekirdek zarinda yer
almasi, interfaz kinetokor ve sentrozomlar1 ile iligskisi bu iki proteinin kromozom
organizasyonu ve ayrimindaki gorevine isaret etmistir. AH nin patojenik mekanizmasi
tartisildiginda, mutant presenilinlerin mitoz siirecinde kromozomlarin yanlig ayrimina
neden oldugu ve bunun apoptozis ya da trizomi mozaizmi ile sonuglandigini
gostermistir. Alternatif bir hipoteze gore mutant presenilinlerin ER’den ¢ikis trafigi
normal sekilde islemez, bu durum da APP’nin normal islenme siirecine engel olur*.
Bugtine kadar FAH’a sebep olan 401 ailede 182 farkli AH ile iligkili PSEN1 mutasyonu
belirlenirken, 23 ailede 14 PSEN2 mutasyonu belirlenmistir. PSEN mutasyonlarinin
bliylik ¢ogunlugu tek niikleotid degisimleridir. Ayrica bu genlerde delesyon ve
insersiyonlar da tamimlanmistir. PSEN mutasyonlart APP’nin y-sekretaz aracili
proteolitik kesimini degistirir ve boylece AP4, orani artarken, AP4g orani azalmaktadir.
APP’den 3 kopya tasinmasina sebep olan Down Sendrom’lu hastalar (Trizomi 21),
erken yaslarda (<65) AH’ye yakalanirlar®’. Bu 3 gendeki mutasyonlar nadir olarak
goriilmelerine ragmen, Af’nin AH’nin patogenezinde oynadigi Onemli rolil

desteklemektedir®.

2.1.2.2.  Sporadik AH (Gec¢-baslayan/SAH)

Alzheimer hastaliginin en yaygin formu, sporadik tip olarak adlandirilan
formdur. Bu formun etiyolojisinde genler, ¢evre ve yasam tarzinin bilegimi ile ortaya
cikan multifaktoriyel bir yapt soz konudur. Cevresel faktorler ve genlerin etkilesimi,
AH’nin baglama yasin1 ve ilerleme siirecini etkilemektedir. Sporadik AH ic¢in en blyulk
risk faktorii; yaslanmadir. Birgcok sporadik AH, 65 yasindan sonra Dbaslar.
Arastirmacilar, sporadik AH’ye yakalanma olasiigin1 artiran birgok gen
belirlemislerdir. Bu risk olusturan genlerin mutant formlar: direkt olarak AH’ye sebep
olmaz, ancak bu genleri tagiyan bireyler AH’ye daha duyarli hale gelir®®. Ayrica AH’ ye
yakalanma riskini artiran serebrovaskiiler hastalik, tip II diyabet, sigara kullanimi ve

tramvatik beyin yaralanmalar1 gibi birgok faktor de bulunmaktadir'®. (Sekil 7)
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Sekil 7. AH riskini artiran faktorler™

2.1.2.2.1. AH Riskini Artiran Faktorler

Genom Olcekli yapilan populasyon c¢aligmalarinda, 19. Kromozomda bulunan
Apolipoprotein E2°’nin €4 (APOEe4) allelinin, sporadik tip AH vakalarinda ortaya
konmus giiclii bir risk faktorii oldugu gosterilmistir ve APOEe4 beyindeki AP
agregasyonunu artirmakta ve AP’nin yikimini bozmaktadir. Bu alleli tasiyan bireyler,
olduk¢a yaygin bulunan €3 allelini tasiyan bireyler ile karsilastirildiginda, Alzheimer
hastalig1 bakimindan artan risk altindadir. APOEg2 alleli tagiyan bireylerde ise bu risk
en disiiktir*”*. APOEe4 allelini homozigot olarak yasiyan bireylerde AH riskini
yiiksektir ve baslama yas1 diisiiktiir. AH vakalarinin yaklasik olarak %15-20’si APOg4
varlig1 ile olusmaktadir. Bir¢cok popiilasyonda, bireylerin %50-90’1nin APOEe3 allelini,
%5-35’inin APOEe4 allelini ve %1-5’inin ise APOg2 allelini tasidigi belirlenmistir®.
ApoE’nin temel gorevi, sinir sisteminde kolesterol tasinmasini gergeklestirmektir,
ayrica A katabolizmasi i¢in 6nemlidir. APOE’nin hem mikroglial hiicrelerinde hem de
astrositlerde AP degradasyonunda rol oynar'. Su ana kadar yapilan 11 tane genom

capinda iligkilendirme ¢alismalar1 (GWAS) ile ApoE geni disinda CLU (clusterin),
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ABCAY7 (ATP-Baglayan Kaset Tastyicist A7), CR1 (Komplement Reseptor 1) gibi AH

riskini artiran bircok gen belirlenmistir™ (Cizelge 1).

Cizelge 1. AH’ye yakalanma riskini artiran bazi genler ve kodladiklari proteinlerin gorevleri™

Gen Ad1 Proteinin Fonksiyonu

1 | Apolipoprotein E (APOE) Lipoproteinin, yagda ¢6ziinen vitaminlerin ve

kolesteroliin taginmasi

2 | Clusterin (CLU) Saperon protein

3 | ATP-Baglayan Kaset Tasiyicis1i A7 Lipid homeostazisi ve immin sistemdeki
(ABCAT) hiicrelerin farklilagmasi

4 | Komplement Reseptor 1 (CR1) AP peptidine baglanan ve innat bagisiklik

sistemin ana bileseni olan C3b ve C4b

kompleman kesim fragmentlerinin reseptord,

5 | Fosfotidilinozitol baglayan Kklatrin Sinaptik  vezikillerin  membran igerisine
birlestirme proteini (PICALM) almmasi, lipid ve proteinlerin hiicre igi
hareketi, tam uzunlukta APP’nin hiicre

ylizeyinden igeri alinmast

6 | Myc box bagimh etkilesim proteini 1 Timor baskilayici
(BIN1)
7 | Sortilin iliskili reseptor 1 (SORL1) ApoE reseptorii, APP’nin hiicre i¢i trafiginde

ve islenmesi

8 | Efrin tip A reseptor 1 (EPHAL) Sinir sisteminin gelisimi

Ancak bu genlerin hastaliga katkis1 diisiiktiir. Genig veri setleri ile yapilan genom
ve ekzom ¢aligsmalari ile risk genlerinin sayisinin artacagi diistiniilmektedir. AH riskini
artiran, yeni yaygm ve nadir allellerin belirlenmesi, AH’nin altinda yatan
mekanizmalarm anlasilmasini saglayacaktir™,

Serebrovaskiiler hastalik siklikla AH ile birlikte goriilmektedir. Birkag
epidemiyolojik c¢alismada wvaskiiler risk faktorleri kontrol altina alindiginda AH
prevelansinin azaldigi gosterilmistir ve AH riskinin kan damarlarina zarar veren birgok
durumda arttigi goriilmiistiir. Ciinkii AH ve vaskiiler hastaliklar yiiksek tansiyon,
diyabet ve kolesterol gibi risk faktorlerini paylasirlar. Bazi calismalarda ise
serebrovaskiiler hastaliklarin tau ve AP patolojisini etkiledigi belirlenmesine ragmen,
serebrovaskiiler hastaliklar ile AH’yi baglayan molekiiler mekanizma tamamen

anlagilamamistir>’.
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Uzun donem c¢aligmalarda sadece vaskiiller demans degil aym1 zamanda
nerddejeneratif tip demans riskinin diyabetle birlikte arttigi gosterilmistir. Yiksek
glikoz diizeyi, tek basina bilissel bozukluklar ve AH i¢in risk faktoriidir. Tip 11
diyabetin varhigi AH riskini yaklagik olarak 2 kat artirmaktadir. Diyabet hastaligi
beyinde direkt olarak AP birikimini etkiler, ¢iinkii tip II diyabet ile birlikte seyreden
hiperinsiilinemide insiilin, Insiilin Degrade Eden Enzimin (IDE) substrat1 olarak AP ile
yarigsarak AP yikimin bozmaktadir™. Ayrica bozulmus glikoz toleranst da yash
insanlarda artan AH riski ile baglantilidir. Kontrol edilemeyen hiperglisemi ve
hiperinstlineminin, beyinde norodejeneratif degisimler lizerinde direkt etkiye sahip
oldugu ve bu nedenle hiperinsilinemi ve diyabet AH riskinin arttig1 gosterilmistir™,

Orta yaglarda kontrol edilemeyen yliksek kan basincinin bircok goézlemsel
calismada AH riskini artirdig1 gosterilmistir. Ayrica AH ve demans icin antihipertensif
ilaglarin kullanimi koruyucu etki gosterdigi bildirilmis olup, antihipertensif tedavinin
AH ve demans Uzerindeki etkisinin, tedavi suresine ve tedavinin verildigi hastanin
yasina bagl olarak degisebilecegi de saptanmustir. Tedavinin etkisinin 75 yas alti
hastalarda yiiksek oldugu goriilmiistiir. Antihipertensif tedavinin, serebrovaskdler
lezyonlarun sayisin1 azaltmasinin yani sira Serebral perfiizyonu iyilestirerek ve
atherosklerotik stireci geciktirerek de AH ve demasa karsi koruyucu olabilmektedir.
Tedavi edilmis hipertansiyon grubunda hipertansiyonu olmayan hastalardan daha diisiik
diizeyde AH ile iliskili néropatolojik degisimler bulunmustur®.

Vaka kontrol ¢aligmalari, baslangigta sigara kullaniminin AH riskini diistirdigiinii
gosterse de daha sonraki yapilan prospektif ¢caligmalarda sigara kullaniminin AH’de bir
risk artisina sebep oldugu belirlenmistir. Sigara kullaniminin oksidatif stresi artirarak
AH’de risk artigina sebep oldugu ileri siiriilmektedir®®.

Hipotiroidinin de AH riskini artirdig1 bildirilmistir. AH bireylerin hipokampusiinde
Tiroid uyarici hormonu serbestlestiren hormon (TRH) konsantrasyonunda azalma
saptanmig, TRH’nin hipokampiiste proteinlerin fosforilasyonunu diizenledigi ve
boylelikle AH patogenezinde yer alabilecegi 6ne stiriilmiigtir*,

Kafa tramvasi Oykiisii bulunan bireyler 6zellikle APOEe4 alleli tasiyanlar AH
bakimindan vyiiksek risk altindadir®™. Bir meta analiz AH riskinin tramvatik beyin
yaralanmas1 gegiren erkeklerde daha yiiksek oldugunu gostermistir. Post-mortem ve

deneysel c¢alismalar, beyin yaralanmasindan sonra hem A birikiminin hem de tau
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patolojisinin arttigin1 géstermistir. Ayrica CSF’de AP diizeyi ylikselmistir ve APP asir1
iretilmektedir®.

Orta yasta asir1 alkol alimimin 6zellikle APOe4 alleli tasiyicilar arasinda yasamin
gec evrelerinde demans ve AH riskini 3 kat artirdigi bulunmustur. Diisiik dozda alkol
aliminin demans ve AH’nin insidansini azalttig1 bildirilmistir ve diisilk dozda alkol
aliminin demansa kars1 koruyabilecegi ileri siirilmiistiir. Ancak diisiik dozda alkol
aliminin demanstaki rolii ile ilgili ¢alismalar tartismalidir. Ciinkii ikisi arasindaki iliski,
yasam tarzindan, sosyoekonomik durumdan ve alkol tiketiminin degerlendirme
Olcutlerinden etkilenebilir. Alkolun lipid, lipoprotein diizeyi, inflamasyon ve hemostatik
faktorler gibi kardiyovaskiiler sistem iizerinde yararli etkiye sahip olabilir. Diisiik dozda
alkol kullanimi, kardiyovaskiiler hastalik riskini azaltabilir ve bdylece daha az beyin
hasar1 ortaya cikabilir. Asir1 alkol tiiketiminin ise artan beyin atrofisi ve daha kiiclik

beyin hacmi ile iliskili olarak beyinde zararli etkiye sebep olmaktadir™.

2.1.2.2.2. AH Riskini Azaltan Faktorler

Egitim ve sosyoekonomik durum ile AH ve demans arasinda olduk¢a yakin bir
iligki vardir. Egitim diizeyi arttikca noronal ve biligsel rezervin iyilestirilebildigi ve
bdylece demans ile ilgili sendromlarin baslamasinin geciktigi gosterilmistir. Ayrica,
diisiik egitim diizeyinin AH ac¢isindan riski arttirdigini gosteren birgok calisma da
bulunmaktadir®®®.

Diizenli fiziksel egzersizin de biligsel agidan saglikli hastalarda demans ve
AH’nin baslama yasin1 geciktirilebilecegi bildirilmistir. Ayrica yiiriime gibi hafif
fiziksel aktiviteler de demans riskini azaltabildigi bildirilmistir®®. APOEe4 allelini
tagiyan hastalarda, orta yaslarda yapilan diizenli fiziksel aktivitenin demans ve AH
gelisimine kars1 giiclii bir koruyucu etkiye sahip oldugu da gosterilmistir. Fiziksel
aktivitenin genel ve vaskiiler saglig: iyilestirmesinin yani sira, beyin plastisitesini de
biligsel fonksiyonlarin siirdiiriilebilmesi ile iliskili genlerin transkripsiyonunu ve
norotrofik faktorleri etkileyerek iyilestirir®:.

Ayrica ileri yaslarda biligsel fonksiyonlarin siirdiiriilmesinde yararli oldugu ileri
stiriilen antioksidan ve vitaminleri iceren bir¢ok besin bulunmaktadir. Bu maddeleri
iceren besinler, meyve, sebze ve glclu antioksidan bir bilesik olan resveratolu igeren

kirmizi sarap gibi igeceklerdir. Bu besinlerin ayrica kardiyovaskiiler hastaliklardan
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(CVD) korunmaya yardimeci olabilecegini gosteren calismalar bulunmaktadir. Diisiik
kolesterol igerigine sahip ve vitamin, antioksidan, anti-inflamatuvar molekiiller, omega-
3 yag asitleri ve mineralleri iceren besinleri tiketmenin AH’nin 6nlenmesinde yararli
oldugu ileri siirilmektedir. Ayrica tiiketilen yag icerigi ve kalitesi de onemlidir. Yag
asitlerinin PSEN1 {iretimini baslatabilecegi ve donmus yag asitlerinin de tau olusumu
tetikleyebilecegini gosteren ¢aligmalarin yani sira, sinir ve dolagim sistemindeki 6nemli
yolaklarda gorevli enzimlerin kofaktorii olan B12 gibi bazi vitaminlerin eksikliginin de
AH’ye yakalanma riskini artirdigin1 gésteren ¢alismalar da bulunmaktadir®®.

Aile geemisi, egitim diizeyi, yiiksek yag igeren besinler tiketme, hipertansiyon,
diyabet, kafa tramva ge¢misi ve belirli genlerin etkisi AH i¢in risk faktorii iken, yasam
tarzinin ve beslenmenin degistirilmesi gibi koruyucu tavsiyelerin ise AH’nin
baslangicin1 geciktirdigi ileri stiriilmektedir. Bu faktorler hastaligin temel nedeni

degildir, ancak AH’nin ilerlemesinde 6nemli etkileri oldugu diisiiniilmektedir®®.

2.1.3. AHile Ilgili Hipotezler
Alzheimer Hastaliginin kompleksligi nedeniyle AH’nin etiyolojisi ve patogenezi

ile ilgili birgok hipotez ortaya konmustur;

2.1.3.1. Kaolinerjik Hipotez

AH ile iligkili ilk ortaya atilan hipotez kolinerjik fonksiyon bozuklugudur. AH’li
hastalarin beyin dokusunda yapilan biyokimyasal arastirmalarda, normal bireyler ile
karsilagtirildiginda serebral kortekste ve diger beyin bolgelerinde kolin asetilkolin
sentezinin ve asetilkolin salinimmin azaldigi gosterilmistir. AH’de hem asetilkolini
sentezleyen enzim asetiltransferaz, hem de asetilkolini hidroliz eden enzim, asetilkolin
esteraz aktivitesi azalmistir. Bu bulgular, serebral kortekste ve diger beyin bolgelerinde
kolinerjik noronlarin kaybi ve kolinerjik ndrotransmisyon kaybinin, 6nemli Olglide
AH’deki biligsel fonksiyonlarin bozulmasma sebep oldugunu belirlemistir®. AH’de
asetilkolin esteraz aktivitesi azalmis olmasina ragmen, kolinerjik ndrotransmisyonun
tyilestirilmesi icin Alzheimer hastalarinda kullanilan mevcut ilaglarin biiyiik ¢ogunlugu
asetilkolin esteraz inhibitorleridir. Asetilkolin esteraz inhibitorleri bir ndrotransmitter

olan asetilkolinin yikimini inhibe ederek kolinerjik fonksiyonu giiglendirirler. Kolinerjik
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hipotez AH’nin semptomatik tedavisinde yarar saglayan ilaglarin gelistirilmesi igin

6nemli bir yaklasimdir®.

2.1.3.2. Amiloid Kaskat Hipotezi

Bilimsel ¢aligmalarda ve ilag endiistrisinde yapilan arastirmalarda en etkili olan
yaklasim ‘Amiloid Kaskat Hipotezi’dir ve bu hipotez beyinde AP birikiminin, sinirsel
yaralanmalar ve norofibrilar yumaklarin olusumu gibi AH’ye sebep olan olaylar
zincirini baglattigi varsayimina dayanir. Amiloid Kaskat Hipotezi’ne gore, Ap’nin
konformasyonel degisimleri ve fibrilar agregasyon, hiicrelerle etkilesime giren ve
ndronal oliime sebep olabilen hiicre disi birikimlere sebep olur. Bu hipotez primer
kiiltir ve ndronal hiicre hatlarinin kullamldigi birgok ¢alisma ile dogrulanmistir®. Bu
hipotez dogrultusunda Alzheimer hastalarinda AP birikimini azaltmaya yonelik mevcut
olarak kullanilan higbir ila¢ bulunmamaktadir. Ancak bu yaklasim ile ilgili bir¢ok ilag
olma potansiyeline sahip molekil deneme asamasindadir ve yeni ilag arama ¢aligmalari

da devam etmektedir®.

2.1.3.2.1. Ap’min Dahil Oldugu Diger Yolaklar

AP’nin noronal hicre 6lumind indiikledigi birgok yolak vardir ve hucre igi
kalsiyum birikimi, nitrik oksit (NO) ve peroksit tretimi, membran lipid peroksidasyonu,
azalan membran akiskanligi ve hiicre iskeletindeki degisim gibi bircok benzeri

mekanizmay esas alan goriisler ileri siiriilmiistiir.®® (Sekil 8);
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Sekil 8. A nin hiicre i¢inde etkiledigi yolaklar®®

AP protofibrilleri, néronun yakinindaki glial hiicrelerden glutamat gibi uyarilmis
aminoasitlerin asirt salinimmi  tetiklemektedir. N-metil-D aspartatin, glutamat
reseptorlerini asirt aktive etmesi, hiicre icinde Ca®" artis1 ile sonuglanir. Boylece noronal
nitrik asit sentaz aktive olur ve sonugta NO (retilir®’. Noronal hiicre hatlarinda, Ap
toksisitesinin Reaktif Oksijen Turleri (ROT) ve NO Uretimini indlkledigi gosterilmistir.
NO asint tretildiginde, siiperoksit anyonu ile birlesir ve asir1 derecede reaktif ve
norotoksik bir iiriin olan peroksinitrit meydana gelir. Bu toksik bilesenlerin iiretimine,
Glutatyon peroksidaz (GSH) azalmasi, indiiklenebilen NO sentazin (iNOS)
aktivasyonu, mitokondriyal peroksiniritin birikimi, tirozin nitrasyonu ve membran lipid
peroksidasyonu eslik etmektedir. Sonug olarak mitokondriyal hasarin bir parcasi olarak
daha ileri oksidatif ve nitrosatif hasara sebep olur®.

Protofibrillerin ve agregatlarin aksonal ve dendiritik tasmmmayir bozarak
noronlarda zararli etkiye sahip oldugu da belirlenmistir. APP ve PSEN, kinezin I’e
baglanabilir ve vezikiiler trafigi diizenleyebilir. PSEN mutantlari, kinezin aracili ileriye
doniik aksonal taginmay1 bozan glikojen sentaz kinaz-3B aktivitesini artirir ve ayrica

biriken Ap’lar fiziksel transportu engelleyebilir®’.
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Beyin dokusu, diger organlar ile karsilastirildiginda, ytliksek oksijen tiiketim hizi,
bol lipid icerigi ve gorece antioksidan enzimlerindeki yetersizlik nedeniyle oksidatif
strese oldukga hassastir. Noronlarda oksidasyon, inflamatuar sitokinlerin upregiilasyonu
ve tamir edilemeyen DNA hasarlar1 gibi bir¢ok farkli probleme sebep olabilir®.
Mitokondriyal fonksiyon bozuklugu sonucu oksidatif stres AH’ nin erken asamalarinda
meydana gelir ve AP direkt veya indirekt olarak mitokondriye zarar verebilir. A,
solunum kompleks I’i bloke eder, bdylece ATP Uretiminde azalma meydana gelir.
AP’nin mitokondride solunum ve a-ketoglutarat dehidrogenaz ve purivat dehidrogenaz
enzim aktivitesini inhibe ettigi bulunmustur. AB’nin mitokondriye translokasyonu
bilinmemektedir. Ancak, mitokondride AB’nin etkilestigi bir enzim olan AP baglanma
alkol dehidrogenaz (ABAD) tanimlanmistir. ABAD, AH’li hastalarin beyinlerinde
upregiile edilmistir. Mutant APP ile ABAD’n ekspresyonu, serbest radikal Uretimini ve
toksisiteyi artirir. AB-ABAD etkilesimini engelleyen bir peptid, serbest radikal
olusumunu ve hiicre 6lumini engelleyebilir. Ozetle, mitokondriyal fonksiyon
bozuklugu ve ortaya ¢ikan enerji bozukluklari, protein agregatlarinin temizlenmesindeki
bozukluklara, iyon kanallar1 ve pompalama aktivitesini ve ndronal taginmay etkileyen
néronal fonksiyon bozukluklarina sebep olabilir®’.

Biriken AP, norofibrilar yumaklar ve hasar gormiis noronlar, hiicre hasarina
dogal bir cevap olarak inflamasyonu uyarabilir. Ayrica mikroglia, beyin icindeki
enfeksiyon ve yaralanmaya bagl olarak immiin ve inflamatuvar cevapta rol oynar. AH
patogenezi sirasinda mikroglia, proinflamatuvar sitokinler reaktif oksijen turleri,
proteinazlar ve komplement proteinler gibi sitotoksik molekiillerin salinimini aktive
ederek sitokinler néron hicrelerini ve oligodendritleri apoptoza surikleyen ve miyelin
hasarini artiran inflamatuvar siirecleri uyar1r69.

Kolesteroliin de AH patogenezinde rol oynadigi diistiniilmektedir. Beyin diger
organlarla karsilastirildiginda, en yiiksek kolesterol diizeyine sahip organdir. Yiikselen
kolesterol diizeyinin AP iiretimini artirdigl ve azalan kolesterol sentezinin AP diizeyini
azalttigi ve dolayistyla AH riskini de azalttigi goOsterilmistir. Kolesterol seviyesinin
diismesi, aym1 zamanda vaskuler risk faktorlerinden koruyarak demans riskini ve
siddetini azaltabilmektedir. Ciinkii siklikla vaskiiler demans, Alzheimer hastalig1 ile

birlikte seyretmektedir’®. 218 bireyde yapilan bir calisma, orta yash ve yashlarda
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Yiksek-Yogunluklu Lipoprotein (HDL) kolesterol ile korteksteki plaklar ve norofibrilar
yumaklar arasinda giiglii bir iliski oldugunu gostermistir’*.

AP peptidinin néronlarda ER stresini indiikledigi ve mitokondri ve ER-aracili
hiicre 6liim yolaklarin1 aktive ettigi gosterilmistir. APP mutantlarinin ER’de tutulmasi,
APP’nin islenmesinde degisikliklere sebep olmakta ve ER’den sitozole AP salinimini
degistirmektedir. ER’de proteinlerin birikimi, ER’de strese neden olur. ER, stres
durumunu yonetmek icin gerekli olan gen ekspresyonunu ve metabolizmadaki adaptif
degisimleri uyaran katlanmamis protein cevabin1 (UPR) aktive ederek hiicreyi korur. Bu
yolak yanlis katlanmig proteinlerin saperonlar araciligiyla diizeltilmesini eger hatali
katlanma diizeltilemiyorsa, bu proteinlerin {iibikiitinlenerek ER aracili degredasyon
yolagi (ERAD) iizerinden proteozomlar ile degrade olmasini saglar. Bu cevapla birlikte,
protein sentezini yavaslatmakta ve hiicresel saperonlar uyarilarak protein katlama
kapasitesi artmaktadir. UPR, redoks savunmasim ve Ca®* iyonunun savunma
kapasitesini giliglendirebilir ve otofaji ile hiicresel temizligi artirabilir. ER stresi ayrica
noronlar1 apoptotik hiicre Oliimiine hazirlayabilir. Bu stresin devam etmesi halinde
hiicre apoptoza ugrayabilir. ER stresi, sinaptik kaybi1 ve aksonal dejenerasyonu
baslatabilir, sonu¢ olarak ER stresi AH patogenezini agirlastiran diger hiicresel
yolaklarin katilmasina sebep olabilir’.

AP kaskat hipotezine gore, AP plaklarin olusumu AH patolojisinde ilk agamadir.
Norofibrilar yumaklarin AB plaklariin olusumundan sonra sekonder olarak ortaya
ciktigini gosteren genetik ve histopatolojik ¢alismalar, bu hipotezi destekler niteliktedir.
Bu hipotezi destekleyici kanitlarin artmasiyla birlikte AB’nin iiretimini azaltmak ve
AP’nin yikimint artirmak i¢in uygun tedavi stratejilerinin gelistirilmesi daha 6nemli
hale gelmektedir®. Bu hipotez dogrultusunda bir¢ok ila¢ olma potansiyeline sahip

molekiil deneme asamasindadir ve yeni ilag arama ¢alismalar1 da devam etmektedir®.

2.1.4. AB Yikimi
AP saglikli bireylerde de iretilir. Ancak AB’nin Gretimi ve eliminasyonu
noronlarda normal sartlar altinda dengededir. AB’nin saglikli bireylerde siirekli olarak
dengeli Uretimi ve eliminasyonu sonucu, hiicrenin belirli kompartimanlarinda belirli bir
konsantrasyonda AP bulunmaktadir. Down sendromu gibi Ailesel AH’de 21.

kromozomda bulunan APP geninin 3 kopya bulunmasindan dolayi, ekspresyonundaki
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arti, beyin dokusunda AP iiretimi-yikimi arasindaki dengeyi AP iiretimini artiracak
yonde bozmaktadir. Sporadik form AH’de ise AP degradasyonu ile iligkili bu
mekanizmalarda bozulmalar meydana gelebilmektedir. AP degradasyonunda,
Neprilysin, Insiilin Degrade Eden Enzim (IDE), Endetelin Déniistiiriicii Enzimler (ECE)
gibi gorevli bircok proteaz bulunmaktadir”. Proteolitik kesim sonucu olusan AP,
proteozom tarafindan degrade edilir. Yasa bagli olarak proteozom aktivitesindeki
azalma hem AP hem de tau proteininin birikimine sebep olabilir ve bu proteinlerin
birikiminin artmasi proteozom aktivitesini daha da azaltabilmektedir. AH’de AP
peptidleri ve bu azalmig proteozom aktivitesi, sinaptik fonksiyonun bozulmasini

hizlandirmaktadir™,

2.1.5. AH Tam ve Tedavisi

AH tanis1 i¢in gelistirilen altin standartlar otopsiye dayali caligmalardan elde
edilmistir. Amiloid plaklarin ve ndrofibrilar yumaklarin varligi ve yayilimi, kesin AH
tanisim1 ve hastaligin asamasini belirlemek i¢in kullanilmaktadir. Klinik asamada
AH’nin tanmis1 biiyiik Ol¢iide fiziksel ve ndrolojik incelemelere ve norofizyolojik
degerlendirmelere dayanmaktadir™. Klinik olarak AH tamisi konulmasi igin tami
olciitlerinden biri; Ulusal Norolojik ve Iletisim Hastaliklar1 Enstitiisii ve Inme-
Alzheimer Hastalig1 ve Iliskili Hastaliklar Dernegi (NINCDS-ADRDA), digeri; Tanisal
ve Istatistiksel El kitabidir (DSM IV)™® (Sekil 9). Hastalar ve aileleri tizerindeki yukii ve
sosyal ve ekonomik masraflar1 azaltmak i¢in hastaligi daha erken teshis eden tani
belirtecleri bulmak icin ©6nemli caba sarf edilmektedir. Manyetik Rezonans
Goruntuleme (MR) ve Pozitron Emisyon Tomografisi (PET) gibi nérogoruntileme
yontemleri arastirmacilara erken evrelerde Alzheimer tanis1 koymasina olanak saglamak

i¢in gelistirilmistir77.
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A Asagidakilerden her ikisinin bulunmas: ile belirli gogul biligsel yetersizligin gelismesi
1. Bellek bozuklugu (yeni bilgileri dgrenme ya da daha dnceden 6grenilmis bilgileri animsama yetisinde bozulma)
2. Agagmdaki biligsel bozukluklardan birinin ya da daha fazlasinin bulunmasi
Afazi (dil bozuklugu)
Apraksi (motor iglevlerde bozukluk olmamasina ragmen motor aktiviteleri yerine getirmede bozukluk)
Agnozi (duyu islevlerinde bozukluk olmamasina kargin nesneleri taniyamarna ya da tanimlayamama

Yonetsel iglevlerde bozukluk (organize etme, siraya koyma, tasarlama soyutlama)

B. Al ve A2 tam 6lghtlerindeki biligsel bozukluklarmn kiginin toplumsal, sosyal giinliik islevselliginde bozulma va da dneeki
islevsellik dizeyinde azalmaya sebep olmas:

C. Hastaligin yavag, sinsi, agama agama olusu ve stirekli bir biligsel azalma

D. Hastalarin biligsel kapasitesindeki azalmamn santral sinir sistemini ilgilendiren hastaliklara (serebrovaskiiler olay,
Parkinson hastaligi, subdural hematom, beyin timdrii, hidrosefali) demansa yol agabilecek sistemik durumlara
(hipotiroidizm, vitamin B12 eksikligi, hipoglisemi) ya da madde bagimliligina bagh olmamas:

E. Hasta deliryum tablosunda olmamali

F. Hastanmn klinik durumu bagka psikiyatrik bozukluklarla (sizofreni. majér depresyon) agiklanmamalidir.

Sekil 9. AH’nin tan1 kriterleri**

Alzheimer hastaliginin ilerlemesinin durdurulmasi i¢in su anda mevcut bir tedavi
bulunmamaktadir. Ancak semptomlarin giderilmesinde kullanilan Amerika Gida ve ilag
Dairesi’'nden (FDA) onay almig 5 adet ilag bulunmaktadir. Bunlardan 3 tanesi
donapezil, galantamin ve rivastigmin kolinesteraz inhibitdridir’. Bu ilaclar 6grenme
ve hafiza icin olduk¢a 6nemli nérotransmitter bir madde olan asetilkolin molekilinin
bozunmasint Onler. Bdylece asetilkolin seviyesi yiiksek tutularak sinir hiicreleri
arasindaki iletisim desteklenmis olur. FDA onayli 4. ilag ise memantindir. Memantin,
N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor antogonistidir. Ogrenme ve hafizada 6nemli rol
oynayan Onemli bir ndrotransmitter olan glutamatin aktivitesini diizenler’”. NMDA
reseptorlerine glutamatin baglanmasi kalsiyumun hiicre i¢ine girisine izin verir. Bu
stire¢ 6grenme ve hafizanin yani sira hiicre sinyalizasyonu i¢in énemlidir. AH’de zarar
gormiis hiicrelerden yiiksek miktarda glutamat salgilanir ve kalsiyuma asir1 derecede
maruziyet ortaya ¢ikar. Boylece hiicre hasari hizlanir. Memantin NMDA reseptorlerini
kismen bloke ederek bu yikim zincirini engellemektedir. FDA onayli 5. tedavi ise
memantin ile donapezilinin kombinasyonudur. Kolinesteraz inhibitorlerinin ve
memantinin etkisi populasyonlar arasinda degiskenlik gostermektedir®.

Son yillarda birgok potansiyel Alzheimer ilact klinik c¢aligmalarda
degerlendirilmistir ve bazi ilaglarin da klinik ¢alismalar1 devam etmektedir. AH ile ilgili
calismalarda B-amiloide bicilen 6nemli patojenik rol nedeniyle, 6zellikle beyindeki -

amiloid miktarin1 azaltmaya yonelik ilaglar lizerine yogun bir sekilde odaklanilmistir.
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Bu tip ila¢ siniflarindan biri, APP’nin kesiminde rol oynayan proteazlar1 hedefleyen
ilaglardir. Bagka bir strateji ise immiin sistem araciligiyla B-amiloidin temizlenmesini
indiklemektir. Umut vadeden diger bir strateji ise nérofibrilar yumaklarin olusumuna
yol acan anormal tau proteinini hedefleyen ilaglarin gelistirilmesidir. AH i¢in diger
tedavi edici stratejiler arastirilmaya devam etmektedir, ancak heniiz higbir biiyiik 6lgekli

basari elde edilememistir’.

2.1.6. BACEI1 (p-Sekretaz 1) Enzimi

B-Sekretaz enzimi 1999 yilinda birbirinden bagimsiz 5 farkli arastirma grubu
tarafindan kesfedilmistir. 2000°1i yillarda ise B-sekretaz 6zelliklerinin tiimiinii tasiyan ve
BACEIl olarak adlandirilan yeni bir transmembran aspartik asit proteaz enzimi
tamimlanmistir. Dolayisiyla BACE1 enzimi ile B-sekretaz olarak tanimlanan enzim
arasinda herhangi bir farkliligin bulunmadigi da anlagilmigtir. BACE1 enzimi, peptid
benzeri aspartil proteaz ailesinin bir iliyesidir. BACEI enzimi temelde diisiik pH’da
optimal aktivite gostermesine uyumlu bigimde, APP ile birlikte Golgi aparat1 ve geg
endozomlarda yerlesmistir. Enzimin aktif bolgesi, bu kompartimanlarin liimeninin
icindedir. APP’nin B-Sekretaz tarafindan kesimi bu komponentlerin tumiinde
gerceklesebilecegi bildirilmistir. Ayrica BACE1 hiicre membranindan tekrar erken
endozomlara aliabilir ve tekrar hiicre yiizeyine geri dénebilir™®. (Sekil 10) APP’nin
bliylik ¢ogunlugu Golgi kompleksinde yerlesmistir, kalan az miktardaki APP ise
membranda yerlesmistir. Hiicre membraninda bulunan APP’nin biiyiik cogunlugu ise a-
sekretaz ile amiloidogenik olmayan yolakta kesilirken, hucre icinde bulunan APP ise
BACE! tarafindan amiloidogenik yolak araciligiyla kesilir®® (Sekil 11). BACEL,
sonucta AH’ye sebep olan olaylar zincirinde gorevli ilk ve dnemli enzimdir. Strekli
olarak ifade edilmesine ragmen, AH’den etkilenen bireylerin beyinlerinde ve
serebrospinal sivilarinda (beyin-omirilik sivisi) artan seviyelerde bulundugu
gésterilmistirlo. Boylece BACE1 Alzheimer Hastaligi igin ilag gelistirmede nemli bir

hedef haline gelmistirgz.
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i{ BACE1 erken endozom

Sekil 10. BACEL enziminden hiicre yiizeyinden endositoz ile alinmast

Amiloidogenik olmavan yolak Amiloidogenik volak

/ APP
? u-sekretaz

! p-sekretaz
i y-sekretaz

Sekil 11. BACE1 enziminin kesimi ve hiicre traﬁgi81

Farelerde BACE1’in fonksiyonu bozuldugunda, beyinlerinde AB, sAPPP ve CTFp
iiretiminde bozulmalar gozlenmistir. Ayrica AH’li hastalarin frontal kortekslerinde

BACEI proteini miktarinda ve aktivitesinde dnemli bir artis gézlenmistir ve beyinde A
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miktart ile BACEI miktart arasinda pozitif bir iliski bulunmustur®. BACE1 knock-out
farelerden elde edilen veriler, beyinlerindeki BACEL enziminin in vivo olarak APP’nin
amiloidogenik yolak araciligiyla kesiminden sorumlu oldugunu gostermistir. BACE1
enzimi, stabil olarak APP’yi asir1 eksprese eden hiicre hattina transfekte edildiginde, [3-
sekretaz aktivitesinde Onemli bir artis gozlenmistir. BACE1’in transfeksiyonunun
aksine, APP’yi asir1 eksprese eden hiicrelerin BACEI antisense oligoniikleotidleri ile
muamelesi, BACE1 mRNA diizeyini azalttigi ve B-sekretaz aktivitesini inhibe ettigi
gosterilmistir. Null allel formundaki BACEL-/- farelerde yapilan ilk c¢alismalarda,
BACEI ekspresyonunun yoklugunun embriyonik gelisime zarar vermedigi veya
yetiskin knock-out farelerin morfolojisini, fizyolojisini, biyokimyasini ve davranis
Ozelliklerini degistirmedigi gosterilmistir. BACE1 yoklugunun, in vivo olarak iyi bir
sekilde tolere edilebildigi ve embriyonik, post-natal veya yetigkin farelerde istenmeyen
bir etkiye sahip olmadig1 gosterilmistir. Ancak, daha sonra BACE1-/- farelerde yapilan
daha kesin davranissal ¢alismalarda, bilissel ve duygusal fonksiyonlarda anormallikler
gosterilmistir. BACE1-/- fareler hem mekénsal hem de referans bellekte bozukluklar
sergilemislerdir. Bu veriler BACE1’in normal hipokampal hafiza siiregleri i¢in gerekli
oldugu ve dolayisiyla BACE1 araciligiyla beyinde AP iretimi, Af’nin APP
metabolizmasinin toksik bir yan iiriinii olmaktan ziyade fizyolojik bir islevinin oldugu
olasiligimi artirmaktadir. BACEIl aktivitesinin tamamen engellenmesi, belirli
istenmeyen yan etkilere sebep olabilmektedir. BACE1 diizeyinin kismi azaltilmasi ise
bilissel kusurlar1 ve AP birikimi gibi amiloid noropatolojileri diizeltebildigi
gésterilmigtirgs.

BACE1 geni 11 kromozomun 23.3 bolgesi tizerindeki ~30 kilobaz (kb) alani
kaplar®. (Sekil 12.)

Chr 11
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Sekil 12. BACE1 enzimini kodlayan genin 11. Kromozomdaki konumu®.

BACE1 geni, 24 aa’lik bir sinyal peptidi ve bu peptidi takip eden 24 aa’lik bir

proprotein domainini iceren 501 aa’lik bir proteini kodlar® (Sekil 13).
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Sekil 13. BACE1 enziminin temel yapisi®.

BACE1 enzimi, iki korunmus aspartik asit proteaz aktif bolge domainine sahiptir.
Bu domainleri bir transmembran domain ve 24 aa’lik bir C-terminal sitoplazmik
kuyrugu takip eder. ki proteaz aspartik aktif bolgesi arasindaki 25. ve 44. aa’ler
BACE!’in dogru katlanmasi i¢in 6nemlidir. Immiin boyama ile BACEI enziminin
bliylik cogunlugunun Golgi ve endozomlara yerlestigi gosterilmistir. BACEI1
baslangigta pre-proprotein olarak eksprese edilir ve daha sonra ko-transkripsiyonel
olarak N-glikozillenir. ER’de ~60 kDa’lik olgun olmayan BACEI iiretilir, propeptid
kesimi ve daha kompleks glikozillenme geg¢irdikten sonra, Golgi’de ~70 kDa’lik olgun
BACE1 dretilir®®>. BACE1 enziminin APP disinda bircok farkli substrati da
bulunmaktadir. Miyelinlesmenin diizenlenmesinde gorevli protein neuregulin 1 (NRG-

1), lipoprotein reseptor-iliskili protein (LRP), B-galaktosidaz, o-2,6-sialil transferaz
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(ST6-Gall), P-selektin Glikoprotein Ligand-1 (PSGL-1), Voltaj-Kapili Sodyum
Kanallarinin B-Alt Birimi (VGSCP) ve Interlokin-1 Reseptor 11 (IL-1R2) bunlardan

bazilaridir*’,

2.1.6.1. BACE1 Enziminin izoformlar
BACE1 mRNA’s1 pankreasta oldukca yliksek seviyede, beyinde orta seviyede ve
birgok periferal dokuda diisiik diizeyde oldugu bulunmustur. Ancak B-sekretaz aktivitesi
sadece beyinde en yiksektir, pankreasta belirlenemez seviyededir. Pankreasta bu
BACEl mRNA'sinin yiiksek ekspresyonu ve diisiik -sekretaz aktivitesinin sasirtic

oldugu diistiniilmiistiir®’.

Ancak, daha sonraki g¢alismalarda, pankreastaki BACEL
MRNA transkriptinden alternatif kirpilma sonucu farkli izoformlar olustugu
gosterilmistir. BACE1’in normal kirpilmasi, BACElsy olarak adlandirilan tam
uzunluktaki (501 aminoasit) aktif proteinin iiretimi ile sonuglanir. BACEL’in alternatif
kirpilmas1 enzim aktivitesi olduk¢a diisiik protein izoformlarmin olusumu ile
sonuglanir. BACEL pre-mRNA’sinin alternatif kirpilmasi 3. Ekzon igindeki alternatif 5’
kirpilma bolgesinin ve/veya 4. ekzon igindeki alternatif 3° kirpilma bélgesinin kullanimi
ile meydana gelir. Bu alternatif ve normal kirpilma bélgelerinin ¢esitli kombinasyonlari
ile 476, 457 ve 432 aminoasit uzunluklarinda kirpilma varyantlari olusur®. Pankreasta
ilk tanimlanan BACE!l varyantinda, 3. Ekzonun ucunda 132 nukleotid eksiktir ve
BACE1,s57 izoformu, 2 katalitik rezidii arasinda yerlesen ve 4 glikozilasyon bdlgesinden
2’sine sahip olan 44 aa’lik bir kisimdan yoksundur. Bu delesyonun proteinin yanlis
katlanmasina sebep oldugu ileri siiriilmiistiir. Bu durum hiicrede yanlis katlanmig
proteinlerin bir kalite kontrol mekanizmasi olan ER iginde pro-enzimatik formda
tutuldugu bilgisi ve BACEl,s; izoformunun ER’ye yerlesmis oldugu goézlemi ile
uyumludurlo. Bodendorf ve arkadaslari ayrica BACElss; izoformunun APP’nin
amiloidogenik yolak araciligiyla kesiminde rol oynamadigimi gdstermislerdir®.
BACEl,s7 izoformunun beyinde {liretilmesiyle iligkili birbiri ile celisen c¢aligmalar
mevcuttur. Ehehalt ve arkadaslari®® ve Bodendorf ve arkadaslarinin yaptig1 iki ayri
calismada, pankreasta aktif olarak bulunan BACElss; izoformunun beyinde
bulunmadigini gosterirken®®, Tanahashi ve Tabira BACEl,s; izoformunun beyinde
bulundugunu gostermislerdir®®. Bodendorf ve arkadaslari APP’yi asiri derecede

eksprese eden hucrelere BACELys;’yi Ko-transfekte ettiginde, BACE1’in enzimatik
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acidan aktif olan formu BACElse’de oldugu gibi APP’nin amiloidogenik yolakla
kesimini artirmadigim bildirmislerdir®. Daha sonra Tanahashi ve Tabira insan beyninde
BACE1ss; izoformuna ¢k olarak 2 yeni alternatif olarak kirpilmis izoform
belirlemislerdir. Bunlardan biri; BACE1476 izoformu, transkriptin 4. Ekzonundaki ilk 25
aa’den  (190-214. pozisyondaki aa’ler) yoksundur. Digeri; BACElys, izoformu,
transkriptin 4. Ekzonundaki ilk 25 aa’in yani sira 3. Ekzonun sonundaki 44 aa’den (146-
214. Pozisyonundaki aa’ler) yoksundur. BACEls; ve BACELs3; izoformlart tam-
uzunluktaki protein olan BACE1s;’de bulunan 4 glikozilasyon bdlgesinin ikisinden
yoksundur. Noroblastoma hicrelerinin protein sentez inhibitorleri ile muamelesinden
sonra indiiklenen stres kosullar1 altinda BACE1 ekspresyonunu ve aktivitesini inceleyen
Tanashi ve Tabira, alternatif kirpilma sonucu olusan ve kisa bir sekilde sonlanan 4. bir
BACEl varyanti oldugunu kesfetmislerdir. Bu yeni varyant BACEL;,; olarak
adlandirilmistir. BACE1357 3. Ekzon igindeki kirpilma donér bolgesinin kullanimi ile
olusturulur. Bu kirpilma bdlgesinin kullanimi1 erken bir sonlanma kodonunun
olusumuna ve non-sense aracilikli mRNA bozunmasi (NMD) olarak bilinen bir sirecle,
protein kodlayan dizilerin %75’inin eliminasyonuna sebep olur. BACEL,,7, 2. aspartik
proteaz bolgesini, iki N-bagl glikozilasyon bdlgesini, transmembran domainini ve C-
terminal sitoplazmik kuyrugunu igeren aa’lerden yoksundur. BACEL;,; B-sekretaz
aktivitesine sahip degildir ve pro-peptid ¢ikarma islemi gecirmeden ER’de tutulur. AH
hastalarinda ve saglikli kontrollerin  beyinlerinde disiik diizeyde BACEljy;
belirlenmistir. Ancak bu varyantin hastaliga katkisi belirlenememistir®. Mowrer ve
Wolfe, dokularda ¢ok diigiik konsantrasyonda iiretilen ve 4. Ekzonunu icermeyen 5. bir
BACEI1 kirpilma varyantt oldugunu bildirmislerdir. Bu varyant BACE14ss olarak
adlandirilmistir. 3. intron-4. ekzon baglantisindaki normal 3’ kirpilma bolgesinin ve 4.
Intron-5. Ekzon baglantisindaki normal 5° kirpilma bélgesinin kullanilmasi sonucu
olusur. Tam uzunluktaki BACElsp; proteininde bulunan 46 aa’den yoksundur.
BACE1,s5 izoformu tiim dokularda belirlenmistir, ancak beyinle karsilagtirildiginda
pankreasta yaklasik 3 kat daha fazla oldugu bulunmustur®. Tiim 5 BACEI kirpilma
varyanti, degisen diizeylerde de olsa beyin dokusunda belirlenmistir™® (Sekil 14).
BACE1l4, BACEls;, BACElss ve BACElss izoformlarmin aktivitesi, tam
uzunluktaki BACE1sp;’in aktivitesi ile karsilastirildiginda %80’e kadar daha diisiiktiir.

Mowrer ve Wolfe spesifik kirpilma bolgelerini engelleyen anti-sense oligonikleotidler
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kullanarak alternatif kirpilma bolgelerinin kullanimini artirmislardir. 3. intron- 4. ekzon
baglantisindaki normal 3’ kirpilma bdlgesinin inhibisyon, tam-uzunluktaki BACE1sp;’in
MRNA dizeyini azaltarak, BACE1l47s ve BACELls3; mMRNA dizeyini énemli 6lcude
artirmistir. Kirpilma varyantlarindaki bu 6nemli artis, istenilen etkiyi olusturmustur ve
antisense ile muamele edilen hiicrelerden iiretilen AP miktarini 6nemli Olgiide

azaltmistir’,

BACE1 127 BACE1501 BACE1 455
||
I BACE1 432
BACE1 457 BACE1 476

5. EKzZon I—

Intron 4

Sekil 14. BACE1 pre-mRNA’sinda BACEI izoformlarinin olugmast i¢in kullanilan kirpilma bt’)lgelerin.

Yapilan c¢alismalarda BACE1’in kirpilmasinin mindr mutasyonlara hassas oldugu
gosterilmistir. Ayrica 4. ekzondaki alternatif 3 kirpilma bolgesinde meydana gelen
mutasyon 4. ekzonun atlanmasinda 6nemli bir artisa sebep olmustur. Bu iki kirpilma
olayi, bir dereceye kadar birbiriyle baglantili olabilir. Clnkd, 4. ekzondaki 3’ kirpilma
bolgesinin inhibisyonunun 4. intron-5. ekzon baglantisindaki 3’ kirpilma bdolgesinin
taninmasini artirdigr  gosterilmistir, boylece BACElss5’de bir artis ile es zamanl
BACE1sp;’de azalis gézlenmistirll.

BACEL’in alternatif kirpilmasimi diizenleyen cis-acting ve trans-acting elementler
hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. BACELl’de bulunan Guanin tekrarlar1 G-
kuadrupleks yapisina katlanabildigi ve 3. ekzonda yer alan alternatif 5° kirpilma
bolgesinin se¢imini diizenleyebildigi belirlenmistir. Ayrica bu bolgeye heterojen
nikleer ribonikleoprotein H (hnRNP H) protein-RNA kompleksinin baglanabildigi ve
en aktif olan tam uzunluktaki BACE1sp;’in {iretimini artirdigi gosterilmistir. hnRNP

H’1n knock-down edilmesi ile AP4o’1n tiretimini diisiirdiigi bildirilmistirgl.
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BACE!’in alternatif kirpilmasi belirli hiicresel kosullar altinda degisebilir ve
BACE]1 kirpilmasindaki degisimler hiicrelerdeki A iiretimini etkileyebilir. Boylece
BACEI alternatif kirpilmasinin diizenlenmesi, AH’nin tedavisi igin potansiyel bir
terapotik strateji olabilir. Tam uzunluktaki BACE1so; ile karsilastirildiginda, alternatif
kirpilma gecirmis BACE1 transkriptleri oldukca azalmigs bir enzim aktivitesi
gosterdikleri i¢in bireyler arasindaki BACEI alternatif kirpilmasindaki varyasyonlar,

koruyucu veya patojenik olarak A iiretiminde farkliliklar ile sonuglanabilir®.

2.2. Histon Deasetilazlar (HDAC) ve inhibitérleri

Epigenetik bilimi, bir genin niikleotid dizisinde herhangi bir degisim meydana
gelmeksizin, gen ifadesinde meydana gelen degisimleri incelemektedir. Epigenetik
modifikasyonlar, gen ekspresyonunun diizenlenmesinde 6nemli bir mekanizmadir.
Epigenetik degisimlerden sorumlu olan, histonlarin asetilasyonu ve deasetilasyonu,
kromatinin yogunlugunu etkileyerek dkaryot htcrelerinin transkripsiyonunda 6nemli rol
oynar. Histon veya histon olmayan proteinlerin asetilasyon durumu, Histon Deasetilaz
(HDAC) ve Histon Asetil Transferaz (HAT) enzimlerinin koordinasyonu ile saglanir.
HAT enzimleri, histonlardaki lizin rezidulerine asetil gruplart eklerken, HDAC
enzimleri ise bu asetil gruplarini uzaklagtirir. Histon asetilasyonu, kromatin yapisinin
gevsemesi, transkripsiyon diizenleyicilerinin DNA iizerindeki spesifik bdlgelere
baglanmasi ve boylece transkripsiyon aktivasyonu ve DNA hasar onarimi ile iligkilidir.
Diger yandan histon deasetilasyonu, kromatinin yogunlasmasina ve transkripsiyonun
baskilanmasima sebep olur. Hem HAT hem de HDAC, gen ifadesi ve kontrol
mekanizmasinda rol oynarlar ve bircok alt birimden olusan kompleksleri
yonlendirirler®®. Bu enzimler lizinlerin in vivo asetilasyonu ve deasetilasyonu arasindaki
dengeyi korur. Histonlarda meydana gelen asetilasyon ve deasetilasyon arasindaki
dengenin bozulmasinin, yasla iligkili hafiza bozukluklarinda ve AH patogenezinde rol
oynadigi gosterilmistir®. Histon deasetilasyonunun diizeyini azaltmak icin HDAC
inhibitorlerine ait kemoterapik ajanlar kullanilmaktadir. Bu ajanlar farkli genlerin
ekspresyonunu degistirebilir. Boylece HDAC enzimlerinin AH tedavisi icin terapotik
hedef olabilecegi ileri siiriilmiistir™.

HDAC enzimleri, gelisim, proliferasyon ve hiicre 6limii gibi bir¢ok biyolojik

siirece dogrudan veya indirekt olarak katilabilir. Insanlarda 18 HDAC enzimi
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tanimlanmis ve 4 ana gruba ayrilmigtir. Smuf I HDAC’leri temelde nikleerdir,
lokalizasyonda gorev alir ve surekli olarak ifade edilirler. HDAC 1, 2, 3 ve 8 enzimleri
bu gruba aittir. Simif I HDAC’leri 2 alt gruba ayrilmistir. Bunlar; Sinif Ila ve Sif
lIb’dir. Smif Ila HDAC4, 5, 7 ve 9 enzimlerini igerirken, Sinif IIb ise HDAC6 ve 10
enzimlerini igerir. Sinif Ila sitoplazma ve nikleus arasindaki gégte gorevlidir, Siif I1b
ise temelde sitoplazmada bulunur®®. Smif III HDAC’ler sirtuinler olarak bilinir ve
Nikotinamid Adenin Diniikleotid (NAD") bagimli enzimlerdir. Smif IV HDAC’m tek
bir Gyesi bulunmaktadir; HDAC11. HDACI11 sinif I HDAC ailesi ile benzerlik gosterir
ve niikleusta yerlesmistir™.

Ilk olarak anti-kanser ilaci olarak kullanilan HDAC inhibitdrleri, histon
asetilasyonunu saglayarak bazi genlerin ifadesini  degistirebilmekte, ayrica
transkripsiyon faktorleri ve timdr baskilayici proteinler gibi histon olmayan bazi
proteinlerin asetilasyonunu artirarak ilgili genlerin transkripsiyonunu saglamaktadir.
Son yillarda HDAC inhibitorlerinin AH ve Parkinson Hastaligi gibi birgok
norodejeneratif ve psikiyatrik hastalikta, sinaptik plastisiteyi, 0grenme ve hafiza
yetenegini artirarak norokoruyucu rol oynadigi ileri siiriilmektedir. Birkag HDAC
inhibitorinin FDA onaymi alarak, kanser tedavisinde klinik olarak kullanima
baslamasiyla birgok HDAC inhibitorii belirlenmistir ve bunlardan bir kisminin klinik
oncesi veya klinik ¢alismalart devam etmektedir. HDAC inhibitorleri dogal

kaynaklardan purifiye edilebilir veya sentezlenebilir®™®*.

2.2.1. HDAC Inhibitorleri ve AH

Son yillarda birgok HDAC inhibitorii gelistirilmistir. Klinik aragtirmalarda
yaygin olarak kullanilan ve secici olmayan HDAC inhibitorler; valproik asit, Trikostatin
A, sodyum-fenil bitirat ve vorinostatdir. Bu inhibitorler ¢inko bagimli-HDAC Sinif I,
Sinif II ve Sinif IV enzimleri ile etkilesime girerler. Valproik asit Isve¢ mutasyonuna
sahip APPss; geni ile transfekte edilen HEK293 hiicrelerinde AB peptidi olusumunu
inhibe etmistir. Ayrica valproik asit AH transgenik farelerde, y-sekretazi inhibe ederek
AP plaklarini ve hafiza ile ilgili bozukluklar1 6nemli 6l¢iide azaltmistir. 4-fenil biitiratin
transgenik AH model farelerde tau proteininin fosforilasyonunu azalttigi belirlenmistir.
4-fenil butirat ayrica noron igindeki AP birikimini azaltarak, hafiza bozukluklarini

tersine c¢evirmistir. Ayrica se¢ici olmayan bir HDAC inhibitorii olan Trikostatin A
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verilen hayvanlarin da uzun donem hafiza bozukluklarinda iyilesme gosterdigi
belirlenmigtir. HDAC inhibitorlerinin AH fare modellerinde hafizay: iyilestirmesi goz
oniinde  bulunduruldugunda, HDAC inhibitérleri AH’li hastalarda bilissel
fonksiyonlarin korunmasinda alternatif bir ila¢ olabilir. Ancak, AH patogenezinde

HDAC ile iliskili hiicresel sinyal mekanizmalarimin aydilatilmas gerekmektedir™.

2.2.2. Sodyum Bdtirat

Butirat/Butirik asit, besinsel fibrillerin, anaerobik bakterial fermantasyonu
sonucu Uretilen ve toksik olmayan kisa zincirli bir yag asididir. Sodyum butirat (NaB)
ise biitirik asidin sodyum tuzudur®® (Sekil 15). Sodyum biitirat, HDAC inhibitérlerinin
bir Gyesidir. Sodyum bdtirat, diger HDAC inhibitorleri gibi histon asetilasyonunu

degistirebilir ve boylece bir¢cok genin ekspresyonunu etkileyebilir%.

H3C 0O- Na~

Sekil 15. Btirik asitin sodyum tuzunun (NaB) kimyasal yapisi®’

Sodyum biitirat, en ¢ok ¢alisilan histon deasetilaz inhibitorlerinden biridir. Kromatin
modifikasyonlar1 sayesinde gen ekspresyonunu degistirerek umut vadeden bir kanser
ajani1 olarak ortaya ¢ikmistir. Sodyum biitiratin, gOrece diisiik konsantrasyonlarda hiicre
cogalmasinin inhibisyonu ve farklilasmanin indiiklenmesi gibi kiiltiire edilmis memeli
hiicreleri iizerinde birgok farkl etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Ayrica, NaB’in meme
kanseri htcreleri, insan kolon kanseri hucre hatti ve HeLa servikal karsinoma hiicre
hatt1 gibi bir¢cok farkli kanser hiicresinde apoptozu indukleyebildigini gosteren ¢ok
sayida kanit vardir™®. Hiicre hatlarinda yapilan calismalarda, buylimeyi inhibe etme ve
apoptozu indikleyebilme aktivitesi nedeniyle, sodyum biitirat tek basina veya diger

anti-kanser ajanlarla  birlikte birgok malignant tumort tedavi etmek igin
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kullanilabilecegi ileri strilmistiir. Ancak NaB’mn klinik kullanimi, etki mekanizmasi
tam olarak bilinmedigi igin smirlidir®,

KM670/671INL mutasyonlu APP’yi ve L166P mutasyonlu PS1’i birlikte eksprese
eden APP/PS1-21 fareler kullanilarak yapilan bir ¢alismada 2 yasindaki farelerin agresif
AH patolojisi gostermeleri saglanmistir. Uzun stireli (6 haftalik) NaB tedavisinin ileri
evrelerde verildiginde bile hafizay: iyilestirdigi belirlenmistir. Bu modelde hafiza
bozukluklarinin geriye dondiiriilmesi, histon asetilasyonun hedeflenmesi ve sonug
olarak d6grenme ile ilgili genlerin ekspresyonu artisi ile baglannhdlrgg.

2011°de yapilan bir ¢alismada sodyum biitiratin, Alzheimer hastaliginin
patolojisinde ndrofibrilar yumaklarin olusumunda rolii olan ve merkezi sinir sisteminde
yiiksek diizeyde bulunan Tau proteinin, hastalikta artan kirpilma varyantinin
ekspresyonunu azalttigi bulunmustur. Bazi HDAC inhibitorlerinin de bircok genin

alternatif kirpilmasini etkiledigi belirlenmistir™.

2.2.3. Butein
Biitein polifenolik bir bilesiktir ve flavonoid ailesine aittir (Sekil 16). Bitkilerden

elde edilebildigi gibi laboratuvarda da sentezlenebilir. Biitein, 3,4,2°,4’-

tetrahidroksikalkon olarak da adlandirilmaktadir'®.

OH
OH

HO

OH O

Sekil 16. Biiteinin kimyasal yapisi™

Butein Rhus verniciflua agacinin yapraklarinda bulunur. Biitein i¢eren bitkiler ¢in
tibbinda kullaniimaktadir'®. Biitein, antioksidan, anti-adipojenik, apoptoz indukleyici
olma o6zelligi gibi birgok farkli biyolojik fonksiyona sahiptir. Biiteinin kanser gelisimi

ve ilerlemesini engelledigi bilinmektedir ve ayrica kolon adenosarkoma hiicreleri,
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I6semi htcreleri, lenfoma htcreleri, multiple miyeloma hucreleri, meme kanseri
hlcreleri, osteosarkoma hiicreleri, hepatoseluler karsinoma hiicreleri, prostat kanseri
hicreleri ve noroblastoma hiicrelerinde apoptotik hicre 6limani  indiikledigi
gosterilmistir. Biiteinin ayrica tiimor olusum siireclerinde koruyucu rol oynayabilecegi
ileri siiriilmiistir'®. Biiteinin ayrica dogal kalkonlar iginde en iyi HDAC inhibisyonu
sagladigi ve hem HDAC inhibisyonu hem de TNFa (hucre 6lim faktorl alfa) indikli
NF-kB (nlkleer faktér kappa B) inhibisyonu yaparak ikili etkiye sahip oldugu

bildirilmistir™®.
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamizda SH-SY5Y hicre hatti kullanilmistir. SH-SY5Y hucrelerine 5
mM ve 10 mM sodyum biitirat ve 2 uM ve 10 uM biitein uygulamasi yapilmistir. Bu
kimyasallarin SH-SYS5Y hiicrelerindeki BACE1 geninin izoformlarinda meydana
getirdigi ekspresyon degisiklikleri incelemeye c¢alisildi. Caligmalar Cukurova
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dali Labartuvar olanaklari

kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.1. Aracg Ve Gerecler
Bu caligmada kullanilan kimyasal maddeler, cihazlar ve teknik malzemeler

markalari ile birlikte asagida verilmistir;

3.1.1. Kimyasal Malzemeler
1. Besi Ortami1 DMEM/F12 (HAM) 1:1 (Biological Industries)
Butein (Abcr)
DEPC su (Invitrogen)
Dimetilstlfoksit (DMSQO) (Mrck)
Etanol (Merck)
Fetal Bovin Serum (FBS) (Biowest)
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits (Applied Biosystem)
Izopropanol (Mrck)
Kloroform (Mrck)

© © N o g~ w N

[EEN
o

. L-glutamin (Biowest)

[EEN
[EEN

. Penisilin/Streptomisin (PS) (Biowest)

[EEN
N

. Plate kapag1 (Applied Biosystem)

[EEN
w

. Sodyum Biitirat (Across Organics)

[EEN
SN

. Sybr Green Master Mix (Applied Biosystem)
. Tripsin/EDTA (Lonza)
. Trizol Reagent (Sigma)

[ T =
~N O O

. 96-kuyucuklu plate (Applied Biosystem)
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3.1.2. Cihazlar ve Teknik Malzemeler
1. Buzdolab1 (Argelik)
Isik mikroskobu (Olympus)
Inkiibator (nemlendirilmis ve %5 CO,’li ortam, Eppendorf marka)
Invert mikroskop (Olympus)
Steril enjektorler (2 mI’lik, 5 mI’lik, 10 mI’luk, 20 mI’lik)
Steril kabin (Kojair)
Steril kiilttir flask1 (Thermo Scientific)
Sogutmali santrifuj

© © N o g &~ DN

Thermal cycler (Applied Biosystem)
10. Vorteks

3.2.  Yontem

3.2.1. SH-SY5Y Hiicre Hattimn Ozellikleri

SH-SY5Y, metastatik bir kemik tumdrinden 1970’de elde edilen SK-N-SH insan
noroblastoma hiicre hattinin seri sekilde izole edilmis 3 noroblast klonlarindan (SH-SY,
SH-SY5, SH-SYS5Y) biridir. Hiicreler ilimli derecede dopamin beta hidroksilaz
aktivitesi gosterir. Glutamati ndrotransmitter olan GABA’ya doniistiirebilirler. SH-
SY5Y hiicrelerinin 1 x 10° hiicre/cm?den daha fazla bir satiirasyon yogunluguna sahip
oldugu rapor edilmistir. Bu hiicreler yapisan ve yiizen hiicrelerin karigimi olarak
bUyUrlO4. SH-SY5Y AH ve diger nérodejeneratif hastaliklarla ilgili calismalarda in vitro
model olarak kullanilmaktadir. Bu hiicreler sinaptik yapilara sahiptir, aksonal tasginma
gerceklestirirler ve noronlara 0zgi genleri eksprese edebilirler. AH’de tau ve
mikrotiibiillerin roliinii arastirmada yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica bu hiicre
hattt AH’nin progresyonunun altinda yatan mekanizmalarin anlagilmasinda ve ilag
gelistirme g¢alismalarinda da kullanilmaktadir'® (Sekil 17). Calismada kullanilan SH-
SYS5Y hiicre hatt1 Prof. Dr. Ayfer PAZARBASI’ndan temin edilmistir.
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Sekil 17. SH SY5Y hiicrelerinin mikroskopta 10x bilyitmedeki gérintiisi'®

3.2.2.SH SY5Y Hucrelerinin Buylume Ortaminin Hazirlanmasi

SH SYS5Y hiicrelerinin biiyiime ortaminin hazirlanmasi igin ¢izelge 2’de

gosterilen hacimde malzemeler kullanilmistir:

Cizelge 2. SHSY57 hiicrelerinin bilyiime ortaminin igerigi

Malzemeler % 100 ml ortam
DMEM/F12 1:1 %88 88 mL

Fetal Bovin Serum (FBS) %10 10 mL
L-Glutamin %1 1mL
Penisilin/Streptomisin %1 1mL

88 mL DMEM/F12 besi ortamindan alinarak steril bir kaba aktarildi. Uzerine 10
mL FBS ilave edildi. 1 mL L-Glutamin 0.22 pl’lik filtreden gecirilerek kaba ilave

edildi. 1 mL Penisilin/Streptomisin (PS) eklenerek, besin ortaminin homojen dagilmasi

icin birkac kez pipetaj yapildi. Cam siselerin agzi parafilm ile sarilarak kullanilana

kadar +4°C’ de saklandi.

3.2.3. Kimyasallar icin Stok Cozeltilerin Hazirlanmasi
3231. 5 mM Sodyum Biitirat (NAB) icin 1M Stok Cozeltisinin

Hazirlanmasi

0,33 g NaB hassas terazide tartildi. 120 pl DMSO ile ¢oziildii. Elde edilen

¢ozeltiye son hacim 3 ml olacak sekilde PBS (Fosfat Tamponlu Tuz ) ¢6zeltisi eklendi.




323.2. 1 mM Sodyum Biitirat (NAB) Icin 1M Stok Cozeltisinin
Hazirlanmasi

0,33 g NaB hassas terazide tartildi. 600 pl DMSO ile ¢oziildii. Elde edilen

cOzeltiye son hacim 3 ml olacak sekilde PBS eklendi. Sodyum Biitirat i¢in iki farkl

stok ¢Ozeltisinin hazirlanmasinin sebebi, farkli konsantrasyonlar i¢in hiicre kiiltiiriine

eklenen farkli hacimlerde DMSO oraninin farkli olacak olmasidir. Bu sekilde

DMSO’dan kaynakl1 gen ekspresyon farkliliginin 6niine geg¢ilmistir.

3.2.3.3. 0,1 mM Butein Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

0,014 mg Biitein hassas terazide tartildi. 500 pl DMSO ile ¢oziildii (1.stok ¢ozelti
= 10 mM). Bu 1. Stok ¢ozeltiden 20 ul alinarak tizerine 1980 pl PBS eklendi. (2.stok
cozelti = 0,1 mM) Bitein ile muameleler 2. Stoktan alinarak yapildi. M1.V1=M2. V2
formiilii kullanilarak her bir kuyudaki son konsantrasyon 2 pM ve 10 uM olacak sekilde
eklenmesi gereken miktarlar belirlendi.

3.2.4. SH SYS5Y Hiicre Hattinin COzUlmesi

1. Su banyosu 6nceden 37 °C’ye ayarlandi. Onceden hazirlanmis ve +4 °C’de
saklanmakta olan besin ortam1 37 °C’de 1s1t1ldh.

2. 25 cm®lik hiicre kiiltiir flasklarn etiketlendi ve 5 ml hazirlanan bliylime
ortamindan eklendi. Dondurma tiipii igindeki hiicreler -80 °C’lik dolaptan
cikarilarak hizlica 37 °C’de ¢Ozuldu.

3. Coziilen hiicreler pipetaj yapilarak 15 mL’lik tiiplere aktarild1 ve iizerine 10
mL biiyiime ortam1 eklendi. 1500 rpm ’de 5 dk santriftj edildi. Stipernatant
uzaklastirildi, dipte kalan pelet i¢in 5 ml taze biiylime ortami1 eklenerek pipetaj
yapildi.

4. Hiicre stspansiyonu, daha onceden hazirlanmis olan 25 cm?lik kiiltiir
kaplarina aktarildi. Flasklar mikroskop altinda incelendi ve 37 °C’de %5 CO;
bulunan inkiibatore yerlestirildi. 24 saat sonra hiicrelerin morfolojileri ve

ylizeye yapismalart mikroskopta kontrol edildi.
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3.2.5. Hiicrelerin Pasajlanmasi

1. Hucreler kiiltiir kab1 iginde yeterli yogunluga ulastigi belirlendiginde, biiyiime
ortami flasktan uzaklastirildi. Hiicreler steril PBS (Fosfat Buffer Salin) ile
yikanda.

2. 25 cm®lik hiicre kiiltiir flasklarma 1’er mL énceden 37 °C’de 1sitilmis Tripsin
/EDTA ¢ozeltisi eklendi. Kiiltiir kabinin tabanina hafif¢ce vurularak hiicrelerin
kalkmasi1 saglandi Hiicrelerin tabandan yeterince ayrilamamasi durumunda
kiiltiir kaplar1 2-3 dk’y1 gegmeyecek sekilde 37°C’de inkiibatérde bekletildi.

3. Mikroskop altinda hiicrelerin  kiiltir kabinin yiizeyinden ayrildig1
gozlemlendiginde kiiltiir kaplarina Tripsin/EDTA hacmi kadar biiyiime ortami1
eklendi ve pipetaj yapildiktan sonra hiicreler 15 mL’lik santrifiij tliplerine

aktarildi.

3.2.6. Hiicrelerin Sayim

1. Homojen hale getirilmis hiicre siispansiyonundan 20 pl alinarak ependorf
tiipe aktarild1 ve tizerin 180 pl biiylime ortamindan eklendi. Bu sekilde hiicre
siispansiyonu 10 kat seyreltilmis oldu. (1:10)

2. Seyreltilmis hiicre ¢ozeltisinden 10 pl alinarak Thoma lami ve lamel
arasindaki bosluga uygulandi. Isik mikroskobunda hiicreler sayildi. 4 farkl
alan sayilarak ortalamasi alindi. Mililitredeki hiicre sayis1 asagidaki formiile
gore hesaplandi;

Hiicre/mL= Ortalama Sayim Degeri x Seyreltme Faktorii x 10*

3. Bu formile gore, her bir 6-kuyucuklu platede bulunan 2 ml besiortami i¢eren
kuyuya 250 bin sayida hiicre gelecek miktarda hiicre siispansiyonu eklenerek
ekim yapildi. Her bir kuyuda, %80 hiicre yogunluguna ulasildiginda
(yaklasik 1 giin sonra) besiyeri degistirildi ve kimyasal uygulamasi yapildi.

Kontrol grubuna hi¢bir muamele yapilmadi.
DMSO grubuna 0.2 pl DMSO eklendi.
1 mM sodyum biitirat i¢in; 1 M sodyum biitirat stok ¢6zeltisinden 2 pl alinarak 2

mL’lik besiyerine eklendi. Eklenmeden 6nce besiyerinden 2 pl alinarak uzaklastirildi.
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5 mM sodyum biitirat i¢in; 1 M sodyum biitirat stok ¢ozeltisinden 10 pl alinarak
2 mL’lik besiyerine eklendi. Eklenmeden once besiyerinden 10 pl alinarak
uzaklastirildi.

2 UM bdatein i¢in; 0.1 mM konsantrasyonundaki 2. Stoktan 40 pl alinarak 2
mL’lik besiyerine eklendi. Eklenmeden 6nce besiyerinden 40 ul alinarak uzaklagtirildi.

10 uM biitein i¢in; 0.1 mM konsantrasyonundaki 2. Stoktan 200 pl alinarak 2

mL’lik besiyerine eklendi. EKlenmeden 6nce besiyerinden 200 ul alinarak uzaklastirildi.

3.2.7. RNA izolasyonu

1. Muamelenin yapilmasindan 24 saat gectikten sonra, 6 kuyucuklu plateden
hiicre biliyiime ortami uzaklastirildi. Her bir kuyucuk basmma 1 mL Trizol
eklendi. Bir gece +4 °C’de 1 gece inkiibe edildi.

2. Ertesi giin, hiicreler iyice homojenize olmasi i¢in pipetaj yapilarak bir bir gece
-20 °C’de bekletilmis 2 ml’lik ependorf tiipe aktarildi. Bu sekilde homojenize
edilen orneklerin niikleoprotein kompleksinin tamamen ayrilmasi i¢in oda
sicakliginda 5 dk. inkiibe edildi.

3. Ependorf tiipe 200 pl Kloroform eklendi. Tip 15 kere elde kuvvetle alt st
edildi. Oda sicakhiginda 2-3 dk inkibe edildikten sonra érnekler +4 °C’de
13.000 rpm’de 15 dk. santriftj edildi.

4, Karisim 3 faza ayrildi. RNA yogun olarak en iistteki sivi fazdadir ve bu faz
yaklasik total hacmin yaris1 kadardir. Tiip 45%lik ac1 ile tutularak en Ustteki
stv1 fazdan 400-450 pl alind1 ve yeni bir tiipe aktarildi.

5. Ependorf tipe 500 pl %100 izopropanol eklendi ve oda sicakliginda 10 dk
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra 1-2 kere ters yiiz edildikten sonra 4-5 sn
vortekslendi. Ornekler +4 °C’de 13.000 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi. RNA
peleti kalacak sekilde siipernatant uzaklastirildi.

6. Peletin lizerine 1 mL %75 etanol eklendi. %75 etanoliin hazirlanmasi sirasinda
DEPC ile muamele edilmis ultra saf su kullanildi. RNA 6rnegi kisa siireli
vortekslendi ve +4 °C’de 5 dk 7500 rpm’de santrifilj edildi. Etanol
uzaklagtirildi.

7. Pelet iizerinde ikinci kez 1 mL %75 etanol eklendi, kisa bir vorteksin ardindan

ornekler  +4 °C’de 5 dk 7500 rpm’de santrifij edildi. Stpernatant
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uzaklastirildi. RNA peleti 5-10 dk havada kurutuldu. Coziintrliigiini
kaybetmemesi i¢in peletin tamamen kurumasina izin verilmedi.

8. Peletin miktarina gore 20-50 pl DEPC su eklendi. Ornekler, 55 °C’de 10 dk
inkibe edildi. Kismen ¢6ziilmiis RNA’nin konsantrasyonlart ve  Ajgo/Azgo

orani nanodrop yardimiyla 6l¢iildii ve saflik oranlar1 belirlendi.

3.2.8. cDNA Eldesi

RNA orneklerinden cDNA elde etmek icin Applied Biosystems High- Capacity
cDNA Reverse Transkripsiyon kiti kullanildi. Reaksiyon hazirlandig: siire boyunca buz
tizerinde ¢aligildi. 20 pL’lik reaksiyon icin kullanilacak olan 2x Reverse-Transkripsiyon

Master mix bilesenleri ve hacimleri Cizelge 3’de gosterilmistir;

Cizelge 3. Reverse transkripsiyon igin kullanilan reaksiyon bilesenleri

Bilesenler Hacim/Reaksiyon (uL)
10x Tampon 2.0

25x ANTP (100 mM) 0.8

10x RT Rastgele Primerler 2.0

MultiScribe Revers Transkriptaz 1.0

Nukleaz icermeyen su 4.2

Reaksiyon basina Toplam 10.0

Her bir grubun 20 pL reaksiyon basina eklenecek RNA miktar1 1,5 pg olacak
sekilde hesaplanmistir.

cDNA Revers Transkripsiyon PCR reksiyonlarini hazirlamak ig¢in,

Her bir tlpe 10 pL 2x RT master mix eklendi.
Her bir tiipe 10 pnL RNA 6rnegi eklenerek birkag kez pipetaj yapildi.
Tipler kapatildi.

M w0 np e

Tiipler, bilesenlerin tabana ¢okmesi ve hava kabarciklarinin elimine edilmesi

icin kisa bir santrifiij yapildi.

o

Termal Cycler’a ylikleme yapilana kadar tiipler buz lizerinde bekletildi.

6. Termal Cycler’da PCR kosullar1 Cizelge 4’deki gibi ayarlandi;
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Cizelge 4. Revers transkripsiyon reaksiyonunun agamalart

1. asama 2. asama 3. asama 4. asama
Sicaklik 25°C 37°C 85°C 4°C
Zaman 10 dk 120 5 0

7. Reaksiyon hacmi 20 puL olarak ayarlandi.

8. Reaksiyon tlpleri Termal Cycler’a yiiklendi ve reaksiyon baslatildi.

3.2.9. Real-Time PCR (RT-PCR) Reaksiyonu

Real-Time PCR, amplifikasyon meydana geldikgce bir 06rnekte bulunan
transkriptlerin miktarinin  belirlenmesinde kullanilan bir yontemdir. Ozel olarak
bilgisayara bagli bir termal cycler ile goriintiillenmesini gerektiren floresan bir boyanin
kullanilmasi ile geleneksel PCR yonteminden farklilasir. Genellikle iiriinlin miktari,
reportor boyanin verdigi floresan 1s1ma ile dogrudan iliskilidir'®. Reaksiyon ilerledikce
iriin miktar1 belirlendigi i¢in, Real-Time PCR y0nteminin hassasiyeti yuksektir.
Floresan boya olarak bir¢cok ajan kullanilabilmektedir. Calismamizda SYBR green
kullanarak Real-Time PCR reaksiyonu gergeklestirilmistir. SYBR green, baz ciftleri
arasma girerek cift zincirli DNA’ya baglanir. SYBR green reaksiyon karisimina
eklendiginde, termocycler dongiiler boyunca ilerledik¢e (denatiirasyon, annealing ve
uzama) ve yeni amplikonlar Taq polimerazlar tarafindan sentezlendik¢e, SYBR green
boyasi ¢ift zincirli DNA’ya baglanir. SYBR green DNA’ya baglandiginda 1sima verir.
Isima miktar1 Slgiilerek istenen genin ekspresyonu belirlenir'®,

Calismamizda BACE1sp;, BACE14s7 ve BACEL,3, izoformlari igin Real- Time
PCR Reaksiyonunda kullanilmak tizere Primer BLAST ve OligoAnalyzer 3.1
(Integrated DNA technologies) programlar1 yardimiyla dizayn edilen primer dizileri

109,110.

Cizelge 5’de belirtildigi gibidir
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Cizelge 5. Hedef genlere 6zgu

dizayn edilen primer ciftleri

GAPDH (House keeping gen- Kontrol geni)

F: AGGGCTGCTTTTAACTCTGGT

R: CCCCACTTGATTTTGGAGGGA

BACE1s0; F: TCTTCATCAACGGCTCCAACT
R: GAGAAGAGGTTGGGAACGTG

BACE14s7 F: GGAAGGGTGTGTATGTGCCC
R: GAGTCGTCAGGCAGGTCG

BACE143, F: GGAAGGGTGTGTATGTGCCC

R: CACCACAAAGCAGGTCGGT

F: Forward primer  R: Reverse primer

96 kuyucuklu reaksiyon plate’inin

bilesenleri Cizelge 6’de belirtildigi gibidir:

Cizelge 6. SYBR green Real-Time PC

her bir kuyucuguna eklenen reaksiyon

R reaksiyonu i¢in gerekli bilesenler

Sybr Green Master mix 12,5 ul
Su 9 ul
Forward primer 1,25 pl
Reverse primer 1,25 pl
Cdna 1 ul
Toplam 25 ul

96 kuyucuklu reaksiyon plate’1 hazirlandiktan sonra iistii optik yapiskan film ile

hava kaparcig1 kalmayacak sekilde kapatildi. Plate, santrifiijde kisa bir dondiirmenin

ardindan thermal cycler cihazina yerlestirildi

sekilde ayarlandi:
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Cizelge 7. Real-Time PCR reaksiyonunun asamalar

50 °C’de 2 dk

Holding Asamas 95 °C’de 10 dk

95 °C’de 15 sn

Déngii Asamast (40 dongu) 60 °C’de 1 dk

95 °C’de 15 sn

Melting Curve Asamasi 60 °C’de 1 dk

95 °C’de 30 sn

60 °C’de 15 sn

3.2.10. Real-Time RT-PCR Sonug¢larinin Degerlendirilmesi

Yapilan real time PCR sonucunda Ct degerleri elde edilir. Bu degerlerin analiz
edilmesi ve bodylece istenen genin gorece kantifikasyonunu belirlemek icin 27 44T
yontemi kullanilir. Ct degeri, reaksiyon egrisi ile threeshold ¢izgisinin kesistigi noktaya
karsilik gelir. Bu nokta, ¢ozeltide istenen niikleik asidin amplifiye olmaya basladig ve
floresan sinyalinin belirlendigi dongii sayisimi gosterir. Daha diisiik Ct degeri, 6rnek
icinde istenen genin transkript miktarinin yiiksek oldugunu gosterirken, yliksek Ct
degeri ise bu transkript miktarimin diisiik oldugunu gosterir™!. Her bir gen icin deney ve
kontrol gruplarindan alinan c¢cDNA Ornekleri duplike olarak c¢alisilmistir ve bu
reaksiyonlardan elde edilen Ct degerlerinin ortalamasi alinarak kullanilmistir. Referans
gen olarak da bir housekeeping gen olan GAPDH geni kullanilmistir. BACE1so;,

2 24T yéntemine

BACE1,57 ve BACEL,3; izoformlarina ait gen ekspresyon degerleri,
gore asagidaki formiil kullanilarak belirlenmistir**%;

Deney Grubu ACt = Ct Hedef gen — Ct Referans gen

Kontrol grubu ACt = Ct Hedef gen — Ct Referans gen

AACt = Deney Grubu ACt - Kontrol grubu ACt

Ekspresyon degeri = 27 44"
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3.2.11. istatistiksel Analizler

Tiim istatistiksel analizler, SPSS 22.0 program: kullanilarak yapilmustir'®

. Tum
deney diizenegi 3 kez tekrar edilmistir. Her bir BACE1 izoformu i¢in sodyum bdtirat ve
biteinin dozlar arasinda anlaml: fark olup olmadigi, non-parametrik bir test olan Mann-
Whitney U testi ile degerlendirilmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak

tanimlanmaistir.
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4. BULGULAR

Calismamizda SH SY5Y hiicre hatti kullamlmustir. -80 °C’de saklanan hiicreler,
¢Oziindiirme isleminden sonra, yontem kisminda belirtildigi sekilde ¢oziindiiriilmiis ve
ilgili besiyerinde biiyiitiilmistiir. Ekimlerinden yaklasik bir gilin sonra, yeterli sikisikliga
ulasan hiicrelere pasajlama islemi yapilarak 6 kuyucuklu bir plate ekilmistir. Hiicreler
ekimleri yapilmadan dnce sayilarak her bir kuyuya 250.000 hiicre ekilmesi saglanmustir.
Plateler %70 sikisikliga ulastiginda -ekimden yaklasik 1 giin sonra- her bir kuyuya
sirastyla ImM ve 5 mM konsantrasyonlarda sodyum bdtirat, ve 2 uM ve 10 pM
konsantrasyonlarda bitein  uygulamas:  yapilmistir. Kontrol olarak  %0.02
konsantrasyonda DMSO uygulamasi yapilmis bir grup kullanilmistir. Kontrol grubunda
DMSO’nun kullanilmas1  oOzellikle biiteinin sadece DMSO’da ¢oziinmesinden
kaynaklidir. Buradan hareketle, besiyerindeki DMSO oran1 %0.02’yi gecmeyecek
sekilde, Sodyum bdtirat da, DMSO’da ¢oziilmiistiir. Tiim bu 6 gruptan, 1 giin siireyle
muameleden sonra RNA izolasyonu yapilmis ve revers transkripsiyon reaksiyonu ile
cDNA’ya cevirilmistir. BACE1 enziminin izoformlar1 olan BACE1s0;, BACE1l4s7 ve
BACE1,43; i¢in dizayn edilen primerler kullanilarak, histon deasetilaz inhibitorleri olan
sodyum bdtirat ve biiteinin bu izoformlarin miktarinda meydana getirdikleri degisimler
incelenmistir. Bu incelemeler Sybr Green karisiminin kullanildigi Real-Time PCR
reaksiyonu ile gergeklestirilmistir. Real-Time PCR sonuglart AACt yontemi yardimiyla
analiz edilmistir. Bu deney diizenegi 3 kez tekrar edilmistir. Sonuglarin anlamliligi,
dagilim normal olmadig: i¢in non-parametrik bir test olan Mann-Whitney U testi ile
degerlendirilmistir. 1ImM ve 5 mM sodyum bdtirat konsantrasyonlari arasinda anlamli
bir fark bulunamamistir. Ayrica 2 pM ve 10 uM biitein konsantrasyonlar1 arasinda da

anlamli bir fark bulunamamustir. (p>0.05)
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1 mM NﬂB ® 1 mM NaB

1,8
16
1,4
1,2

1
0,8
0,6
04
0,2

0] T T T 1

Kontrol BACE1sm BACElas7 BACElan

Sekil 18. 1 mM Sodyum Btirat konsantrasyonunda BACE1 izoformlarinin ortalama ekspresyonlar

5 mM NaB = 5 mM NaB

2
1,8
1,6
1,4
1,2

1
0.8
0,6
04
0,2

0 . . .

Kontrol BACELsm BACElas7 BACEl431

Sekil 19. 5 mM Sodyum Biitirat konsantrasyonunda BACE1 izoformlarinin ortalama ekspresyonlari

Sodyum biitiratin 1mM’lik diisiik ve 5 mM’lik yiiksek konsantrasyonlar1 kontrole
gbre BACE1Lsp; izoformunun ekspresyonunu artirmistir ve ayrica sodyum biitiratin
diisiik ve yiiksek konsantrasyonlart BACE150; izoformunun ekspresyonunu esit diizeyde
artirmigtir.  Sodyum  biitiratin 1 mM’lik disik dozu BACElys; izoformunun
ekspresyonunu  disiirmiis, 5 mM’lik yiikksek dozu BACElss; izoformunun

ekspresyonunu artirmistir. Aynmi sekilde, Sodyum biitiratin 1 mM’lik diisiik dozu
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BACE1,3, izoformunun ekspresyonunu gorece az miktarda diigiirirken, 5 mM’lik
yuksek dozu kontrole gore BACE1,3; izoformunun ekspresyonunu artirmistir (Sekil 18,
Sekil 19). Ancak yapilan istatistiksel analizde 1 mM ve 5 mM sodyum biitiratin
BACE1sy;, BACElss; ve BACEL,3, izoformlarinin ekspresyon diizeylerinde meydana
gelen bu farkliliklarin anlamli olmadig: belirlenmistir. (p>0.05).

2 uM Butein _
m2 pM Bittein

18
16
14
1,2

1
0,8
0,6
0,4
0,2

0 . . . .

Kontrol BACEl:n BACElss7 BACEl4n2

Sekil 20. 2 pM Biitein konsantrasyonunda BACE]1 izoformlarinin ortalama ekspresyonlari

10 pm Biitein

35 W10 pm Bitein

il

2,5

¥

1,5
1
0,5 I
0 ; ; ; ;

Eontrol BACEls;n BACElast BACElsm:

Sekil 21. 2 uM Biitein konsantrasyonunda BACE1 izoformlarinin ortalama ekspresyonlari
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Biiteinin 2uM’lik diisiik ve 10 pM’lik yiiksek konsantrasyonlar1 kontrole goére
BACE1sy; izoformunun ekspresyonunu artirmistir. Sasirtici bicimde bu artis miktarlart,
Sodyum biitiratin 1 mM’lik diisiik ve 5 mM’lik yuksek konsantrasyonunun BACE1s0;
izoformunun iizerinde yapmis oldugu artis miktari ile yaklasik olarak aynidir.

Biiteinin 2uM’lik diisik konsantrasyonu kontrole gore BACElss; izoformunun
ekspresyonunu bir miktar artmistir, ancak 10 uM’lik yiiksek konsantrasyonu BACE 1457
izoformunun ekspresyonunu 3 kat artirmistir. Biiteinin 2uM’lik diisiik konsantrasyonu
BACE143,; izoformunun ekspresyonunu degistirmezken, 10 uM’lik yiiksek
konsantrasyonu BACE1,3; izoformunun ekspresyonunu yaklasik 2 kat artirmistir (Sekil
20, Sekil 21). Ancak yapilan istatistiksel analizde 2uM ve 10 pM sodyum biitiratin
BACE1s0;, BACELs7 ve BACELy3; izoformlarinin ekspresyon diizeylerinde meydana

gelen bu farkliliklarin anlamli olmadigi belirlenmistir. (p>0.05 ).
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5. TARTISMA

Diinya niifusu hizla yaslandik¢a, bugiin 35 milyon olan demansl insan sayisinin
2030 yilina kadar 65 milyona kadar artmasi beklenmektedir. AH multifaktoriyel bir
hastalik olup, bilinen tek bir sebebi yoktur'®. Bu hastaligin baslangici ve seyri ile iliskili
bircok risk faktori olmakla birlikte AH’ye yakalanmada en buyik risk faktoru ileri
yastir %, AH’nin kesin bir tedavisi yoktur ve ila¢ gelistirme calismalari devam
etmektedir. Mevcut ilaglar, AH sonucu ortaya ¢ikan semptomlar1 yatistirmaya
yoneliktir, hastaligin seyrini yavaglatma ve durdurabilme 6zelligine sahip degillerdir76.
En ¢ok Usttinde durulan tedavi stratejisi ise, beyinde A birikimini azaltmay1 hedef alan
yaklasimlardir. Bu yaklasim, biriken AB’nin hiicre i¢inde apoptoza giden yolaklar
etkiledigini ve dolayisiyla AH’nin patogenezini baslattigini ileri siiren AP kaskat
hipotezini esas alir®®, Bu nedenle APP islenmesindeki temel rollerinin belirlenmesinden
bu yana, sekretazlar AH’nin tedavisi i¢in olast bir hedef haline gelmistir. APP’nin
kesiminin ilk basamaginda rol oynayan AP olusumuna sebep olan B-sekretaz ve AP
olusumuna sebep olmayan a-sekretaz arasinda yarisma sz konusudur®®, Dolayisiyla -
sekretaz enzimi olan BACE1, AH tedavisi icin énemli bir hedef olarak tanimlanmis
olup bu enzimin inhibisyonu AP iretimini ilk asamalarda engellemektedir. Ancak
BACE1-/- (null allel) farelerde yapilan ileri davranig ¢alismalarinda farelerin mekénsal
hafizalarinda bozulmalar oldugu gosterilmistir. Boylece BACE1’in normal hipokampal
hafiza stiregleri i¢in gerekli olduguna dair kanitlar artm1$t1r85.

Kromatin modifikasyonlar1 pre-mRNA kirpilmasinda énemli rol oynarla. HDAC ve
HAT enzimleri, bliyiime, gelisme ve hiicresel fonksiyonlarin siirdiiriilmesinde gorevli
bircok genin ekspresyonunun dizenlenmesinde oldukga 6nemlidir. Bu epigenetik
duzenlenmelerde meydana gelen gen ekspresyon degisimlerinin yasla iliskili hafiza
bozukluklar1 ve AH gibi noérodejeneratif hastaliklar ile iliskili olabilecegi
gosterilmistir®. HDAC enzimleri, histon asetilasyon seviyesini diizenleyerek hafiza,
biling ve AH patolojisinde gorevli bazi genlerin ekspresyonunu degistirebilmektedir. Bu
nedenle kompleks hastaliklarin tedavisi konusunda yapilan ¢alismalarda sodyum biitirat,
vorinostat gibi birgok HDAC inhibitoriiniin kullanimi giindeme gelmis olup bu
konudaki calismalar halen devam etmektedir®. Calismamizda kullandigimiz HDAC
inhibitorleri olan sodyum biditirat ve biteinin, birgok farkli yolak tizerinde genis etkilere
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sahip oldugu belirlenmis olup bir¢ok kanser hiicre hattindaki uygulamalarda hicre
cogalmasini inhibe etme, apoptozu indiikleme gibi etkilerinin yan1 sira model
organizma ¢alismalarinda immiin baskilama ve anti-inflamatuar 6zelliklerine de sahip
oldugu belirlenmistir%'loz. Ayrica birgok ¢alisma HDAC inhibitorleri kullanarak histon
asetilasyonunu hedeflemenin AH hayvan modellerine uygulandiginda, bilissel kusurlar
ve hafiza bozukluklarmi iyilestirebildigi de gdsterilmistir®®. AH’nin patogenezinden
birinci derece sorumlu oldugu diisiiniilen AP ile indiiklenmis model hayvanlarda, olusan
norotoksisiteyi tersine ¢evirmede HDAC inhibitérlerinin kullandiklar1 alternatif birkag
yolak belirlenmistir. Bunlardan birincisi, HDAC inhibitorlerinin  AB tarafindan
indiiklenmis tau hiperfosforilasyonunu inhibe edebilecegini ileri siirerken, ikincisi ise
HDAC inhibitorlerinin  hafiza ve Ogrenmede gorevli genlerin ekspresyonunu
diizenleyebilecegini ileri siirmektedir®*. HDAC inhibitorlerinin kullanildig ¢alismamiz
2. gorlis esas alinarak dizayn edilmistir.

Sodyum biitirat gibi secici olmayan HDAC inhibitdrleri ile tedavinin yaglanma,
beyin hasarlar1 ve néronal kayiplarin arastirilmasi i¢in kullanilan hayvan modellerinde
hafiza fonksiyonunu iyilestirdigi bulunmustur®™. Ancak bu inhibitorlerin AHnin
tedavisinde kullanilmadan 6nce ¢oziilmesi gereken bazi sorunlar vardir. Bu sorunlar,
hangi HDAC smifinin ve hangi epigenetik degisimlerin AH ile iligkili oldugu ve
dolayistyla hangi se¢ici HDAC inhibitoriiniin  AH’yi tedavi etmek igin
kullanilabilecegidir®.

Bu dogrultuda c¢alismamizin amaci, HDAC inhibitérlerinin ~ AH’nin
patogenezinde Onemli rol oynayan BACEL geninin alternatif kirpilmasini etkileyip
etkilemedigini arastirmaktir.

BACEL1 geni, 9 ekzondan olugsmakla birlikte bu genin mRNA's1 alternatif kirpilma
gecirmektedir. BACE1 mRNA’sinin  sadece intronlarin  ¢ikarilip ekzonlarin
birlestirildigi normal kirpilma gegirmesiyle 501 aminoasit uzunlugunda aktif protein
olan BACE1sp; olusmaktadir. 3. ekzon igindeki alternatif 5° kirpilma bolgesinin ve/veya
4. ekzonun alternatif 3’ kirpilma bolgesinin kullanildigt BACE1 mRNA’smin alternatif
kirpilmasi ile bu enziminin 476, 457, 455, 432 ve 127 aminoasit uzunlugunda 5 farkl
izoformu olugmaktadir. Olusan bu izoformlarin aktivitesinin tam uzunluktaki tehlikeli
versiyon olan BACE1lsy ile karsilastirildiginda daha diisiik oldugu saptanmustir.

BACE1 geninin knock-out edilerek tamamen etkisinin yok edilmesinden ziyade,
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aktivitesinin azaltilmasi ve bunun da alternatif kirpilma sonucu olusan izoformlarin
miktarindaki artis ve tam uzunluktaki BACElsp; versiyonunun miktarindaki azalig
araciligiyla meydana gelmesi, AH’nin  tedavisi ig¢in bir ¢6ziim olabilecegi
diisiiniilmektedir'®. BACE!’in alternatif kirpilmasini indiikleyecek ilaglar veya ajanlar
lizerinde yapilmis herhangi bir c¢alisma bulunmamaktadir. Birgok genin alternatif
kirpilmasinin ise histon deasetilaz aktivitesi tarafindan dlzenlendigi bildirilmistir. Bu
genlerden en dikkat cekeni ise, AH’nin patogenezinde rol oynayan tau’yu kodlayan
gendir. HeLa hiicre hattinda yapilan bu g¢alismaya gore, sodyum biitiratin hastalik
patogenezinde artan izoformunun azalmasina neden oldugu gosterilmistir™®, Ancak
BACE!1 geninin alternatif kirpilmasini etkileyen mekanizmalar hakkinda bir bulguya
rastlanmamistir. Ayrica BACE1 geni iginde, bu genin alternatif kirpilmasini artiran
veya azaltan diizenleyici bolgeler kismen belirlenmistir™’. Ayrica belirlenen bu
bolgelere baglanan alternatif kirpilmada gorev alan proteinler tanimlanmistir. Guanince
zengin dizilerin BACE1 geninin 3. Ekzonunda yerlesmis olan 5° alternatif kirpilma
bolgesinin kullanimini diizenlemekte oldugu gosterilmistir. Guanince zengin tekrarlar
G-kuadrupleks yapist olusturarak kirpilma mekanizmasinda rol oynayan hnRNP H
kompleksinin bu yapiya baglanmasini saglamaktadir. hnRNP H’nin bu G-kuadrupleks
yaptya baglanmast AH’nin patogenezinde tehlikeli versiyon olan BACE1lsg
izoformunun (retimini artirmaktadir. hnRNP H’nin  knock-out edilmesi ile Ap

! Ancak bu kirpilmada gorev alan proteinlerin,

miktarinin azaldigi g('jsterilmistir9
BACEI geni iizerindeki diizenleyici bolgelere baglanmalarini artiracak veya azaltacak
faktorler hakkinda literatiirde higbir bilgiye rastlanmamistir. Bu bilgilerden yola
cikarak, bu calismada HDAC inhibitorlerin BACE1’in alternatif kirpilmasini artirip
artirmadigi belirlenmeye caligilmistir.

Calismanin asil hedefi, kimyasal madde olarak sodyum biitirat ve biiteinin farkli
konsantrasyonlarinin tehlikeli olan BACE1sy; ve masum olan BACE14s; ve BACE1,3,
izoformlar1 lizerindeki etkisini arastirmakti. Bu perspektifle bakildiginda, genel olarak
sodyum biitiratin 1 mM'lik diisiik konsantrasyonu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda
BACE1sy; ekspresyonunda belirgin bir degisiklik yapmazken, BACE1’in masum
sayilabilecek BACE145; ve BACE1,3, izofoarmlarinda belirgin bir diigiis saptanmuistir.
Oysa BACEsp;’in kullanilan sodyum biitirat aracilifiyla masum olan BACEl,s; ve

BACE143, gibi BACEL izoformlarinin ekspresyonlarini artirmasi ve bu sekilde artan
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masum BACEL versiyonlarinin hastaliktan sorumlu BACElsg; ile bir kompetisyon
olusturabilecegini kurgulamigtik. Ancak 1mM sodyum bitirat konsantrasyonunda
diismesini bekledigimiz BACElsp; ekspresyonu artarken, artmasini bekledigimiz
masum izoformlar olan BACE1,4s7 ve BACE143,’nin azaldigini gézlemledik. Ancak tim
bu ekspresyon farkliliklarinin istatistiksel agidan anlamli olmadigi goriilmiistiir. Daha
onceki caligmalarda belirlenen sodyum biitiratin histon modifikasyonlari iizerindeki
yaptigi etkinin beklentimiz dogrultusunda etki olusturmadigi belirlenmistir.
Calismamizda HDAC inhibitérii olarak kullandigimiz sodyum biitirat ve biiteinin
AH’den birinci dereceden sorumlu izoformu ve iyi izoformlarinin gen ifade diizeyleri
bakimindan beklentimiz yonde degistirmedigi saptanmustir.

Calismada etkisi arastirilan sodyum batirat ve bateinin AH’den sorumlu
BACE1so;’in etkisini azaltmaktan ziyade artirdigi belirlenmistir. Diger bir ifadeyle
histon modifikasyonlar1 tizerindeki etkisi son ¢alismalarda rapor edilen sodyum
biitiratin BACE150;’in ekspresyonu beklenenin aksine artirmistir. Bu durum, Alzheimer
ve diger kompleks hastaliklarda rol oynayan hedef genlerin ekspresyonunu istenildigi
gibi degistirmede ©Onemli bir problemdir. AH patogenezinde rol oynamayan
BACE14s7’nin  pankreas dokusunda oldukca yiksek derecede eksprese edildigi
belirlenmistir’?. Alternatif kirpilma insan genlerinin %95’inde gergeklesen bir
mekanizmadir ve dokuya spesifik dogas1 geregi dokunun ihtiyaclart dogrultusunda
farkli izoformlar1 olusturabilme yetenegine sahiptir115. Dolayisiyla pankreasta
BACE1lss; baskin izoform iken beyinde tam uzunluktaki zararli versiyon olan
BACE1s); baskin izoform olmasi, beyin dokusunda enzimatik olarak daha aktif olan
BACE1sp;’in norogenez ve biligsel siireglerde 6nemli gorevleri oldugu ve pankreas
dokusunda enzimatik aktivitesi daha diisiik olan BACE14s7’nin bu dokudaki hiicrelerin
gorevlerinin yerine getirilmesinde yeterli oldugunu diisiindiirmektedir'®. Calismamizin
amaci, pankreas dokusunda BACE]ls7’nin ekspresyonunun yiiksek ve BACELsp;’in
ekspresyonunun diisiik diizeyde oldugu BACE]1 izoform paterninin beyin dokusunda
indiiklenip indiiklenemeyecegini arastirmakti. Bu dogrultuda, c¢alismada HDAC
inhibitorleri olan sodyum biitirat ve biiteinin bu etkiyi olusturmadig: belirlenmistir. Bu
calismada kullanilan SH-SY5Y hiicrelerinin néron benzeri hiicreler oldugu géz 6niinde

bulunduruldugunda, BACElsp;’in ekspresyonunda gorilen artisin miyelinlesme gibi
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ndronal hiicre streclerinde 6nemli rol oynayan giiclu 5° diizenleyici bolgedeki dominant
etki ile meydana geldigi diisiiniilebilir®’.

Ayrica farkli  konsantrasyonlarda uygulanan blteinin  de beklentimiz
dogrultusunda etki olusturmadigini belirledik. Calismamizda farkli konsantrasyonlarda
biteinin, tam uzunluktaki zararli form olan BACE1lsy; ekspresyonunu diisiiriirken,
masum izoformlar olan BACEls;s; ve BACEl3; ckspresyonlari artirmasini
amaglamistik. Ancak ne sodyum biitirat ne de biiteinin degisen konsantrasyonlarinin, bu
etkiyi gerceklestiremedigini belirledik.

Tim bu veriler dogrultusunda, sectigimiz histon deasetilaz inhibitorleri olan
sodyum bdtirat ve butein, BACE1 enziminin izoformlar1 {izerinde beklenen etkiyi
gostermemistir. Su anda histon asetilasyonu/deasetilasyonunu hedefleyen ilaglar bazi
kompleks hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu stratejinin dezavantajlarindan
biri, spesifik genleri hedeflemekten ziyade etkisini genom o6lgeginde gostermesidir,
clinkii bircok histon deasetilaz inhibitérii secici degildir™®. HDAC inhibisyonunun
memeli genlerinin yaklasik %2’sinin ekspresyonunu degistirdigi tahmin edilmektedir™’.
Boylece bircok genin ekspresyonu HDAC inhibitorleri tarafindan etkilenmez.
Calismamizda BACEL’in alternatif kirpilma sonucu olusan izoformlarda anlaml
degisim olmamasinin, sodyum biitirat ve biiteinin BACEl mRNA’sinin alternatif
kirpilmasinda gorev alan ilgili genleri de etkilememesinden kaynaklandigi
diistiniilmektedir.

Bu ¢alisma BACE1’in alternatif kirpilmaya indiiklenmesinin, se¢ici olmayan HDAC
inhibitorlerinden ziyade hedefe 6zgii bir etki olusturacak secici ajanlar kullanilmasinin

daha iyi bir yaklagim olacagini ortaya koymaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda noroblastoma kokenli SH-SYS5Y hiicreleri kullanilmistir. Bu

hlcreler 24 saat boyunca 1 mM ve 5 mM sodyum bitirat ve 2 uM ve 10 uM bitein ile

muamele edilmistir. Kontrol grubuna da DMSO uygulamas1 yapilmistir. Her bir grup

molekiiler biyolojik acidan degerlendirilmis ve asagidaki sonuglar elde edilmistir;

1.

2.

1 mM ve 5 mM sodyum butirat muamelesi BACE1lsy; izoformunun
ekspresyonu artirmistir. 1 mM sodyum butirat muamelesi BACE14s7
izoformunun ekspresyonunu azaltirken ve 5 mM sodyum biitirat BACE14s7
ekspresyonunu artirmigtir. Ayrica 1 mM sodyum bitirat muamelesi
BACE1,3; izoformunun ekspresyonunu azaltirken ve 5 mM sodyum biitirat
BACE1,3; ekspresyonunu artirmistir. Ancak bu degisiklikler istatistiksel
olarak anlamli bulunamamistir (p>0.05).

2 UM ve 10 pM bitein BACE1sp; izoformunun ekspresyonu artirmistir. 2
MM ve 10 uM bitein BACE14s7 izoformunun ekspresyonunu artirmistir. 2
MM bitein BACELl,3, izoformunun ekspresyonunu degistirmezken 10 uM
bitein BACEl,43, izoformunun ekspresyonunu artirmistir. Ancak bu

degisimler istatistiksel olarak anlamli bulunamamustir (p>0.05).

Elde edilen sonuglarin, A miktar1 yiiksek Alzheimer modellerinde daha detayli

karsilastirilmasi1 yapilabilir. Bu Alzheimer modelleri, transgenik fareler, transgenik

farelerin beyinlerden elde edilen primer hticre kulturleri veya transfeksiyon ile ekstra

kopya APP geninin hiicreye eklendigi hiicre hatlar1 olabilir. Alzheimer hastaliginin

tedavisi icin, BACELsp; uzunluktaki formundan ziyade, alternatif kirpilmasi sonucu

olusan izoformlarinin hedeflenmesi, kabul géren tedavi yaklasimlarindan biridir. Ancak

bu c¢alismadan ortaya ¢ikarilan sonug su Ki; bu izoformlarin hedeflenmesi icin HDAC

inhibitorlerinin kullanilmasindan ziyade, bu izoformlarin spesifik olarak hedeflenmesi

daha mantikl1 bir yaklasim olacaktir. Bu sebeple hem Alzheimer modelleri ile calismak

hem de BACEl izoformlarinin ekspresyonunun artirilmasi igin hedefe yonelik

kimyasallarin ve\ veya yaklasimlarin kullanilmasi1 6nerilmektedir.
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