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ÖZET 

Araştırmada yüksek früktoz diyeti tüketimine bağlı hücrede ortaya çıkan metabolik 

son ürün metilgliyoksalin in vitro beta amiloid oluşumu, ikincil haberci molekül siklik 

adenozin monofosfat (cAMP) ve bu molekülün parçalanmasını sağlayan fosfodiesteraz 1 

(PDE1)  üzerine etkilerinin araştırılması amaçlandı.  

Çalışmada insan orijinli glioblastoma U-87 MG (ATCC HTB-14) hücre hattı 

kullanıldı. Hücreler, 25 cm2 lik flasklarda ve içeriğinde %10 oranında fötal sığır serumu 

(FBS) ve penisilin/ streptomisin/amfoterisin B karışımı bulunduran Eagle's Minimum 

Essential Medium (E-MEM)  besi ortamında,  37oC, %5 CO2 ve %95 hava bulunduran 

steril inkübatörde üretildi. Çalışmada 1 gün önceden 24 kuyucuklu besi kaplarına ekilen 

hücrelere farklı konsantrasyonlarda metilgliyoksal(100- 400 um) eklendi. Süre sonunda 

kuyucuklara mtt ayıracı eklenerek metilgliyoksalin etkin konsantrasyonu tespit edildi. 

Sonraki denemelerde bu konsantrasyon hücrelere uygulanarak 24 saatin sonunda alınan 

RNA örneklerinden PDE 1B, PDE 1B1 ve Aβ1-40 gen ekspreyon düzeyleri real time PCR 

metoduyla araştırıldı. Yine alınan protein örneklerinden cAMP düzeyi ise ELİSA 

metoduyla analiz edildi. İnkübasyon süresi sonunda gruplardan hücre yoğunluk ve Kongo 

red boyaması ile amiloid birikim görüntüleri fotoğraflandı.  

Araştırmada yapılan canlılık kontrollerinde metilgliyoksalin 200 uM konsantrasyonu 

kontrol grubuna göre hücreleri %28 oranında azalttığı gözlendi. Bu konsantrasyon etkin 

konsantrasyon olarak kabul edilerek sonraki çalışmalar için kullanıldı. Yine 

metilglyoksalin hücreiçi cAMP düzeyini %31 oranında arttırdığı tespit edildi. Elde edilen 

gen ekspresyon verilerine göre metilgliyoksal Aβ1-40 gen ekspresyonunu 3.7 kat 

arttırıken, sırasıyla PDE1B ve PDE1B1 gen ekspresyonlarını ise 1.6 ve 3.3 kat baskıladığı 

ettiği tespit edildi. Çalışmada Kongo red boyaması sonucunda metilgliyoksal eklenen 

hücrelerin merkezlerinin mavi renkte ve periferlerinde ise sarı, yoğunlaşmış amiloid 

birikimlerinin olduğu gözlendi.  

Yapılan araştırmada fruktoz diyetinin etkilenen bireylerde Alzheimer hastalığının 

patogenezinde anlamlı derecede etkileyeceği kanısına varıldı. Ancak konunun tam 

aydınlatılması için başta in vivo denemeler olmak üzere ve daha ileri araştırmalara ihtiyaç 

duyulmaktadır.  

Anahtar kelimeler: Alzheimer, cAMP, fosfodiesteraz, amiloid protein 
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ABSTRACT
 

This research aimed to investigate the effects of methylglyoxal, which is a metabolic 

end product in the cell due to high fructose diet consumption, on beta-amyloid formation 

in vitro, secondary messenger molecule cyclic adenosin monophosphate (cAMP) and its 

effect on phosphoesterase 1 (PDE1), which degrades this molecule. 

Human glioblastoma U-87 MG (ATCC HTB-14) cell line was used in the study. Cells 

were maintained in a sterile incubator at 37 ° C, 5% CO 2 and 95% air in Eagle's Minimum 

Essential Medium (E-MEM) medium containing 25% fetal bovine serum and 10 % fetal 

bovine serum (FBS) and penicillin / streptomycin / amphotericin B mixture. Methylglyoxal 

was added at different concentrations (100-400 μM) to the cells cultured in 24-well flask 

one day before. At the end of the period, the effective concentration of methylglyoxal was 

determined by adding MTT reagent to the wells. In subsequent experiments, this 

concentration was applied to the cells, and the expression levels of PDE 1B, PDE 1B1 and 

Aβ1-40 gene from the RNA samples taken at the end of 24 hours were investigated using 

real time PCR method. Again, cAMP levels of the protein samples were analyzed by 

ELISA method. At the end of the incubation period, groups of cells were photographed for 

amyloid aggregation images with cell density and Congo red staining. 

In the viability tests performed in the study, it was observed that the concentration of 

200 μM of methylglyoxal decreased the cells by 28% compared to the control group. This 

concentration was taken as the effective concentration and used for further studies. Again, 

it was determined that methylglyoxal increased the cellular cAMP level by 31%. 

According to the obtained gene expression data, methylglyoxal increased the Aβ1-40 gene 

expression 3.7-fold, while the PDE1B and PDE1B1 gene expressions were downregulated 

1.6 and 3.3-fold, respectively. In the study, it was observed that as a result of the Congo 

red dyeing, the centers of the methylglyoxal-added cells were surrounded by blue color 

and the peripheries were surrounded by yellow-colored condensed amyloid aggregates 

In the present thesis, it was concluded that the fructose diet would significantly affect 

the pathogenesis of Alzheimer's disease in affected individuals. However, in order to fully 

illuminate the subject, further research is needed, especially in vivo experiments. 

Key words: Alzheimer, cAMP, phosphodiesterase, amyloid protein 
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1. GİRİŞ 

 

Alzheimer hastalığı yaşlanmaya bağlı ortaya çıkan ilerleyici bir hastalıktır(Christen., 

2000). Bu hastalıktan 2050 yılında dünya çapında yaklaşık 100 milyon insanın etkileneceği 

tahmin edilmektedir.  

 

Alzheimer hastalığı, duygusal ve davranışsal birçok bulgular ile psikolojik 

bozukluklara neden olmaktadır. Alzheimer hastalığının patogenezinde inter- ve 

intraselüler aralıkta yanlış katlanmış amiloid protein birikimleriyle karekterizedir. 

Hastalığın ilerlemesinde oksidatif stres ve apoptozis anhtar rol oynamaktadır. Etkilenen 

hücrelerde beta sekretaz stimülasyonu oksidatif stresle tetiklenmekte ve apoptozis 

meydana gelmektedir. Özellikle süperoksit anyonu birikimi bu olguda ana rolü 

oynamaktadır. Hücreiçi ikincil haberciler apoptozuda içine alan birçok biyofonksiyonda 

aracı molekül olarak yeralmaktadır. Fosfodiesterazlar ise doku bağımlı olarak bu ikincil 

habercilerin hücreiçi konsantrasyonunu modüle eden enzimlerdir. PDE 1 daha çok beyin 

dokusunda cAMP çalışan proteaz nitelikli enzim ailesidir. Son yıllarda araştırmalar 

amiloidogenezde ikincil habercilerin patogenezde etkinlik rolü üzerine yoğunlaşmışlardır.  

 

Bu tez çalışmasında İnsan menşeyli glioblastoma (A549) hücre hattının kullanılarak,  

karbonil bileşiklerden metilgliyoksalin hücre canlılığı ve ikincil haberci moleküller üzerine 

etkileri biyokimyasal ve moleküler teknikler kullanılarak araştırıldı. 
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2. GENEL BİLGİ 

Alzheimer hastalığının meydana gelmesinde birçok gen rol oynar. Bu genlerden 

bazıları özellikle hastalığın erken aşamasında kromozom 21’de lokalize olan amiloid 

prokürsör proteini kodlayan genlerle, kromozom 1 ve 14 lokalize olan presenilin 1 ve 2, 

hastalığın oluşmasında önemli role sahiptirler. Sporadik ve geç aşamada ise kromozom 19 

da lokalize olan apolipoprotein E(ApoE) ile alfa-2-macroglobulin genleri söz sahibidir. 

AD’in 2 temel belirteci olansenil plakların ve nörofibriler düğümlerin oluşmasından 

sorumluludur. Özellikle de amiloidogenezde 42-43 aminoasitten oluşan β amiloid peptitler 

patogenezden sorumludur. 40 aminoasitlik peptitler patolojik değildir (Younkin ve ark., 

1998). 

Yaşlanmaya bağlı serbest radikal hipotezi(uzun sürelerde oluşur), yaşlanmayla 

ROS hücrelerde (özellikle nöronlarda) birikmesi ve hücrelerin 

makromoleküllerine(nükleus, mitokondrial DNA, membran lipidleri ve sitoplazmik 

proteinlere gibi) hasar vererek ortaya çıkar. ROS ve serbest radikallerin üretimi ve 

temizlenmesi arasındaki dengesizlik AD’de içeren nörodejeneratif hastalıkların patogenezi 

ile doğrudan ilişkilidir(Halliwell ve Gutteridge, 1989). Serbest radikaller, aslında 

potansiyel zararlı faktörlerdir. Hücreleri öldürürler ve hergün DNA’da yaklaşık 10,000 

bazlık değişimlere neden olarak geri dönüşümsüz hasarlara neden olurlar(Ames ve ark., 

1991). Araştırmaların çoğunda AD; yangı, oksidatif ve nitrazif stres ile ilişkili olduğu rapor 

edilmiştir (Jung ve ark., 2009). Fizyolojik yaşlanmaya süresince AD gibi yaşlanmayla 

ortaya çıkan bazı nörodejeneratif hastalıklarda hücreler için gerekli enerji, hasarlanmış 

mitokondrilerden temin edilemez(Hirai ve ark., 2001) Böylelikle AD için bu durum 

hastalığın gelişiminde patogenezinde anahtar rol oynar. Nöronlar oksidatif strese yüksek 

enerji tüketimi ve membranlarında yüksek miktarda bulunan çoklu doymamış yağ 

asitlerine sahip olduklarından diğer organ ve dokulara göre GSH aktivitesinin düşük 

oranlarda olmasından dolayı (Christen, 2000). ROS uyarımlı oksidatif strese oldukça 

duyarlıdırlar. Beyindeki nöronlar kendilerini oksidatif stresin yıkıcı etkilerini tamir etmeye 

çalışırken hücrede Aβ amiloid protein oluşumunu sağlayan β amiloid prokürsör proteinin 

(βAPP) ekspresyon dereceleri artar ve hücrede β amiloid peptidleri birikimi şekillenir 

(Aliyev ve ark., 2009A; Aliyev ve ark., 2009B). Bu olgu mitokondriden süperoksit gibi 

serbest radikallerin sitoplazmaya salınmasıyla meydana gelir ve ATP moleküllerinin 

üretim seviyelerinin azalmasıyla sonuçlanır. AD gelişmesindeki mitokondrial hasar 
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hipotezini oluşturmaktadır (Manczak ve ark., 2004). Beyin nitrik oksit sentazların ürettiği 

nitrik oksit artışına bağlı olarak oksidatif strese maruz kalabilir( Sheng ve ark., 2009). 

Oksidatif strese bağlı olarak mitokondriyal membran kaybına bağlı olarak sitoplazmaya 

sitokrom c salınımı sonucu şekillenen nöronal apoptoz Bcl-2 proteinleri tarafından 

düzenlenir (Vrabec ve ark., 2003; Dumont ve ark., 2009). 

  

 
Şekil 2.1 Amiloid plakları birikimi uyarımlı ROS ve RNS oluşumu (Yuste ve ark., 2015) 

Alzheimer modelinde, Glukagon benzeri peptid 1 (GLP-1) analoglarının sinaptik 

geçirgenliği arttırma, sinaps kaybından nöronları koruma, amiloid plak seviyelerini 

azaltma ve çözünebilen amiloid oligomer seviyelerini azaltma gibi birçok nöroprotektif 

etkilerinin olduğu gösterilmiştir. GLP-1 önemli fizyolojik etkilere sahip hücre içi sinyal 

peptididir (Sharma ve ark., 2014). GLP-1 sinyali etkisi diğer büyüme faktörlerin salınımını 

uyarır. GLP-1 reseptör (GLP-1R) aktivasyonu adenilat siklazı aktive eder ve cAMP 

seviyelerini arttırır. Protein kinaz A (PKA) ve fosfoinozitol 3 kinaz (PI3k) sinyal yolu, 

aktive olan kaspaz 3 uyarımlı apoptozu baskılar (Perry ve ark., 2003).  GLP-1R 

aktivasyonu ekstraselüler sinyal düzenleyici faktör (ERK) sinyalini arttırır ve total 

ERK/pERK oranını yükseltir (Jolivalt ve ark., 2011).  

Son yapılan araştırmalarda AD’de ekstraselüler sinyal tarafından düzenlenen kinaz 

(ERK) ve mitojen tarafından aktifleştirilen protein kinazlarının (MAPKs) yüksek derecede 

aktive olduğu rapor edilmiştir (Ashabi ve ark., 2012).  MAPK sistemi; ERK, c-Jun amino 

terminal kinaz (JNK) ve P38 olarak tanımlanan 3 hücreiçi sinyal medyatöründen 
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oluşmaktadır. ERK1/2’nin aktivasyonu nöron veya nöron dışı dokularda gen 

ekspresyonunda değişimler ile membran reseptör ve kanallarının translasyon sonrası 

düzenlenmesin sağlar. ERK1/2’nin etkisi hafıza, kavrama ve öğrenebilme gibi pek çok 

nöronal fonksiyonlarda söz sahibidir (Ji, 2004; Ashabi ve ark., 2012).  P38 serin/treonin 

kinazların bir grup üyesidir. Ölüm sonrası Alzheimer hastalıklı insanlarda ve kontrol beyin 

dokuları karşılaştırıldığında, AD’li örneklerde P38’in yüksek aktivasyona sahip olduğu 

rapor edilmiştir (Sheng ve ark., 2001).  Ashabi ve ark. (2013), AD’a bağlı hafıza kaybının 

önlenmesinde MAPK inhibitörlerinin potansiyel bir araç olarak kullanılabileceğini ortaya 

koymuşlardır. ERK1/2, MAPK sinyal yolağında merkezi bir rol oynar. Nöronlarda MAPK 

aktivasyonu sonucu apoptoz şekillenir (Murray ve ark., 1998).  Perry ve ark., (1999) 

Alzheimer hastalığında fosforillenmiş ERK’in hipokampal nöronların alt 

popülasyonlarında nörofibriler dejenerasyonun ve granüler görünümün şekillenmesinden 

sorumlu olduğunu tarafından rapor edilmiştir. Birçok çalışmada ERK aktivasyonunun 

amiloid β proteinlerinin hücre içi artışlarıyla ilişkili olduğu rapor edilmiştir (Ferrer ve ark., 

2001).  

Beyinde aktive olan P38 kinaz, patogenetik olguların devamlılığını arttıran NFkβ 

(Nükleer faktör kappaB) uyarımlı inflamasyonu ve hücre ölüm yolaklarını uyarır. NFkβ 

yangısal ve bağışıklık yanıtlarını içeren genlerinin ekspresyonlarını düzenleyen anahtar bir 

transkriptör faktördür (Celec, 2004). AD’de P38’in immuno-reaktivitesindeki artışların 

olduğu, özellikle de hipokampal ve kortikal bölgelerde oluşan nörofibrilerin hastalığın 

patogenezinin gelişiminde önemli rol oynadığı belirtilmiştir (Sun ve ark., 2003; Kelleher 

ve ark., 2007). Sharma ve ark., (2014) in vitro nöron kültürü çalışmasında MGO’nun 

anlamlı derecede hücre kaybına neden olduğunu, Bax ve Bik gibi apoptozu uyarıcı protein 

seviyelerini anlamlı derecede arttırdığını ve ERK ile cAMP seviyelerini azaltarak toksik 

etki gösterdiğini tespit etmişlerdir. Dhar ve ark., (2008) yüksek fruktoz diyetiyle 

oluşturdukları in vivo modelde MGO’nun aort ve böbrekte GSH ve ERK’i azaltırken, 

NFkβ’yi uyararak yangı ve oksidatif strese neden olduğunu göstermişlerdir.  
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   Şekil 2.2 Metilglyoksal uyarımlı erk ve glyoksalaz enzim sistemi (Angeloni ve ark., 2015).  

 

Apoptoz, istenmeyen hasarlı ve hastalıklı hücrelerin bertaraf edilmesini sağlayan bir 

savunma sistemidir (Degterev ve ark. 2003). Apoptozda mitokondrinin oksidatif yanıtı 

olarak membran geçirgenliği artarak sitozole Bax proteini geçişi ve özelliklede 

intermembran aralığa sitokrom c (cyt-c) salınımına neden olarak hücre de programlı hücre 

ölümü olarak bilinen apoptozun ölüm sinyallari uyarılmış olur (Jurgensmeier ve ark., 1998; 

Shimizu ve ark., 1999). Sitozole salınan sitokrom-c (Cyt-c), apoptotik proteazı aktive eden 

faktör (APAF-1), Prokaspaz-9 ve ATP’den oluşan bir kompleks yapı meydana getirerek 

“apoptozom” olarak bilinen sitozolde apoptotik cisimciklerin oluşumuna neden olur. 

Apoptozom prokaspaz 3’ün aktivasyonunu takip eden prokaspaz 9 otoaktivasyonuna 

neden olur. Aktif kaspaz 3 tarafından aktive edilen DNA’az enzimlerini uyararak apoptoz 

sürecinin  yine başlıca belirteçlerinden olan DNA kırıklarına neden olur(Slee ve ark., 

1999).  
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Şekil 2.3 Hücreiçi apoptotik sinyal iletimi (Emamaullee ve Shapiro, 2006) 

Nöronlarda oligomerik amiloid β proteinlerinin oluşumu L tip voltaj bağlı Ca+2 

kanallarının açılmasına ve hücre içi Ca+2 girişini arttırmaktadır. Bu olgu alzheimer 

hastalığının patogenezinde rol oynayan apoptozisin şekillenmesinde önemlidir (Mattson, 

2004; Demuro ve ark., 2005).  

Hücreiçi Ca+2 artışı, endoplazmik retikulum stresine yol açarak,  apoptozis uyarılır. 

Hücreiçi kalsiyum seviyeleri, endoplazmik retikulum(ER) membranı kadar mitokondrial 

dış membran yaprağında da lokalize olan proapoptotik ve antiapoptotik proteinleri 

kapsayan Bcl-2 protein ailesi tarafından düzenlenir(Garrido ve ark., 2006). Bcl-2 

proteininin etkisi ER ve mitokondriye tekrar Ca+2 akışını sağlayarak Bax ve Bad proteinleri 

uyarımlı apoptozu engeller (Chen, et al., 2004, Thomenius, et al., 2003) . 

 

 

http://edoc.hu-berlin.de/dissertationen/forro-gabriella-2009-12-02/HTML/N11FCA.html
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Şekil 2.4 Aβ birikimi ve kalsiyum uyarımlı apoptozis (Itkin ve ark., 2011). 

Siklik adenozin monofosfat ve siklik guanozin monofosfat (cGMP) inflamasyon 

(Dousa, 1999), çevreye uyum, görüş, immun yanıt (Li ve ark., 1999), visseral motilite, kalp 

kan atımı, üreme faaliyetleri ve damarsal direnç gibi birçok fizyolojik olayın 

düzenlenmesinde rol oynayan hücreiçi ikinci habercilerdir. Bu moleküllerin hücreiçi 

seviyeleri PDEs olarak bilinen bir enzim ailesi tarafından kontrol edilir. PDE’ler 

metallofosfohidrolazların bir süperfamilyasını oluştururlar. Özellikle cAMP ve cGMP’nin 

51 nükleotidine uyumlu sekanslara sahiptirler ve birçok değişik uyarımlarla  ikincil 

habercilerin nükleotid dizgelerinin yarısına kadar bağlanarak bu molekülleri kırma yoluyla 

baskılarlar (Francis  ve ark., 2000). Fosfodiesterazlar, birçok uyaran tarafından cAMP ve / 

veya cGMP'nin hücresel seviyelerinin modülasyonunda kritik belirteçlerdir (Francis ve 

ark., 2000). Bu nedenle, hali hazırda mevcut olan PDE'ler, cAMP ve cGMP'nin 

parçalanması yoluyla hücre sinyalini düzenlemede önemli bir rol oynarlar (Hetman ve ark., 

2000).Fosfodiesteraz inhibitörleri, PDE izoenzimlerini hedefleyen ve ikincil habercilerin 

(cAMP ve cGMP) metabolizmasını inhibe eden ve böylece ilgili hücrenin türü tarafından 

belirlenen ve biyolojik etkiyi uzatan terapötik maddelerdir.  

Yapılan güncel araştırmalarda, selektif veya nonselektif PDE inhibitörleri cinsel işlev 

bozukluğu, Alzheimer hastalığı, COPD gibi çeşitli hastalıkların potansiyel tedavi 
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seçenekleri olarak araştırılmaktadır. Yeni sentezlenmiş güçlü ve izoenzim seçici PDE 

inhibitörleri ile spesifik olarak up-regüle olmuş PDE izoenzimleri inhibe edilerek hücre içi 

sinyalleme selektif olarak restore edilebilmekte  ve azalan yan etkilerle tedavi sağlamak 

mümkün olabilmektedir (Lugnier ve ark., 2006). Fosfodiesterazlar, 11 gen ailesini (PDE1-

11) temsil eden geniş ve karmaşık bir enzim familyasıdır. PDE ailelerinin her biri bir ila 

dört gen içerir ve birçok gen çok sayıda izoformun ekspresyonundan sorumludur.  PDE 

enzim ailesinin tüm üyeleri, lokalizasyon veya doku dağılımı, düzenleme modu ve 

inhibitör spesifikliği gibi çeşitli açılardan biribirlerinden farklıdır PDE’ler sitozol, plazma 

membranları, endoplazmik retikulum, nükleer membranlar ve sitoskeletonda bulunur 

(Nyby ve ark.2003; Houslay ve ark., 2009) ve hücre içi siklik nükleotid konsantrasyonları, 

fosforilasyon, düzenleyici proteinler ile etkileşim, Ca + / kalmodulinin bağlanması ve gen 

ifadesindeki değişiklikler ile düzenlenir (Cheng ve Grande, 2007).  PDE3, PDE4, PDE7 

ve PDE8 izoenzimleri sadece cAMP’yi (cAMP-PDE) hidrolize ederken, PDE5, PDE6 ve 

PDE9 sadece cGMP'yi (cGMP-PDE) hidrolize eder. PDE1 ve PDE2 izoenzimleri ise her 

iki nükleotiti de substrat olarak kabul eder. PDE1 kromatografi yöntemiyle ilk olarak 

damar düz kaslarından izole edilmişlerdir. Bu enzim fraksiyonu özellikle ikinci haberci 

uyarım sistemlerinden bir olan kalsiyum kalmodulin (Ca+2/CaM) tarafından aktive edilir 

ve Ca+2/CaM bağlı fosfodiesterazlar olarak bilinir(Wells ve ark., 1975). CaM-PDE'yi tam 

olarak aktive etmek için dört Ca+2 iyonunun kalmodulin'e kooperatif bağlanması 

gerekmektedir (Huang ve ark., 1981). PDE1 sitozoliktir ve en yüksek bulunduğu ve işlev 

yaptığı organ insanda beyin ve sperm hücreleridir (Polli ve Kincaid, 1992).  
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Şekil 2.5 Kalsiyum kalmodulin bağımlı PDE1 (Kitagawa ve ark., 2009) 

Fosfodiesteraz enzim ailesinde, PDE1A, PDE1B ve PDE1C olmak üzere 3 

izoenzim bulunmaktadır. PDE1B1, mRNA’sı yoğun olarak insan beyninde serebellum, 

hipokampüs,  caudata kısmının nöronal hücrelerinde ve purkinje hücrelerinde bulunurlar 

(Yu ve ark., 1997). PDE1 spesifik inhibitörlerinin klinik olarak demensiya ve hafıza 

kaybının giderilmesinde kullanılmaktadırlar (Ghosh ve ark., 2009).  PDE1'in bir dizi 

fizyolojik ve patolojik süreçte rol oynadığı belirtilmiştir. PDE1A büyük olasılıkla vasküler 

düz kas kasılmasını düzenler ve kronik nitrogliserin tedavisine yanıt olarak sıçan aortunda 

up-regüle olduğu bulunmuştur. Ayrıca sperm fonksiyonunda rol oynadığı 

düşünülmektedir. PDE1B mRNA, PHA veya anti-CD3 / CD28 ile aktive edilmiş insan T-

lenfositlerinde indüklenir ve alerjik hastalıklarda rol oynayan IL-13 düzenlemesinde görev 

aldığı bilinmektedir (Konda ve Watanebe, 2001). Jiang (1996), kalıcı hücre dizilerinde 

yaptığı araştırmada, PDE1B1 inhibisyonunun insan lösemik hücrelerinde apoptosisi 

indükleyebileceğini göstermiştir. PDE1B’den yoksun farelerin, dopamin agonistine tepki 

olarak aşırı lokomotor hiperaktivite sergilediği ve bozulmuş görsel kabiliyet sergilediği 

gözlemlenmiştir (Reed ve ark., 2002). PDE1C'nin düz kas proliferasyonunun önemli bir 

regülatörü olduğuna inanılmaktadır (Rosman ve ark., 1997) ve proliferatif düz kas 

hücrelerinde yüksek oranda eksprese edilmektedir. PDE1C'nin indüksiyonu, arteriyel düz 

kas hücresi proliferasyonunu (Rybalkin ve ark.,2002) arttırır ve glikoz uyarımlı insülin 

sekresyonunu baskılar (Han ve ark., 1999). Fosfodiesteraz 1C'nin inhibisyonunun, 

aterosklerozun patofizyolojisine önemli ölçüde katkıda bulunan düz kas hücresi 
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proliferasyonunun varsayılan inhibisyonundan dolayı yararlı etkiler oluşturabileceği 

tahmin edilmektedir. PDE1C'nin diğer olası rolleri arasında koku alma, sperm 

fonksiyonunun düzenlenmesi ve nöronal sinyalizasyon bulunmaktadır (Sonnenburg ve 

ark., 1995). 

Fosfodiesteraz 1 inhibitörlerinden, Vinposetin (Marka isimleri: Cavinton, 

Intelectol; Kimyasal adı: Etil Apovinsaminat) Vinposetin, “periwinkle” bitkisinden ekstrakte 

edilen vinkaminin yarı sentetik bir türevidir. Serebral kan akışını artırır ve hafızayı 

iyileştirdiği söylenir. Yaklaşık 10-5 M IC50 değerine sahip bir PDE1 inhibitörüdür. Bu 

madde gıda takviyesi olarak yaygın bir şekilde satılmaktadır. Bununla birlikte, yan etkileri 

konusunda bazı tartışmalar olduğu görülmektedir ve bu nedenle düşük başlangıç dozu 

tavsiye edilmektedir. Ayrıca agranülositoz’a yol açtığı da iddia edilmektedir (Sonnenburg 

ve ark., 1995). Vinposetinin, fiziksel egzersizlerden sonra kasların beslenmesini 

iyileştirmek için birçok performans arttırıcı takviye gıdalar içerisine katıldığı 

bilinmektedir. Fosfodiesterazlar (PDE'ler), PDE inhibitörü tabanlı antiparazitik ilaçlar ve 

sıtmanın çeşitli ajanlarının genomları için ilginç potansiyel hedefler olarak görülmüştür.  

Son zamanlarda ICOS Corporation tarafından yeni bir PDE1 inhibitörü olan IC224 

geliştirilmiştir (Synder ve ark., 2005). Bu vesileyle PDE1 aktivitesinin karakterize edilmesi 

ve patofizyolojide PDE1’in çeşitli rollerinin açık bir şekilde ortaya konulması 

hedeflenmektedir. 

Son zamanlarda reaktif karbonil bileşiklerinin yaşlanmada, AD’de ve diğer 

nörodejeneratif hastalıkların oluşumunda rol oynadığı birçok araştırmada rapor edilmiştir. 

Protein glikasyonu insanlarda birçok hastalığın özellikle de nörodejeneratif amiloid tip 

hastalıklar ve yaşlılık ilişkili hastalıkların gelişimi ile oluşumunda oldukça önemli bir paya 

sahiptir (Smith ve ark 1994; Gomes ve ark., 2005). Yüksek fruktozlu mısır şurubu (HFCS) 

yumuşak içeceklerde, kurutulmuş gıdalarda sükroza alternatif olarak yoğun bir şekilde 

kullanılmaktadır (Brunk ve ark., 2002). HFCS az miktarda bazı oligosakkaritleri, temel 

olarakta glikoz ve fruktoz içeren sıvı tatlandırıcılardır. Mısır nişastasının hidroliziyle 

glukozun fruktoza enzimatik izomerizasyonu ile üretilirler (Shigenaga ve ark., 1994). 

HFCS-42 ve HFCS-55 ticari ürünlerde sırasıyla %42 ve %55 oranında fruktoz içerirler. 

HFCS’nin ışıl işlem sonucu, şekerin hidroliz ve izomerizasyon işlemleriyle degregasyonu 

şekillenir. Farklı şartlar altında monosakkaritlerin degregasyonu da alfa dikarbonil 

bileşiklerinin (α-DCS) oluşmasına yol açar (Moreira ve ark., 2007; Dutta ve ark., 2012).  

α-DCS’ler kolaylıkla proteinleri modifiye edebilen çok reaktif yapılardır ve glikasyonun 
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son ürünlerinin (AGEs) oluşumuna neden olurlar(Mattson ve Magnus, 2006; Fukui ve ark., 

2001). Zamora ve ark., (2005) HCSF’nin işlenme aşamasında ortaya çıkan α-DCS’lerin; 

glyoxal, MGO ve 3-deoksiDeritroheksoz-2-uloz (3Deoksiglikoz)’un olduğunu rapor 

etmişlerdir.  Ökaryotik hücrelerde MGO, glikolizisin dihidroksiasetonfosfat ve D-

gliseraldehit-3-fosfat’ın oluşum aşamasında üretilir. Temel hücreiçi glikasyon ürünüdür.                                                                                               

Hücresel lipidlerin, nükleik asitlerin ve proteinlerin amino gruplarıyla reaksiyona girerek 

MGO’dan türemiş kompleks glikasyon son ürünlerinin (MAGE) kaynağını teşkil eder. 

Metilgliyoksal ve onun glikasyon ürünleri özellikle nervöz dokuda birçok şiddetli patolojik 

olayların ortaya çıkmasına neden olur (Bierhaus ve ark., 2012; Radu ve ark., 2012). Ancak 

nörotoksititede MGO’ nun moleküler ve biyokimyasal mekanizması tam olarak ortaya 

konulamamıştır (Li ve ark., 2011; Brad ve Chantal, 2013).  Bununla birlikte bu ürünlerin 

hücrede ölüm sinyal iletim yolaklarını uyararak sitotoksik etkiler gösterdiği yapılan birçok 

araştırmada rapor edilmiştir (Serrano ve ark., 2004; Siqueira ve ark., 2005). 

 

Şekil 2.6. Metilgliyoksal uyarımlı hastalıklar (Maessen ve ark., 2015). 

 

Metilgliyoksal, glyoxalaz sisteme bağlı GSH tarafından detoksifiye edilir. GSH’un 

biyosentezi ve tekrar tekrar üretilip kullanılması antioksidan yanıtı elementi nüklear 

solunum faktör yolu (ARE-NRF) tarafından gerçekleştirilir (Ha ve ark., 2006; Kim ve ark., 

2011). Nükleer ilişkili eritroidfaktör-2(Nrf-2) oksidanlara karşı hücre içerisinde 

antioksidan ve detoksifikasyon genlerin ekspresyonunu uyaran sitozolik bir proteindir 

(Boutten ve ark., 2011).  NrF-2 ve NFkβ iki stres duyarlı trankriptör faktörlerdir. Uyarıcı 
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faktörler ve elektrolitler tarafından PKA (protein kinaz A)’nın uyarımı ile Nrf-2’nin 

çekirdeğe translokasyonu γ-glutamyl-cysteinyl-glycine (GSHs) içeren antioksidan 

faktörlerin uyarımını sağlar (McMahon ve ark., 2003). MGO kaynaklı ve onun glikasyon 

ürünleriyle ilişkili hücresel komplikasyonların hafifletilmesinde bu hücre içi sinyal iletim 

sistemi anahtar rol oynar (Sriwijikamol ve ark., 2007).   

 
Şekil 2.7 MGO’nun hücreiçi glyoksalaz enzim sistemiyle (Rabbani ve Thornalley, 2014).  

Glioksalaz sistem; glioksalaz I ve II enzimlerden oluşmaktadır. Sitotoksik MGO ve 

MGO’dan türeyen glikasyon ürünlerine karşı en etkili defans sistemini oluştururlar 

(Nakadate ve ark., 2009).  GI, GSH’ı bir kosubstrat gibi kullanır ve MGO’yu S-D-

laktoglutatyona dönüştürür. GII ise thioester S-D-laktoglutatyonu zarasız D-laktata 

çevirirken ayrıca GSH tekrar kullanılmasını sağlayacak rejenerasyonunu gerçekleştirir 

(Rabbani ve ark., 2012).  Metilgliyoksalin özellikle sitotoksik etkilerini protein 

glikasyonuyla gösterir. Son zamanlarda birçok araştırmada metilgliyoksalin 

detoksifikasyonunda polifenolik bileşik kullanılmıştır. Örneğin Maruf ve ark., (2014) 

yaptıkları araştırmada MGO uyarımlı sitotoksitede ferulik asit ve onun polifenollerinin gerek 

oksijen radikallerinin oluşumunu engellediği ve antioksidan sistemi uyararak (özellikle GSH 

sistemi) detoksifiye ettiğini göstermişlerdir.  
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1. Hücre Kültürü (in vitro çalışma)  

Araştırmada insan orijinli glioblastoma U-87 MG (ATCC HTB-14) hücre hattı kullanıldı. 

Hücreler, polietilenimin(sodyum borat buffer içerisinde 0.2 mg/ml,   pH 8.3) ile kaplı 25 

cm2 lik flasklarda ve içeriğinde %10 oranında ısı ile inaktif edilmiş fötal sığır serumu 

(FBS) ve penisilin/ streptomisin/amfoterisin B karışımı bulunduran Eagle's Minimum 

Essential Medium (E-MEM)  besi ortamında,  37oC, %5 CO2 ve %95 hava bulunduran 

steril inkübatörde üretildi. Hücreler flask tabanına %80-90 oranında yayıldıklarında 

tripsinize (%0,025 Tripsin/EDTA) edilerek kaldırılacak ve 1:5 oranında pasajlandı. 

Mikroskop altında daha sonra hücre sayımı tripan mavisi boyası ile bir hemositometre 

yardımıyla belirlenerek deneme grupları için ihtiyaç duyulan hücre sayısı flasklara 

eklenerek çalışma başlatıldı.  

Deney gruplarının oluşturulması: 

İn vitro çalışma deneme grupları Çizelge 1.’ de verilmiştir. Araştırmada öncelikle 

MGO’nin etkin konsantrasyon ve zaman çalışmaları viyabilite testleriyle ortaya konuldu. 

Çizelge 1. Deneysel çalışma düzeni 

Deneysel Çalışma Düzeni  

Deneme Grupları Tekrar 

Sayısı 

Deneme Grubu 1: Kontrol grubu  7 

Deneme Grubu 2: Metilglioksal (MGO) uygulanan 

grup  

7 
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3.2. Viabilite Testi (MTT metodu) 

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT-Fluka, USA) kullanılarak bir hücre 

topluluğundaki canlı hücrelerin sahip olduğu mitokondrial redüktazların bileşikteki 

tetrazolium halkasını parçalayabilmesi prensibiyle hücre canlılık oranı tespiti kantitatif 

olarak saptanabilmektedir. Tetrazolium halkasının parçalanması sonucu soluk sarı renkli 

MTT boyası koyu mavi-mor formazan ürününe dönüşmektedir. Çalışma Papachristou ve 

ark., (2013) uyguladığı metod takip edilerek gerçekleştirilecektir. Bu metotta kısaca farklı 

konsantrasyonlarda (100-400 uM) metilgliyoksal hücrelere (12’li pleyt,  3x105 

hücre/kuyucuk)  uygulanmasından 24 saat sonra, üzerlerindeki medium alınarak üzerlerine 

içerisinde 20  μL MTT ayıracı (5 mg/ml PBS’te çözdürülerek elde edilecek) bulunan 200 

μL taze komple besiyeri eklendi. Hücreler bu solüsyonla 4 h 37 0C’de inkübe edildi. MTT 

kristalleri 100 μL 0.04 M HCL/isopropanol ile 15 dk süreyle 37 0C’de çözdürüldü. Süre 

sonunda ependorflara alınan örnekler 12000 rpm ve +4 0C’de santrifüj edilerek ve 570 nm 

ışık dalga boyunda mikropleyt okuyucuda (μQuant-SK)  okutuldu ve kaydedildi.   Bu 

yöntem ile hem MGO’nun çalışmadaki hücre canlılığına etkileri hemde etkin 

konsantrasyonu analiz edildi.  

3.3. Lizat hazırlama ve cAMP konsantrasyonu: 

İnkübasyon sürelerinden sonra hücreler buz soğukluğunda PBS ile 3 kez yıkandı. 

Sonra 1x 107 /ml hücre kitte bulunan 1/5 sulandırılmış lizis buffer ile muamele edildi. Daha 

sonra örnekler 3 kez yaklaşık -200C’de dondur çözdür metoduyla lize edildi. Lizasyon 

işlemi mikroskop altında tripan blue eklemesiyle kontrol edildi. Hücreiçi mavi görüntü 

lizisin başarılı olduğunu tespit etmek için kriter olarak kullanıldı. Daha sonra hücre 

atıklarını uzaklaştırmak için 40C’ de 600g 10 dk santrifüj edildi. Sonrasında örnekler hızlı 

bir şekilde ELİSA kit (RD System, USA)  prosedürüne geçirildi. Bu metodda öncelikle 

reagenlar, örnekler ve standartlar hazırlandı. Herbir kuyucuğa 50 ul primer antikor 

solüsyonu eklendi. Daha sonra striple kaplanan kuyucuklar çalkalayıcıyla 1 saat süreyle 

oda ısısında maruz bırakıldı. Süre sonunda yıkama işlemleri olarak kitteki yıkama 

solüsyonları kullanılarak 3 kez gerçekleştirildi. Son yıkamadan sonra pleyt ters çevirilerek 

kurumaya bırakıldı(10 dk). Tüm kuyucuklara cAMP kongugated solüsyonu eklendi. Daha 

sonra 15 dk içerisinde ilgili kuyucuklara örnekler ve standartlar 100’er ul eklendi. Daha 

sonra blank olarak seçilen kuyucuğa 100 ul kalibratör maruziyeti gerçekleştirildi. 

Sonrasında kuyucuklar tekrar striple kapatılarak 2 saat oda ısısında inkübasyona bırakıldı. 
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Daha sonra 4 kez yıkama gerçekleştirildi. Sonra 200 ul substrat solüsyonu herbir kuyucuğa 

eklenerek karanlık ortamda 30 dk süresince tutuldu. Sonraki basamakta ise kuyucuklara 

100 ul stop solüsyonu eklenerek kuyucuktaki rengin maviden sarıya dönmesi sağlandı. 

İşlemin sonunda 30 dk içerisinde pleyt ELİSA okuyucuya(uQuant-SK) yerleştirilerek 450 

nm dalga boyunda okuma gerçekleştirildi.  

3.4. RNA izolasyonu ve qRT-PCR 

Polimeraz zincir reaksiyonu için öncelikle Ribonükleik asit (RNA) eldesi hazır ticari 

kit kullanılarak gerçekleştirildi ve RNA saflıkları spektrofotometrede (Shimadzu-UV mini 

1240- JAP)(OD260/OD280 nm oranı) belirlendi. Bu yöntemde 75 cm2’lik flasklarda 24 saat 

süreli inkübasyondan sonra alınan 7x106/ml hücreler, 1 ml RiboEx reaktifiyle (GeneAll-

SK) homojenize edildi ve  oda ısısında  5 dk bekletildi. Sonra 40C’ de 12000g 10 dk 

santrifij edildikten sonra süpernatant temiz bir tüpe aktarıldı. Üzerine 0,2 ml kloroform 

eklenerek 2 dk oda ısısında tutuldu. Daha sonra 40C’ de 12000g 15 dk santrifüjden sonra 

renksiz süpernatant yeni bir tüpe aktarıldı ve üzerine her 1 ml RiboEx reaktifine 0,5 ml 

isopropil alkol eklendi. Daha sonra örnekler 10dk oda ısısında bekletildi. 40C’ de 12000g 

10 dk santrifüfden sonra süpernatanlar atıldı. Tüp dibinde kalan RNA DNA karışımı pelet 

1ml’lik %75 etanolle yıkanarak tekrar 7500 x g santrifüjle 5 dk’da pelet oluşması sağlandı. 

Elde edilen RNA örneklerine 1’er ml “DEPC Water” eklenerek RNA’ların sulandırılması 

sağlandı. Elde edilen RNA örneklerinden RNA saflıkları tüm örneklerde eşik değeri olan 

1,7’den yüksek olarak tespit edildi.   Daha sonra PCR reaksiyonlarına geçildi. Bu amaçla 

araştırılan genlerin (Aβ1-40, PDE1BG ve PDE1B1) gen ekspresyon düzeyleri bu metodla 

ölçüldü. Bu amaçla hazır “Verso sybr green one-step kit” (Thermo, EU) kullanıldı. Herbir 

reaksiyon tüpü totalde 25 ul (Verso enzim mix-0,25 ul, 2x1-stepqPCR SYBR Mix-12,5ul, 

RT Enhancer-1,25 ul, Reverse primer 1,75 ul, Forward primer 1,75 ul, 1ng RNA 

konsantrasyonuna denk gelen template RNA ve 25 ul hacime tamamlayan DEPC water) 

eklendi. Araştırmada kullanılan primer dizgeleri aşağıda çizelge halinde 

verilmiştir(Çizelge 2.). Araştırmada PCR döngüleri RT PCR thermal cyclırında (Bio-

RAD- CFX96) olarak cDNA sentezi aşaması 500C’de 15 dk, start inaktivasyon 950C’de 

15 dk 1’er siklüs olarak gerçekleştirildi, Denatürasyon 950C’de 15 sn, Yapışma 560C’de 

30 sn, ve uzama ise 720C’de 30 sn 40 siklüs olarak gerçekleştirildi. 
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Çizelge 2. Araştırmada kullanılan gen spesifik primerlar 

Gen Reverse  Forward 

Aβ1-40(Metabion- 

EU) 

51 –ATG GAT CCT 

TAC GCT ATG ACA 

ACA CCG AA- 31 

51 –TCA CTC GAG ATT 

GGA TGC AGA ATT CCG 

ACA T- 31 

PDE1B (Microsynth-

EU) 

51 –CAC TGT GGG 

AAT CTT GAA GCG 

GCT GAT C- 31 

51 –CCT CCA CCT TCA 

CCC AGC AG- 31 

PDE1B1(Microsynth-

EU) 

51 –CTG AGC ATG 

GAG CTG TCC - 31 

51 –CAG AGA CCG AAG 

CTT AAT CC- 31 

GAPDH (Thermo, 

EU) 

51-CAT TGA ACT TGC 

CGT GGG TA-31 

51-GCTACC AGG GCT 

GCC TTC T -31 

 

3.5. Kongo Red Boyama ile Amiloid görüntüleme: 

Amiloid gösterimi hazır ticari kitler(Bio OPTİCA, İT) kullanılarak gerçekleştirildi.  

İnkübasyon sürelerinden sonra hücreler, flaskı kaplayacak şekilde ksilolde deparafinize 

edildikten sonra kitteki 3 ml A reagent (Kongo red solüsyonu) eklendi ve 15 dk beklendi. 

Daha sonra flasklar distile su ile yıkandı. Sonrasında Reagent B (Alkalin dönştürü buffer) 

solüsyonu 10 damla flaska verildi ve 30 sn bekletildi.  Sonrasında 5 dk süresince akar suda 

yıkama gerçekleştirildi. Sonra flasklara reagent C(fosfat buffer solüsyonu) 10 damla 

eklenerek 2 dk bekletildi. Flask içerisindeki sıvı atılarak yerine Reagent D (Mayer’s 

hemtoksilen)  5 dk bekletildi. İşlemler sonucunda invert mikroskop (Olympos 

CKX414)  altında incelenmesi yapıldı. Amiloid birikimleri kırmızıya dönük sarı renkte 

görünürken, hücre çekirdekleri mavi olduğu gözlendi. Sıralanan işlemler sonrası,  24 saat 

süreyle etkin konsantrasyonda metilgliyoksal kullanılan U87 MG hücreleri invert 

mikroskopta (Olmpus CK40, JP) 20x büyütmeyle fotoğraflandı (Fotoğraf skala bar 1-100 

nm). Yine glioblastomalara metilgliyoksal uygulandıktan 24 saat süre sonunda invert 

mikroskobun 10x objektifiyle hücre yoğunlukları fotoğraflandı (Fotoğraf skala bar, 1-50 

nm). 
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3.6. İSTATİSTİKSEL METOT Araştırmada elde edilen veriler, SPSS 21.0 programında, 

One-way ANOVA varyans analizi yöntemi ile gerçekleştirildi.  Gruplar arasındaki 

istatistiksel farklar Duncan testi ile yapıldı. p<0.05 ve altı değerler istatistiksel olarak 

önemli kabul edildi. Değerler ortalama ± standart hata (S.E) şeklinde verildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. Viabilite sonuçları 

İnsan glioblastoma hücrelerine farklı konsantrasyonlarda metilgliyoksal (MGO) 

uygulanarak 24 saat inkübasyona bırakıldı. Süre sonunda gruplardaki hücre canlılık 

oranları MTT metoduyla araştırıldı.  

 

 
 

Şekil 4.1. Farklı konsantrasyonlarda metilglyoksal uygulanımı hücre canlılık oranları(24 saat). 

 

Elde edilen verilere göre konsantrasyon artışına paralel olarak hücre ölüm oranlarının artışı 

tespit edildi. Özellikle MGO’nun 200 µm konsantrasyonu uygulanan grupta(0,6613± 

0,1853) kontrol grubuna (0,9278± 0,00519) göre  %28 oranında hücre canlılığını anlamlı 

düzeyde azalttığı tespit edildi(n=5, p<0,005). Bu konsantrasyon etkin doz olarak seçildi ve 

diğer çalışmalar için kullanıldı.  
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4.2. Hücreiçi cAMP düzeyleri 

Araştırmada 200 um metilgliyoksal 24 saat süreyle hücrelere uygulandı. Süre sonunda 

alınan örneklerden cAMP düzeyleri ticari kolorometrik kitle ELİSA okuyucuda tespit 

edildi. Herbir deney 3 kez tekrarlandı (n=5).  

 

 
Şekil 4.2. Metilglyoksal uygulanımının 24 saat uygulanımı sonunda hücreiçi cAMP seviyeleri. 

Elde edilen verilere göre cAMP düzeyi MGO grubunda( 98,01±3,9) kontrol grubuna göre ( 

66,76±2,78) kıyaslandığında %31 oranında arttığı tespit edildi.  
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4.3. Gen ekspresyon analiz sonuçları 

Glioblastomalar metilgliyoksalin 24 saat uygulaması sonrasında gruplardan RNA 

örnekleri alındı ve tek basamaklı syber green kit ve  gerçek zamanlı PCR metoduyla Aβ1-

40, PDE1(G) ve PDE1B1 gen ekpresyon düzeyleri araştırıldı. Araştırmada birbirinden 

bağımsız 3 örneğin ortalaması alındı ve standart hatalar yüzde olarak verildi.  

 

 
Şekil 4.3. 24 saat Metilglyoksal uygulanımının relatif Aβ1-40 gen ekspresyon düzeyleri 

 

Elde edilen verilere göre MGO’nun Aβ1-40 gen ekspresyon düzeyini,  kontrol hücrelerine 

göre 3.7 kat relatif misli değişimlerle up regüle ettiği tespit edildi. 
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Şekil 4.4. 200 um Metilglyoksal uygulanımı ile relatif PDE1B gen ekspresyon seviyeleri (24 saat). 

Çalışmada alınan sonuçlara göre MGO’nun PDE1B gen ekspresyon düzeyini 1,6 kat relatif 

misli değişimlerle down regüle ettiği bulundu. 
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Şekil 4.5. Kontrol ve Metilglyoksal gruplarında relatif  PDE1B1 gen ekspresyon düzeyleri (24 saat) 

 

Elde edilen verilere göre MGO’nun PDE1B1 gen ekspresyon düzeyini,  kontrol hücrelerine 

göre 3.3 kat relatif misli değişimlerle down-regüle ettiği görüldü. 
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4.4. Hücre Görüntüleri 

Glioblastomalara metilgliyoksal uygulandıktan 24 saat süre sonunda invert 

mikroskobun(Olympus CK40, JP) 10x objektifiyle hücre yoğunlukları fotoğraflandı. 

Araştımada elde edilen verilere göre MGO uygulanan grupta kontrol grubuna göre anlamlı 

düzeyde alan boşluklarının(hücre kayıpları) artmış olduğu gözlemlendi.  

 

Şekil 4.6 . Metilgliyoksal grubu hücre görüntüsü (10x, skala bar 1-50 nm). 
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Şekil 4.7. Kontrol grubu hücre görüntüsü (10x, skala bar 1-50 nm). 
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4.5. Kongo Red ile Amiloid Görüntülemeleri  

 
Şekil 4.8. Kontrol grubu hücrelerde kongro red boyama görüntüsü (20x, skala bar 1-100 nm) 

Hücreler metilgliyoksalle 24 saat inkübasyona bırakıldı. Süre sonunda herbir kuyucuğa ticari 

olarak kit haline getirilmiş sıralı boyamalarla kongo red prosedürüne uygun olarak 

uygulandı. Sonra yine invert mikroskopla 20x görüntüler alındı ve kaydedildi. Kitteki 

boyamalardan sonra hücre içerisinde veya periferindeki sarı odaklı yoğunlaşmalar amiloid 

birikimini göstermektedir.  
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Şekil 4.9..MGO  grubu hücrelerde kongro red boyama görüntüsü (20x, skala bar 1-100 nm)  

Araştırmada 24 saat MGO uygulanan grupta hücrelerin merkezinde mavimsi odaklar ve 

periferlerinde ise sarı renkte boyanmaların yoğun olduğu gözlenirken kontrol hücelerinde 

ise herhangi bir boyama olmadığı görüldü (amiloid protein birikimleri oklar ile 

gösterilmiştir).   
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5- TARTIŞMA 

Alzheimer hastalığı hücre dışı amiloid-β (Aβ) birikimi ve nöronlar içinde nörofibriler 

düğümlerin oluşumuyla ile karakterize,  ilerleyici nörodejeneratif hastalıktır. Günümüzde 

demenstan etkilenen 60 yaş üstü bireylerin yaklaşık 40 milyon civarındadır.  Bununla 

birlikte sayının her 20 yılda bir ikiye katlanması öngörülmektedir (Bendlin ve ark., 2010).  

Demans vakalarının en baskın nedenlerinin yaklaşık %50-70’ini Alzheimer hastalığı 

oluşturmaktadır (Cankurtaran ve Arıoğlu, 2005). Amiloidogenezde 42-43 aminoasitten 

oluşan β amiloid peptitler patogenezden sorumludur. (Younkin ve ark., 1998). 

Birçok araştırma,  AD patofizyolojisinin şekillenmesinde reaktif oksijen türleri 

üretimi ve endojen antioksidan  sistem arasındaki dengesizliğin sonucu meydana geldiğini 

göstermiştir (Cross  ve ark., 1987; Tarozzi, ve ark., 2013). Glukoz metabolizmasında 

metilgliyoksal gibi reaktif karbonil bileşikler ortaya çıkabilir ve AD’de bilişsel  hasarın 

patomekanizmasında önemli rol oynayabilir (Pratico, 2008; Gella ve Durany, 2009; 

Matafome ve ark., 2013). Reaktif metilgliyoksal, aerobik glikoliziste trioz fosfataz enzimi 

(dihidro aseton fosfat ve d-gliseraldehit fosfat üretimini)   aracılı reaksiyonların ürünü 

olarak kendiliğinden oluşabildiği gibi, pentoz askorbat ve lipidlerin oksidatif 

indirgenmesine bağlı olarakta ortaya çıkabilir (Degenhardt, ve ark., 1998; Desai ve ark., 

2008). Metilgliyoksal kültüre edilmiş nöroblastomalarda 24 satte, enerji patlamasına, 

membran depolarizasyonuna ve glutamate salınımına neden olduğunu gösterilmiştir 

(Arriba ve ark., 2007; Arriba ve  ark., 2008).  Metilgliyoksal, oksidatif stresi tetikleyerek 

nörodejenerasyona ve hücre ölümlerine  katkıda bulunabilir (Amicarelli, ve ark., 2003; 

Kikuchi ve ark; 1999; Shinpo ve ark., 2000).  MGO tarafından üretilen ROS, güçlü bir 

nörotoksin gibi serbest radikallerin ve glikasyonların şekillenmesine neden olarak sonuçta 

Parkinson ve Alzheimer gibi nörodejeneratif hastalıkların meydana gelmesine zemin 

hazırlar (Arriba ve ark 2007). Araştırmamızda metilgliyoksalin uygulanımının doz bağımlı 

olarak hücre canlılık oranlarını anlamlı düzeyde düşürdüğü tespit edilmiştir. Endojen 

olarak glikolitik yolun bir yan ürünüdür (Thornalley, 2005). Metilgliyoksal,   AD gibi 

birçok nörodejeneratif hastalığın patogenezinde rol alan, özellikle başta proteinler olmak 

üzere hücresel diğer molekülleri glikasyona uğratabilir (Ramasamy ve ark., 2005).  

Metilgliyoksalin damar düz kas hücreleri, endotelyal hücreler,  rat hepatositleri,  

plateletler, nöronlar gibi birçok dokuda ROS türlerini arttırdığı rapor edilmiştir (Angeloni 

ve ark., 2013).  MGO oksidatif stresi uyararak nörodejenerasyona neden olabilir 
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(Amicarelli, ve ark., 2003; Kikuchi ve ark., 1999; Shinpo ve ark., 2000; Huang ve ark., 

2012; Chen ve ark., 2006). Elde ettiğimiz verilere benzer olarak birçok sitotoksitite 

deneyinde metilgliyoksalin hücreiçi kalsiyum artışına bağlı olarak oksidatif stresi arttırdığı 

ve hücre ölümlerini şekillendirdiği rapor edilmiştir(Annunziatove ark., 2003).  Xie ve ark., 

2014 yaptıkları in vitro nöroblastoma hücrelerinde 24 saatlik inkübasyondan sonra  

metilglyoksalin doz bağımlı olarak anlamlı düzeyde hücre sayısını azalttığını 

göstermişlerdir. Jan ve ark., 2005 yaptıkları araştırmada, MDCK hücre kültüründe 

metilgliyoksalin hem doz bağımlı hemde süre bağımlı olarak hücre canlılığını anlamlı 

düzeyde azalttığını rapor etmişlerdir. Tajes ve ark., (2014) yaptıkları in vitro çalışmada 

metilglyoksalin artan dozlarda hücreiçi bax protein düzeyini arttırmasına karşın Bcl-2 

düzeyini ise azaltarak ve kaspaz 3 aktivitesini arttırarak nöronlarda apoptoz  şekillendiğini 

rapor etmişlerdir. Yine Chen ve ark. (2010) primer hipokampal nöron kültüründe MG’nin 

kaspaz 3 aktivasyonuna ve Bcl-2/Bax oranını azaltarak apoptotik hücre ölümünün 

uyarıldığını göstermişlerdir.  Radu  ve ark., (2012) 250 uM ve yüksek dozlarının 

nöronlarda anlamlı düzeyde hücre sayısnı azalttığını göstermişlerdir. Du ve ark.(2000), 

200-500 uM metilglyoksalin jurkat hücrelerini anlamlı düzeyde apoptoza uğrattığını 

belirtmişlerdir. Oksidatif stress Aβ kaynaklı nörodejeneratif hastalıklarda nöronal 

apoptozun meydana gelmesinde,  NADPH oksidaz aktivasyonuyla üretilen reaktif oksijen 

türleri  ve mitokondrial biyoenerjik potansiyellerin önemli rolleri bulunmaktadır(Cross ve 

ark., 1987; Tarozzi ve ark., 2013; Abramov ve ark., 2004; Motori ve ark., 2013). AD ve 

diğer nörodejeneratif hastalıklarda, süperoksit ve peroksinitrit gibi reaktif ve nitrojen 

oksijen türleri AGE’ların birikimi ve protein katlanmalarını etkilerler (Loske ve ark., 

1998).  Metilgliyoksal süperoksit dismutazın  kofaktörlerinden olan Cu ve/veya Zn ile 

kovalent bağlanarak enzimi inaktif hale getirerek, mitokondriyal süperoksit üretimini 

arttırmaktadır (Kang, 2003; Rosca ve ark., 2005; Rabbani ve  Thornalley, 2008;). 

Beta amiloid peptidinin şekerlerle inkübasyonu, metilgliyoksal gibi yüksek 

moleküler yoğunluklu oligomerlerinin oluşumuna neden olmaktadır. Bu oligomerler ve 

agregatlar, hidrofobik yüzeylerinin varlığı nedeniyle hücre zarları ile etkileşim yaparak 

fonksiyon kaybına hatta hücrede toksititeye neden olabilir (Stefani ve Dobson 2003). 

Araştırmamızda hücre canlılık testleriyle tespit edilen konsantrasyonda U87 hücrelerine 

MGO uygulandı. İnkübasyon süresinden sonra metilgliyoksalin amiloid plaklarını ve 

Aβ(1-42) peptitlerini anlamlı düzeyde arttırdığı gözlendi. Amiloid 𝛽 (A𝛽), amiloid-𝛽 

protein öncüsünün (APP) proteolitik parçalanması ile üretilen 40-42 amino grup asitli bir 
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peptittir ve nörotik plakların ana bileşenlerinden biridir.  A𝛽 sitotoksiktir ve oksidatif stresi 

uyararak nörodejeneratif değişikliklere neden olabilir (Loo ve ark., 1993; Walsh ve ark., 

2002). Metilgliyoksal,  Aβ1-42 ve proteinlerin  yanlış katlanmasını arttırmakta ve senil 

plakların birikimine neden olmaktadır (Fawver ve ark., 2012; Srikanth ve ark., 2013). 

Abramov ve ark., (2004) astrositlerde A𝛽 peptit uyarımlı nöronal ölümlerde  NADPH 

oksidazın merkezi rol oynadığını tespit ertmişlerdir.  Metilgliyoksal uyarımlı oksidatif 

stresin meydana getirdiği nöron kayıplarında iki önemli MAPK üyesi olan JNK ve p38 

sinyal yolaklarının aktivasyonu söz konusudur (Zhu ve ark., 2002; Hashimoto  ve ark., 

2003; Puig ve ark., 2004; Chiarini ve ark., 2009). Apoptozun şekillenmesinde  α ve β 

sekretaz aktivasyonu (Tamagno ve ark., 2005; Shen ve ark., 2008)  ile prokürsör amiloid 

proteinlerin stabilizasyonu ve fosforilasyonu da önemlidir (Muresan ve Muresan, 2007; 

Colombo ve ark., 2009).  

 Siklik AMP yolağı, adenilat siklaz enzimi  katalizörlüğünde  ATP’den cAMP 

oluşumuyla gerçekleştirilir. cAMP’nin hücre içi etkilerine cAMP bağımlı protein kinaz 

(protein kinaz A) aracılık eder. cAMP protein kinaz A’ya bağlandığında katalitik alt 

birimleri ayrılır ve her biri hedef proteinlerdeki serin kalıntılarını fosforiller veya hücre 

çekirdeğine göç eder. Çoğu çalışma, yükseltilmiş cAMP seviyelerini protein kinaz A'nın 

aktivasyonuna bağlamış olmasına rağmen, cAMP ayrıca, siklik nükleotid geçitli iyon 

kanallarını doğrudan aktive edebilir ve GTP değişim faktörlerinin aktivasyonu yoluyla 

sinyal verebilir. (Cheng  ve Grande, 2007).  Tüm doku hücrelerinde bulunan ikinci mesajcı 

cAMP, hücre proliferasyonunu ve apoptozu düzenleyen ana hücre içi faktörlerden biri 

olduğu için, nörodejeneratif hastalıkların tedavisinde ve patogenezinin anlaşılmasında 

potansiyel bir hedefini oluşturmaktadır (Houslay ve Milligan, 1997). Siklik AMP sinyali, 

adenil siklazın plazma zarı lokalizasyonu ve protein kinaz A'yı spesifik hücre içi 

lokasyonlara bağlayan iskelet proteinlerinin ekspresyonu yoluyla bölümlere ayrılır (Cheng 

ve Grande,2007; Kierszenbaum ve ark., 2007). Siklik nükleotid seviyeleri büyük ölçüde 

fosfodiesterazlar (PDE'ler) tarafından yönlendirilen katabolik süreçlerle düzenlenir. 

 Araştırmamızda etkin konsantrasyonda metilgliyoksalin hücreiçi siklik adenozin 

monofosfat düzeyini arttırırken, PDE 1B ve PDE1B-1’i azalttığını tespit ettik. Glial 

hücrelerde cAMP’nin artışına bağlı apoptozun indüklendiği birçok araştırmada rapor 

edilmiştir (Chen ve ark., 1998; Kumar ve ark., 2004; Linden ve ark., 2005; Chan ve ark., 

2007; Svoboda ve ark., 2007; Zhao ve ark., 2007; Suzuki ve ark.,2010). İnsel ve ark., 
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(2012), özellikle olgunlaşmamış lenfoid hücrelerde, belirli nöronal hücrelerde ve kardiyak 

miyositlerde cAMP-artışına bağlı  apoptozun arttığını belirtmişlerdir. Metilgliyoksalin 

programlanmış hücre ölümüne hücre tipine bağlı olarak neden olduğu bildirilmiştir (Okado 

ve ark., 1996; Kang ve ark., 1996; Suzuki ve ark., 2000). Jan ve ark., (2005) yaptıkları 

diabetik modelde metilgliyoksal uyarımlı hücre içi kalsiyum artışına bağlı olarak böbrek 

ve retinal dokularda hasar oluşturduğunu ancak iki farklı kan hücresini ve sarkoma hücre 

hattını ise etkilemediğini ortaya koymuşlardır (Jan ve ark., 2005).  Yine aynı çalışmada 

MDCK hücrelerinde metilgliyoksalin konsantrasyonla paralel olarak fosfolipaz c’den 

bağımsız olarak mitokondriden kalsiyum salınımını ve ekstraselülerden hücreiçine 

kalsiyum girişini arttırarak apoptozu indüklediği rapor edilmiştir. Al-Malki ve ark. (2017) 

yaptıkları CdCl2 aracılı AGEs artışına bağlı diabetik nöropati modelinde reaktif karbonil 

bileşiklerinin cAMP düzeyini arttırdığını rapor etmişlerdir. Slowik ve ark., (2012),  rat glial 

ve HEK 293 hücrelerinde Aβ1-42 uyarımlı sinyalin hücreiçi extracellular signal regulated 

kinase 1/2 (ERK ½) fosforile ederek  cAMP seviyelerini arttırdığını rapor etmişlerdir. Yine 

Brandenburg ve ark., (2010), astrositlerde Aβ1-42 peptitlerinin ERK ½ fosforilasyonu 

sonucu hücreiçi cAMP akümülasyonuna neden olduğunu rapor etmişlerdir. Tau 

hiperfosforilasyonu, AD'nin gelişiminde patolojik bir belirteç ve erken bir olaydır [Chou 

ve ark., 2011; Riederer ve ark., 2001)]. Qi ve ark., 2017 yaptıkları in vivo çalışmada 

MG’nin özellikle hipokamal nöronlarda tau protein formasyonu ve  hiperfosforilasyonu ile  

kaspaz 3 aktivasyonu sonucu hücre ölümlerinin anlamlı düzeyde arttığını göstermişlerdir. 

Tau fosforilasyonu siklin bağımlı kinaz, cAMP bağımlı protein kinaz ve stress tarafından 

active edilen protein kinaz gibi  kinazlar ve fosfatlar tarafından düzenlenir (Yu ve ark., 

200; Qi ve ark., 2016; Ferrer ve ark.,v 2005; Mazanetz ve ark., 2007  ).  Aβ birikimi hücre 

içi kalsiyum artışına bağlı oksidatif strese neden olur ve nörodejenerasyonu tetikler (Qi ve 

Qiao, 2001). Birçok farklı hücrede farklı konsantrasyonlarda metilgliyoksal kullanılmıştır. 

Cook ve ark., (1998) 1 mM konsantrasyondaki MGO’nun rat pankreatik B 

hücrelerinde,hızlı depolarizasyona neden olarak  hücrelere Ca girişinin arttığını rapor 

etmişlerdir. Son zamanlarda birçok çalışmada hücre içi cAMP artışının apoptotik süreci 

uyardığı bildirilmiştir. Ayrıca Aβ birikimlerinin intraselüler kalsiyum artışına neden 

olacağı ve oksidatif stres ile nörodejenerasyonun uyarıldığını bildirmişlerdir (Qui ve ark., 

2001).  
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

 Çalışmada elde edilen verilerin incelendiğinde oluşturulan diabet modelinde leptin 

düzeyleri arve  doz bağımlı olarak hücre ölümlerini arttırdığını bununla birlikte hücreiçi 

cAMP düzeyini arttırarak apoptozu indüklediğini ortaya koyduk. Bununla birlikte 

araştırmamızdaki PDE bulguları ilk veri  niteliğindedir.  Yine cAMP artışının özellikle 

glial hücrelerde ekspresyonunun yoğun olduğu PDE 1 ve alt izoenzimlerinin down 

regülasyonu sonuçlarımızın doğruluğunu kanıtlar niteliktedir. Ayrıca metilgliyoksalin Aβ 

peptit üretimini uyarmış olması hücre ölümlerinin artışında önemli olabileceğide 

gerçekleştirilen, kongo red boyamalarıyla tespit edilerek ortaya konulmuştur. Tüm bu 

bilgilerin ışığında araştırmadan elde edilen verilerden yola çıkarak metilgliyoksal uyarımlı 

hücre kayıplarının ileri mekanizmalarının ortaya konulmasında in vivo ve daha ileri düzey 

moleküler tekniklerin kullanıldığı denemelere ihtiyaç bulunmaktadır.  
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