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OZET

Aragtirmada yiiksek friiktoz diyeti tiiketimine bagli hiicrede ortaya ¢ikan metabolik
son {irlin metilgliyoksalin in vitro beta amiloid olusumu, ikincil haberci molekiil siklik
adenozin monofosfat (CAMP) ve bu molekiiliin pargalanmasini saglayan fosfodiesteraz 1

(PDEL1) iizerine etkilerinin arastirilmasi1 amaglandi.

Calismada insan orijinli glioblastoma U-87 MG (ATCC HTB-14) hiicre hatti
kullanildi. Hiicreler, 25 cm? lik flasklarda ve igeriginde %10 oraninda fotal sigir serumu
(FBS) ve penisilin/ streptomisin/amfoterisin B karigimi bulunduran Eagle's Minimum
Essential Medium (E-MEM) besi ortaminda, 37°C, %5 CO2 ve %95 hava bulunduran
steril inkiibatorde iiretildi. Caligmada 1 giin 6nceden 24 kuyucuklu besi kaplarina ekilen
hiicrelere farkli konsantrasyonlarda metilgliyoksal(100- 400 um) eklendi. Siire sonunda
kuyucuklara mtt ayiract eklenerek metilgliyoksalin etkin konsantrasyonu tespit edildi.
Sonraki denemelerde bu konsantrasyon hiicrelere uygulanarak 24 saatin sonunda alinan
RNA o6rneklerinden PDE 1B, PDE 1B1 ve AB1-40 gen ekspreyon diizeyleri real time PCR
metoduyla arastirildi. Yine alinan protein Orneklerinden cAMP diizeyi ise ELISA
metoduyla analiz edildi. inkiibasyon siiresi sonunda gruplardan hiicre yogunluk ve Kongo

red boyamast ile amiloid birikim goriintiileri fotograflandu.

Arastirmada yapilan canlilik kontrollerinde metilgliyoksalin 200 uM konsantrasyonu
kontrol grubuna gore hiicreleri %28 oraninda azalttig1 gézlendi. Bu konsantrasyon etkin
konsantrasyon olarak kabul edilerek sonraki ¢alismalar icin kullanildi. Yine
metilglyoksalin hiicreici cAMP diizeyini %31 oraninda arttirdig tespit edildi. Elde edilen
gen ekspresyon verilerine gore metilgliyoksal AB1-40 gen ekspresyonunu 3.7 kat
arttiriken, sirastyla PDE1B ve PDE1B1 gen ekspresyonlarini ise 1.6 ve 3.3 kat baskiladigi
ettigi tespit edildi. Caligmada Kongo red boyamasi sonucunda metilgliyoksal eklenen
hiicrelerin merkezlerinin mavi renkte ve periferlerinde ise sari, yogunlasmis amiloid

birikimlerinin oldugu goézlendi.

Yapilan arastirmada fruktoz diyetinin etkilenen bireylerde Alzheimer hastaliginin
patogenezinde anlamli derecede etkileyecegi kanisina varildi. Ancak konunun tam
aydinlatilmasi igin basta in vivo denemeler olmak tizere ve daha ileri arastirmalara ihtiyag

duyulmaktadir.

Anahtar kelimeler: Alzheimer, cAMP, fosfodiesteraz, amiloid protein



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 (PDEL), 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 uM) 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
AP1-40 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 uM 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 AB1-40 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, cCAMP, phosphodiesterase, amyloid protein



1. GIRIS

Alzheimer hastalig1 yaslanmaya bagli ortaya ¢ikan ilerleyici bir hastaliktir(Christen.,
2000). Bu hastaliktan 2050 yilinda diinya ¢apinda yaklagik 100 milyon insanin etkilenecegi

tahmin edilmektedir.

Alzheimer hastaligi, duygusal ve davranigsal birgok bulgular ile psikolojik
bozukluklara neden olmaktadir. Alzheimer hastaliginin patogenezinde inter- ve
intraseliiler aralikta yanlis katlanmis amiloid protein birikimleriyle karekterizedir.
Hastaligin ilerlemesinde oksidatif stres ve apoptozis anhtar rol oynamaktadir. Etkilenen
hiicrelerde beta sekretaz stimiilasyonu oksidatif stresle tetiklenmekte ve apoptozis
meydana gelmektedir. Ozellikle siiperoksit anyonu birikimi bu olguda ana rolii
oynamaktadir. Hiicrei¢i ikincil haberciler apoptozuda i¢ine alan bir¢ok biyofonksiyonda
aract molekiil olarak yeralmaktadir. Fosfodiesterazlar ise doku bagimli olarak bu ikincil
habercilerin hiicrei¢i konsantrasyonunu modiile eden enzimlerdir. PDE 1 daha ¢ok beyin
dokusunda cAMP calisan proteaz nitelikli enzim ailesidir. Son yillarda aragtirmalar

amiloidogenezde ikincil habercilerin patogenezde etkinlik rolii iizerine yogunlagmislardir.

Bu tez ¢alismasinda Insan menseyli glioblastoma (A549) hiicre hattinin kullanilarak,
karbonil bilesiklerden metilgliyoksalin hiicre canlilig1 ve ikincil haberci molekiiller iizerine

etkileri biyokimyasal ve molekiiler teknikler kullanilarak arastirildi.



2. GENEL BILGI

Alzheimer hastaliginin meydana gelmesinde bir¢ok gen rol oynar. Bu genlerden
bazilar1 6zellikle hastaligin erken asamasinda kromozom 21’de lokalize olan amiloid
prokiirsor proteini kodlayan genlerle, kromozom 1 ve 14 lokalize olan presenilin 1 ve 2,
hastaligin olusmasinda 6nemli role sahiptirler. Sporadik ve ge¢ agsamada ise kromozom 19
da lokalize olan apolipoprotein E(ApoE) ile alfa-2-macroglobulin genleri s6z sahibidir.
AD’in 2 temel belirteci olansenil plaklarin ve norofibriler diigiimlerin olusmasindan
sorumluludur. Ozellikle de amiloidogenezde 42-43 aminoasitten olusan  amiloid peptitler
patogenezden sorumludur. 40 aminoasitlik peptitler patolojik degildir (Younkin ve ark.,
1998).

Yaslanmaya bagli serbest radikal hipotezi(uzun siirelerde olusur), yaslanmayla
ROS hiicrelerde (0zellikle ndronlarda) birikmesi ve hiicrelerin
makromolekiillerine(niikleus, mitokondrial DNA, membran lipidleri ve sitoplazmik
proteinlere gibi) hasar vererek ortaya g¢ikar. ROS ve serbest radikallerin iiretimi ve
temizlenmesi arasindaki dengesizlik AD’de iceren nérodejeneratif hastaliklarin patogenezi
ile dogrudan iliskilidir(Halliwell ve Gutteridge, 1989). Serbest radikaller, aslinda
potansiyel zararli faktorlerdir. Hiicreleri dldiirtirler ve hergiin DNA’da yaklasik 10,000
bazlik degisimlere neden olarak geri doniisiimsiiz hasarlara neden olurlar(Ames ve ark.,
1991). Arastirmalarin cogunda AD; yangi, oksidatif ve nitrazif stres ile iligkili oldugu rapor
edilmistir (Jung ve ark., 2009). Fizyolojik yaslanmaya siiresince AD gibi yaglanmayla
ortaya ¢ikan bazi nérodejeneratif hastaliklarda hiicreler i¢in gerekli enerji, hasarlanmis
mitokondrilerden temin edilemez(Hirai ve ark., 2001) Bdylelikle AD i¢in bu durum
hastaligin gelisiminde patogenezinde anahtar rol oynar. Noronlar oksidatif strese yliksek
enerji tiiketimi ve membranlarinda yiiksek miktarda bulunan ¢oklu doymamis yag
asitlerine sahip olduklarindan diger organ ve dokulara gére GSH aktivitesinin diisiik
oranlarda olmasindan dolay1 (Christen, 2000). ROS uyarimli oksidatif strese oldukca
duyarhdirlar. Beyindeki noronlar kendilerini oksidatif stresin yikici etkilerini tamir etmeye
calisirken hiicrede AP amiloid protein olusumunu saglayan B amiloid prokiirsor proteinin
(BAPP) ekspresyon dereceleri artar ve hiicrede B amiloid peptidleri birikimi sekillenir
(Aliyev ve ark., 2009A; Aliyev ve ark., 2009B). Bu olgu mitokondriden siiperoksit gibi
serbest radikallerin sitoplazmaya salinmasiyla meydana gelir ve ATP molekiillerinin

liretim seviyelerinin azalmasiyla sonuglanir. AD gelismesindeki mitokondrial hasar



hipotezini olusturmaktadir (Manczak ve ark., 2004). Beyin nitrik oksit sentazlarin lirettigi
nitrik oksit artisina bagli olarak oksidatif strese maruz kalabilir( Sheng ve ark., 2009).
Oksidatif strese bagli olarak mitokondriyal membran kaybina bagl olarak sitoplazmaya
sitokrom ¢ salinimi sonucu sekillenen ndronal apoptoz Bcl-2 proteinleri tarafindan

diizenlenir (Vrabec ve ark., 2003; Dumont ve ark., 2009).
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Sekil 2.1 Amiloid plaklari birikimi uyarimli ROS ve RNS olusumu (Yuste ve ark., 2015)

Alzheimer modelinde, Glukagon benzeri peptid 1 (GLP-1) analoglarinin sinaptik
gecirgenligi arttirma, sinaps kaybindan noronlar1 koruma, amiloid plak seviyelerini
azaltma ve ¢ozilinebilen amiloid oligomer seviyelerini azaltma gibi birgok ndroprotektif
etkilerinin oldugu gosterilmistir. GLP-1 6nemli fizyolojik etkilere sahip hiicre i¢i sinyal
peptididir (Sharma ve ark., 2014). GLP-1 sinyali etkisi diger biiyiime faktorlerin salinimini
uyarir. GLP-1 reseptor (GLP-1R) aktivasyonu adenilat siklazi aktive eder ve cAMP
seviyelerini arttirir. Protein kinaz A (PKA) ve fosfoinozitol 3 kinaz (PI3k) sinyal yolu,
aktive olan kaspaz 3 uyarimli apoptozu baskilar (Perry ve ark., 2003). GLP-1R
aktivasyonu ekstraseliiler sinyal diizenleyici faktor (ERK) sinyalini arttirir ve total

ERK/pERK oranini yiikseltir (Jolivalt ve ark., 2011).

Son yapilan arastirmalarda AD’de ekstraseliiler sinyal tarafindan diizenlenen kinaz
(ERK) ve mitojen tarafindan aktiflestirilen protein kinazlarinin (MAPKSs) yiiksek derecede
aktive oldugu rapor edilmistir (Ashabi ve ark., 2012). MAPK sistemi; ERK, c-Jun amino

terminal kinaz (JNK) ve P38 olarak tanimlanan 3 hiicrei¢i sinyal medyatdriinden



olusmaktadir. ERK1/2’nin aktivasyonu ndéron veya noron dist dokularda gen
ekspresyonunda degigsimler ile membran reseptor ve kanallarinin translasyon sonrasi
diizenlenmesin saglar. ERK1/2’nin etkisi hafiza, kavrama ve 6grenebilme gibi pek ¢ok
noronal fonksiyonlarda soz sahibidir (Ji, 2004; Ashabi ve ark., 2012). P38 serin/treonin
kinazlarm bir grup iiyesidir. Oliim sonras1 Alzheimer hastalikl1 insanlarda ve kontrol beyin
dokular karsilastirildiginda, AD’li 6rneklerde P38’in yliksek aktivasyona sahip oldugu
rapor edilmistir (Sheng ve ark., 2001). Ashabi ve ark. (2013), AD’a bagl hafiza kaybinin
onlenmesinde MAPK inhibitorlerinin potansiyel bir ara¢ olarak kullanilabilecegini ortaya
koymuslardir. ERK1/2, MAPK sinyal yolaginda merkezi bir rol oynar. Néronlarda MAPK
aktivasyonu sonucu apoptoz sekillenir (Murray ve ark., 1998). Perry ve ark., (1999)
Alzheimer hastaliginda  fosforillenmis ERK’in  hipokampal néronlarin  alt
popiilasyonlarinda norofibriler dejenerasyonun ve graniiler goriiniimiin sekillenmesinden
sorumlu oldugunu tarafindan rapor edilmistir. Bircok calismada ERK aktivasyonunun
amiloid B proteinlerinin hiicre i¢i artislariyla iligkili oldugu rapor edilmistir (Ferrer ve ark.,
2001).

Beyinde aktive olan P38 kinaz, patogenetik olgularin devamliligini arttiran NFkf
(Niikleer faktor kappaB) uyarimli inflamasyonu ve hiicre 6liim yolaklarini uyarir. NFkf
yangisal ve bagisiklik yanitlarini igeren genlerinin ekspresyonlarini diizenleyen anahtar bir
transkriptor faktordiir (Celec, 2004). AD’de P38’in immuno-reaktivitesindeki artiglarin
oldugu, o6zellikle de hipokampal ve kortikal bolgelerde olusan norofibrilerin hastaligin
patogenezinin gelisiminde 6nemli rol oynadig belirtilmistir (Sun ve ark., 2003; Kelleher
ve ark., 2007). Sharma ve ark., (2014) in vitro néron kiiltiirii ¢alismasinda MGO’nun
anlamli derecede hiicre kaybina neden oldugunu, Bax ve Bik gibi apoptozu uyarici protein
seviyelerini anlamli derecede arttirdigini ve ERK ile cAMP seviyelerini azaltarak toksik
etki gosterdigini tespit etmislerdir. Dhar ve ark., (2008) yiiksek fruktoz diyetiyle
olusturduklart in vivo modelde MGO’nun aort ve bobrekte GSH ve ERK’i azaltirken,

NFkP’yi uyararak yangi ve oksidatif strese neden oldugunu gostermislerdir.
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Sekil 2.2 Metilglyoksal uyarimli erk ve glyoksalaz enzim sistemi (Angeloni ve ark., 2015).

Apoptoz, istenmeyen hasarli ve hastalikli hiicrelerin bertaraf edilmesini saglayan bir
savunma sistemidir (Degterev ve ark. 2003). Apoptozda mitokondrinin oksidatif yaniti
olarak membran gegirgenligi artarak sitozole Bax proteini gecisi ve Ozelliklede
intermembran araliga sitokrom c (cyt-c) salinimina neden olarak hiicre de programli hiicre
oliimti olarak bilinen apoptozun 6liim sinyallari uyarilmis olur (Jurgensmeier ve ark., 1998;
Shimizu ve ark., 1999). Sitozole salinan sitokrom-c (Cyt-c), apoptotik proteazi aktive eden
faktor (APAF-1), Prokaspaz-9 ve ATP’den olusan bir kompleks yapit meydana getirerek
“apoptozom” olarak bilinen sitozolde apoptotik cisimciklerin olusumuna neden olur.
Apoptozom prokaspaz 3’ilin aktivasyonunu takip eden prokaspaz 9 otoaktivasyonuna
neden olur. Aktif kaspaz 3 tarafindan aktive edilen DNA’az enzimlerini uyararak apoptoz
siirecinin yine baglica belirteglerinden olan DNA kiriklarina neden olur(Slee ve ark.,

1999).
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Sekil 2.3 Hiicreigi apoptotik sinyal iletimi (Emamaullee ve Shapiro, 2006)

Néronlarda oligomerik amiloid B proteinlerinin olusumu L tip voltaj bagh Ca*?
kanallarinin agilmasma ve hiicre ici Ca*? girisini arttirmaktadir. Bu olgu alzheimer
hastaliginin patogenezinde rol oynayan apoptozisin sekillenmesinde onemlidir (Mattson,

2004; Demuro ve ark., 2005).

Hiicreici Ca*? artisi, endoplazmik retikulum stresine yol acarak, apoptozis uyarilir.
Hiicreigi kalsiyum seviyeleri, endoplazmik retikulum(ER) membran1 kadar mitokondrial
dis membran yapraginda da lokalize olan proapoptotik ve antiapoptotik proteinleri
kapsayan Bcl-2 protein ailesi tarafindan diizenlenir(Garrido ve ark., 2006). Bcl-2
proteininin etkisi ER ve mitokondriye tekrar Ca*? akisim saglayarak Bax ve Bad proteinleri
uyarimli apoptozu engeller (Chen, et al., 2004, Thomenius, et al., 2003) .


http://edoc.hu-berlin.de/dissertationen/forro-gabriella-2009-12-02/HTML/N11FCA.html

[Ca?+] Toxic
® oligomers
fo

ettt
>
i O

monomer ©/

Calcium channels
(e.g. VDCC)

Apoptosis

Sekil 2.4 AR birikimi ve kalsiyum uyarimli apoptozis (Itkin ve ark., 2011).

Siklik adenozin monofosfat ve siklik guanozin monofosfat (cGMP) inflamasyon
(Dousa, 1999), cevreye uyum, goriis, immun yanit (L1 ve ark., 1999), visseral motilite, kalp
kan atimi, lreme faaliyetleri ve damarsal diren¢ gibi bir¢cok fizyolojik olayin
diizenlenmesinde rol oynayan hiicrei¢i ikinci habercilerdir. Bu molekiillerin hiicreigi
seviyeleri PDEs olarak bilinen bir enzim ailesi tarafindan kontrol edilir. PDE’ler
metallofosfohidrolazlarin bir siiperfamilyasini olustururlar. Ozellikle cAMP ve cGMP nin
5! niikleotidine uyumlu sekanslara sahiptirler ve birgok degisik uyarimlarla ikincil
habercilerin niikleotid dizgelerinin yarisina kadar baglanarak bu molekiilleri kirma yoluyla
baskilarlar (Francis ve ark., 2000). Fosfodiesterazlar, birgok uyaran tarafindan CAMP ve /
veya cGMP'nin hiicresel seviyelerinin modiilasyonunda kritik belirteclerdir (Francis ve
ark., 2000). Bu nedenle, hali hazirda mevcut olan PDE'ler, cAMP ve c¢cGMP'in
pargalanmasi yoluyla hiicre sinyalini diizenlemede 6nemli bir rol oynarlar (Hetman ve ark.,
2000).Fosfodiesteraz inhibitorleri, PDE izoenzimlerini hedefleyen ve ikincil habercilerin
(cCAMP ve cGMP) metabolizmasini inhibe eden ve bdylece ilgili hiicrenin tiirii tarafindan

belirlenen ve biyolojik etkiyi uzatan terapotik maddelerdir.

Yapilan giincel arastirmalarda, selektif veya nonselektif PDE inhibitorleri cinsel islev

bozuklugu, Alzheimer hastaligi, COPD gibi g¢esitli hastaliklarin potansiyel tedavi
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secenekleri olarak arastirilmaktadir. Yeni sentezlenmis giiclii ve izoenzim se¢ici PDE
inhibitorleri ile spesifik olarak up-regiile olmus PDE izoenzimleri inhibe edilerek hiicre i¢i
sinyalleme selektif olarak restore edilebilmekte ve azalan yan etkilerle tedavi saglamak
miimkiin olabilmektedir (Lugnier ve ark., 2006). Fosfodiesterazlar, 11 gen ailesini (PDE1-
11) temsil eden genis ve karmasik bir enzim familyasidir. PDE ailelerinin her biri bir ila
dort gen igerir ve bir¢ok gen c¢ok sayida izoformun ekspresyonundan sorumludur. PDE
enzim ailesinin tiim iyeleri, lokalizasyon veya doku dagilimi, diizenleme modu ve
inhibitdr spesifikligi gibi ¢esitli agilardan biribirlerinden farklidir PDE’ler sitozol, plazma
membranlari, endoplazmik retikulum, niikleer membranlar ve sitoskeletonda bulunur
(Nyby ve ark.2003; Houslay ve ark., 2009) ve hiicre ici siklik niikleotid konsantrasyonlari,
fosforilasyon, diizenleyici proteinler ile etkilesim, Ca + / kalmodulinin baglanmasi ve gen
ifadesindeki degisiklikler ile diizenlenir (Cheng ve Grande, 2007). PDE3, PDE4, PDE7
ve PDES izoenzimleri sadece cAMP’yi (¢cAMP-PDE) hidrolize ederken, PDE5, PDEG6 ve
PDE9 sadece cGMP'yi (cGMP-PDE) hidrolize eder. PDE1 ve PDE2 izoenzimleri ise her
iki niikleotiti de substrat olarak kabul eder. PDE1 kromatografi yontemiyle ilk olarak
damar diiz kaslarindan izole edilmislerdir. Bu enzim fraksiyonu 6zellikle ikinci haberci
uyarim sistemlerinden bir olan kalsiyum kalmodulin (Ca*?/CaM) tarafindan aktive edilir
ve Ca*?/CaM bagl fosfodiesterazlar olarak bilinir(Wells ve ark., 1975). CaM-PDE'yi tam
olarak aktive etmek igin dért Ca*? iyonunun kalmodulin'e kooperatif baglanmasi
gerekmektedir (Huang ve ark., 1981). PDEI sitozoliktir ve en yiiksek bulundugu ve islev

yaptigi organ insanda beyin ve sperm hiicreleridir (Polli ve Kincaid, 1992).
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Ca ~/CaM ,
PDE1 " PDE1_Ca**/CaM

N ~
Aktif CaMK

/ ™
pPDE1 < pPDE1_Ca2*/CaM

Ca-*/CaM /—\ A

Aktif PKA =5 PKA

Sekil 2.5 Kalsiyum kalmodulin bagimli PDE1 (Kitagawa ve ark., 2009)

Fosfodiesteraz enzim ailesinde, PDE1A, PDEIB ve PDEIC olmak tiizere 3
izoenzim bulunmaktadir. PDE1B1, mRNA’s1 yogun olarak insan beyninde serebellum,
hipokampiis, caudata kisminin néronal hiicrelerinde ve purkinje hiicrelerinde bulunurlar
(Yu ve ark., 1997). PDE1 spesifik inhibitorlerinin klinik olarak demensiya ve hafiza
kaybinin giderilmesinde kullanilmaktadirlar (Ghosh ve ark., 2009). PDEZL'in bir dizi
fizyolojik ve patolojik siirecte rol oynadigi belirtilmistir. PDE1A biiyiik olasilikla vaskiiler
diiz kas kasilmasini diizenler ve kronik nitrogliserin tedavisine yanit olarak si¢can aortunda
up-regiile oldugu bulunmustur. Ayrica sperm fonksiyonunda rol oynadigi
diisiiniilmektedir. PDE1B mRNA, PHA veya anti-CD3 / CD28 ile aktive edilmis insan T-
lenfositlerinde indiiklenir ve alerjik hastaliklarda rol oynayan IL-13 diizenlemesinde gorev
aldig1 bilinmektedir (Konda ve Watanebe, 2001). Jiang (1996), kalic1 hiicre dizilerinde
yaptig1 aragtirmada, PDEIBI1 inhibisyonunun insan I6semik hiicrelerinde apoptosisi
indiikleyebilecegini gostermistir. PDE1B’den yoksun farelerin, dopamin agonistine tepki
olarak asir1 lokomotor hiperaktivite sergiledigi ve bozulmus gorsel kabiliyet sergiledigi
gozlemlenmistir (Reed ve ark., 2002). PDE1C'nin diiz kas proliferasyonunun 6nemli bir
regiilatorii olduguna inanilmaktadir (Rosman ve ark., 1997) ve proliferatif diiz kas
hiicrelerinde ytliksek oranda eksprese edilmektedir. PDE1C'nin indiiksiyonu, arteriyel diiz
kas hiicresi proliferasyonunu (Rybalkin ve ark.,2002) arttirir ve glikoz uyarimli insiilin
sekresyonunu baskilar (Han ve ark., 1999). Fosfodiesteraz 1C'nin inhibisyonunun,

aterosklerozun patofizyolojisine onemli Ol¢lide katkida bulunan diiz kas hiicresi

11



proliferasyonunun varsayilan inhibisyonundan dolay1 yararli etkiler olusturabilecegi
tahmin edilmektedir. PDE1C'min diger olasi rolleri arasinda koku alma, sperm

fonksiyonunun diizenlenmesi ve noronal sinyalizasyon bulunmaktadir (Sonnenburg ve

ark., 1995).

Fosfodiesteraz 1 inhibitorlerinden, Vinposetin (Marka isimleri: Cavinton,
Intelectol; Kimyasal ad1: Etil Apovinsaminat) Vinposetin, “periwinkle” bitkisinden ekstrakte
edilen vinkaminin yar1 sentetik bir tlirevidir. Serebral kan akigini artirir ve hafizayi
iyilestirdigi soylenir. Yaklasik 10° M 1C50 degerine sahip bir PDE1 inhibitériidiir. Bu
madde gida takviyesi olarak yaygin bir sekilde satilmaktadir. Bununla birlikte, yan etkileri
konusunda bazi tartismalar oldugu goriilmektedir ve bu nedenle diisikk baslangi¢ dozu
tavsiye edilmektedir. Ayrica agraniilositoz’a yol ag¢tig1 da iddia edilmektedir (Sonnenburg
ve ark., 1995). Vinposetinin, fiziksel egzersizlerden sonra kaslarin beslenmesini
iyilestirmek icin bircok performans arttirici takviye gidalar igerisine katildig
bilinmektedir. Fosfodiesterazlar (PDE'ler), PDE inhibitorii tabanli antiparazitik ilaglar ve
sitmanin ¢esitli ajanlarinin genomlari i¢in ilging potansiyel hedefler olarak goriilmiistiir.
Son zamanlarda ICOS Corporation tarafindan yeni bir PDE1 inhibitorii olan 1C224
gelistirilmistir (Synder ve ark., 2005). Bu vesileyle PDE1 aktivitesinin karakterize edilmesi
ve patofizyolojide PDEI’in c¢esitli rollerinin acik bir sekilde ortaya konulmasi
hedeflenmektedir.

Son zamanlarda reaktif karbonil bilesiklerinin yaslanmada, AD’de ve diger
norodejeneratif hastaliklarin olusumunda rol oynadigi bir¢ok arastirmada rapor edilmistir.
Protein glikasyonu insanlarda bircok hastaligin 6zellikle de norodejeneratif amiloid tip
hastaliklar ve yaslilik iligkili hastaliklarin gelisimi ile olusumunda olduk¢a 6nemli bir paya
sahiptir (Smith ve ark 1994; Gomes ve ark., 2005). Yiiksek fruktozlu misir surubu (HFCS)
yumusak iceceklerde, kurutulmus gidalarda siikroza alternatif olarak yogun bir sekilde
kullanilmaktadir (Brunk ve ark., 2002). HFCS az miktarda baz1 oligosakkaritleri, temel
olarakta glikoz ve fruktoz iceren sivi tatlandiricilardir. Misir nisastasinin hidroliziyle
glukozun fruktoza enzimatik izomerizasyonu ile tretilirler (Shigenaga ve ark., 1994).
HFCS-42 ve HFCS-55 ticari iiriinlerde sirasiyla %42 ve %55 oraninda fruktoz igerirler.
HFCS’nin 151l islem sonucu, sekerin hidroliz ve izomerizasyon islemleriyle degregasyonu
sekillenir. Farkli sartlar altinda monosakkaritlerin degregasyonu da alfa dikarbonil
bilesiklerinin (a-DCS) olusmasina yol agar (Moreira ve ark., 2007; Dutta ve ark., 2012).
a-DCS’ler kolaylikla proteinleri modifiye edebilen ¢ok reaktif yapilardir ve glikasyonun
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son lriinlerinin (AGEs) olusumuna neden olurlar(Mattson ve Magnus, 2006; Fukui ve ark.,
2001). Zamora ve ark., (2005) HCSF’nin islenme asamasinda ortaya ¢ikan a-DCS’lerin;
glyoxal, MGO ve 3-deoksiDeritroheksoz-2-uloz (3Deoksiglikoz)’un oldugunu rapor
etmislerdir.  Okaryotik hiicrelerde MGO, glikolizisin dihidroksiasetonfosfat ve D-
gliseraldehit-3-fosfat’in olusum asamasinda tiretilir. Temel hiicrei¢i glikasyon triintidiir.
Hiicresel lipidlerin, niikleik asitlerin ve proteinlerin amino gruplartyla reaksiyona girerek
MGO’dan tiiremis kompleks glikasyon son {iirtinlerinin (MAGE) kaynagini teskil eder.
Metilgliyoksal ve onun glikasyon tiriinleri 6zellikle nervoz dokuda birgok siddetli patolojik
olaylarin ortaya ¢ikmasina neden olur (Bierhaus ve ark., 2012; Radu ve ark., 2012). Ancak
norotoksititede MGO’ nun molekiiler ve biyokimyasal mekanizmasi tam olarak ortaya
konulamamustir (Li ve ark., 2011; Brad ve Chantal, 2013). Bununla birlikte bu iiriinlerin
hiicrede 6liim sinyal iletim yolaklarini uyararak sitotoksik etkiler gosterdigi yapilan bir¢ok

aragtirmada rapor edilmistir (Serrano ve ark., 2004; Siqueira ve ark., 2005).

Diyabet
Obezite Aterosikleroz

S

Metilgliyoksal

Hipertansiyon Epigenetik

Kanser
Yaslanma

Sentral sinir sistemi
bozukluklari

Sekil 2.6. Metilgliyoksal uyarimli hastaliklar (Maessen ve ark., 2015).

Metilgliyoksal, glyoxalaz sisteme bagli GSH tarafindan detoksifiye edilir. GSH’un
biyosentezi ve tekrar tekrar iretilip kullanilmasi antioksidan yaniti elementi niiklear
solunum faktdr yolu (ARE-NRF) tarafindan gerceklestirilir (Ha ve ark., 2006; Kim ve ark.,
2011). Nikleer iliskili eritroidfaktor-2(Nrf-2) oksidanlara karst hiicre igerisinde
antioksidan ve detoksifikasyon genlerin ekspresyonunu uyaran sitozolik bir proteindir
(Boutten ve ark., 2011). NrF-2 ve NFkf iki stres duyarli trankriptor faktorlerdir. Uyarici
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faktorler ve elektrolitler tarafindan PKA (protein kinaz A)’nin uyarimi ile Nrf-2’nin
cekirdege translokasyonu y-glutamyl-cysteinyl-glycine (GSHs) iceren antioksidan
faktorlerin uyarimini saglar (McMahon ve ark., 2003). MGO kaynakl1 ve onun glikasyon
iirlinleriyle iliskili hiicresel komplikasyonlarin hafifletilmesinde bu hiicre i¢i sinyal iletim

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

CH;COCHO
Methyiglyoxal

Glyoxalase 1 1

GSH CH;CH(OH)CO-SG
S-D-Lactoylglutathione

Glyoxalase 2

CHL;CH(OH)CO, + H*
D-Lactate

Sekil 2.7 MGO’nun hiicreigi glyoksalaz enzim sistemiyle (Rabbani ve Thornalley, 2014).

Glioksalaz sistem; glioksalaz I ve Il enzimlerden olusmaktadir. Sitotoksik MGO ve
MGO’dan tiireyen glikasyon iirlinlerine karst en etkili defans sistemini olustururlar
(Nakadate ve ark., 2009). GI, GSH’1 bir kosubstrat gibi kullanir ve MGO’yu S-D-
laktoglutatyona doniistiriir. GII ise thioester S-D-laktoglutatyonu zarasiz D-laktata
cevirirken ayrica GSH tekrar kullanilmasimi saglayacak rejenerasyonunu gergeklestirir
(Rabbani ve ark., 2012). Metilgliyoksalin 6zellikle sitotoksik etkilerini protein
glikasyonuyla  gosterir. Son zamanlarda birgok arastirmada metilgliyoksalin
detoksifikasyonunda polifenolik bilesik kullanilmistir. Ornegin Maruf ve ark., (2014)
yaptiklar1 arastirmada MGO uyarimli sitotoksitede ferulik asit ve onun polifenollerinin gerek
oksijen radikallerinin olusumunu engelledigi ve antioksidan sistemi uyararak (6zellikle GSH

sistemi) detoksifiye ettigini gostermislerdir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiirii (in vitro ¢calisma)

Arastirmada insan orijinli glioblastoma U-87 MG (ATCC HTB-14) hiicre hatt1 kullanildu.
Hiicreler, polietilenimin(sodyum borat buffer icerisinde 0.2 mg/ml, pH 8.3) ile kapl 25
cm? lik flasklarda ve igeriginde %10 oraninda 1s1 ile inaktif edilmis fotal sigir serumu
(FBS) ve penisilin/ streptomisin/amfoterisin B karigimi bulunduran Eagle's Minimum
Essential Medium (E-MEM) besi ortaminda, 37°C, %5 CO2 ve %95 hava bulunduran
steril inkiibatorde tiretildi. Hiicreler flask tabanma %80-90 oraninda yayildiklarinda
tripsinize (%0,025 Tripsin/EDTA) edilerek kaldirilacak ve 1:5 oraninda pasajlandi.
Mikroskop altinda daha sonra hiicre sayimi tripan mavisi boyasi ile bir hemositometre
yardimiyla belirlenerek deneme gruplari igin ihtiya¢ duyulan hiicre sayisi flasklara

eklenerek calisma baslatildu.
Deney gruplarinin olusturulmasi:

In vitro ¢alisma deneme gruplar1 Cizelge 1.” de verilmistir. Arastirmada Oncelikle

MGO’nin etkin konsantrasyon ve zaman ¢aligmalar1 viyabilite testleriyle ortaya konuldu.

Cizelge 1. Deneysel ¢aligma diizeni

Deneysel Calisma Diizeni

Deneme Gruplar: Tekrar
Sayisi
Deneme Grubu 1: Kontrol grubu 7
Deneme Grubu 2: Metilglioksal (MGO) uygulanan 7
grup
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3.2. Viabilite Testi (MTT metodu)

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT-Fluka, USA) kullanilarak bir hiicre
toplulugundaki canli hiicrelerin sahip oldugu mitokondrial rediiktazlarin bilesikteki
tetrazolium halkasin1 pargalayabilmesi prensibiyle hiicre canlilik orani tespiti kantitatif
olarak saptanabilmektedir. Tetrazolium halkasinin par¢alanmasi sonucu soluk sar1 renkli
MTT boyasi koyu mavi-mor formazan iirliniine doniismektedir. Calisma Papachristou ve
ark., (2013) uyguladig1 metod takip edilerek ger¢eklestirilecektir. Bu metotta kisaca farkl
konsantrasyonlarda (100-400 uM) metilgliyoksal hiicrelere (12°1i pleyt,  3x10°
hiicre/kuyucuk) uygulanmasindan 24 saat sonra, iizerlerindeki medium alinarak tizerlerine
icerisinde 20 uL MTT ayiraci (5 mg/ml PBS’te ¢ozdiiriilerek elde edilecek) bulunan 200
uL taze komple besiyeri eklendi. Hiicreler bu soliisyonla 4 h 37 °C’de inkiibe edildi. MTT
kristalleri 100 pL 0.04 M HCL/isopropanol ile 15 dk siireyle 37 °C’de ¢ozdiiriildii. Siire
sonunda ependorflara alman drnekler 12000 rpm ve +4 °C’de santrifiij edilerek ve 570 nm
151k dalga boyunda mikropleyt okuyucuda (uQuant-SK) okutuldu ve kaydedildi. Bu
yontem ile hem MGO’nun ¢aligmadaki hiicre canliligina etkileri hemde etkin

konsantrasyonu analiz edildi.
3.3. Lizat hazirlama ve CAMP konsantrasyonu:

Inkiibasyon siirelerinden sonra hiicreler buz soguklugunda PBS ile 3 kez yikandi.
Sonra 1x 107 /ml hiicre kitte bulunan 1/5 sulandirilmus lizis buffer ile muamele edildi. Daha
sonra drnekler 3 kez yaklasik -20°C’de dondur ¢ozdiir metoduyla lize edildi. Lizasyon
islemi mikroskop altinda tripan blue eklemesiyle kontrol edildi. Hiicrei¢i mavi goriintii
lizisin basarilt oldugunu tespit etmek igin kriter olarak kullanildi. Daha sonra hiicre
atiklarin1 uzaklastirmak icin 4°C” de 600g 10 dk santrifiij edildi. Sonrasinda drnekler hizli
bir sekilde ELISA kit (RD System, USA) prosediiriine gecirildi. Bu metodda dncelikle
reagenlar, Ornekler ve standartlar hazirlandi. Herbir kuyucuga 50 ul primer antikor
solisyonu eklendi. Daha sonra striple kaplanan kuyucuklar ¢alkalayiciyla 1 saat siireyle
oda 1sisinda maruz birakildi. Siire sonunda yikama islemleri olarak kitteki yikama
soliisyonlar1 kullanilarak 3 kez gergeklestirildi. Son yikamadan sonra pleyt ters ¢evirilerek
kurumaya birakildi(10 dk). Tiim kuyucuklara cAMP kongugated soliisyonu eklendi. Daha
sonra 15 dk igerisinde ilgili kuyucuklara ornekler ve standartlar 100’er ul eklendi. Daha
sonra blank olarak sec¢ilen kuyucuga 100 ul kalibrator maruziyeti gerceklestirildi.

Sonrasinda kuyucuklar tekrar striple kapatilarak 2 saat oda 1sisinda inkiibasyona birakildi.
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Daha sonra 4 kez yikama gergeklestirildi. Sonra 200 ul substrat soliisyonu herbir kuyucuga
eklenerek karanlik ortamda 30 dk siiresince tutuldu. Sonraki basamakta ise kuyucuklara
100 ul stop soliisyonu eklenerek kuyucuktaki rengin maviden sartya donmesi saglandi.
Islemin sonunda 30 dk igerisinde pleyt ELISA okuyucuya(uQuant-SK) yerlestirilerek 450
nm dalga boyunda okuma gergeklestirildi.

3.4. RNA izolasyonu ve gRT-PCR

Polimeraz zincir reaksiyonu i¢in dncelikle Riboniikleik asit (RNA) eldesi hazir ticari
kit kullanilarak gergeklestirildi ve RNA safliklar1 spektrofotometrede (Shimadzu-UV mini
1240- JAP)(OD260/OD2go nm orani) belirlendi. Bu yontemde 75 cm2’lik flasklarda 24 saat
siireli inkiibasyondan sonra alinan 7x10%ml hiicreler, 1 ml RiboEx reaktifiyle (GeneAll-
SK) homojenize edildi ve oda 1sisinda 5 dk bekletildi. Sonra 4°C° de 12000g 10 dk
santrifij edildikten sonra siipernatant temiz bir tiipe aktarildi. Uzerine 0,2 ml kloroform
eklenerek 2 dk oda 1sisinda tutuldu. Daha sonra 4°C” de 12000g 15 dk santrifiijden sonra
renksiz siipernatant yeni bir tiipe aktarildi ve lizerine her 1 ml RiboEx reaktifine 0,5 ml
isopropil alkol eklendi. Daha sonra érnekler 10dk oda 1sisinda bekletildi. 4°C” de 12000g
10 dk santrifiifden sonra siipernatanlar atildi. Tiip dibinde kalan RNA DNA karisimi pelet
Iml’lik %75 etanolle yikanarak tekrar 7500 x g santrifiijle 5 dk’da pelet olugmas1 saglandi.
Elde edilen RNA 6rneklerine 1’er ml “DEPC Water” eklenerek RNA’larin sulandirilmasi
saglandi. Elde edilen RNA 6rneklerinden RNA safliklar1 tiim 6rneklerde esik degeri olan
1,7°den yiiksek olarak tespit edildi. Daha sonra PCR reaksiyonlarina ge¢ildi. Bu amagla
arastirilan genlerin (AB1-40, PDE1Bg ve PDEIB1) gen ekspresyon diizeyleri bu metodla
olgiildii. Bu amagla hazir “Verso sybr green one-step kit” (Thermo, EU) kullanildi. Herbir
reaksiyon tiipii totalde 25 ul (Verso enzim mix-0,25 ul, 2x1-stepgPCR 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. Arastirmada kullanilan primer dizgeleri asagida c¢izelge halinde
verilmistir(Cizelge 2.). Arastirmada PCR dongiileri RT PCR thermal cyclirinda (Bio-
RAD- CFX96) olarak cDNA sentezi asamas1 50°C’de 15 dk, start inaktivasyon 95°C’de
15 dk 1’er sikliis olarak gerceklestirildi, Denatiirasyon 95°C’de 15 sn, Yapisma 56°C’de
30 sn, ve uzama ise 72°C’de 30 sn 40 sikliis olarak gergeklestirildi.
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Cizelge 2. Arastirmada kullanilan gen spesifik primerlar

Gen Reverse Forward

ApB1-40(Metabion- 51 _ATG GAT CCT 51 _-TCA CTC GAG ATT

EV) TAC GCT ATG ACA GGA TGC AGA ATT CCG
ACA CCG AA- 3! ACAT-3!

PDE1B (Microsynth- 51 _CAC TGT GGG 51 .CCT CCA CCT TCA
EV) AAT CTT GAA GCG CCC AGC AG- 3!
GCT GAT C- 3!

PDE1B1(Microsynth- 51 -CTG AGC ATG 5! \CAG AGA CCG AAG
EU) GAG CTG TCC - 3¢ CTT AAT CC- 3!

GAPDH  (Thermo, 51.CATTGAACT TGC 5..GCTACC AGG GCT
EU) CGT GGG TA-3! GCCTTCT-3!

3.5. Kongo Red Boyama ile Amiloid goriintiileme:

Amiloid gdsterimi hazir ticari kitler(Bio OPTICA, IT) kullanilarak gerceklestirildi.
Inkiibasyon siirelerinden sonra hiicreler, flask1 kaplayacak sekilde ksilolde deparafinize
edildikten sonra kitteki 3 ml A reagent (Kongo red soliisyonu) eklendi ve 15 dk beklendi.
Daha sonra flasklar distile su ile yikandi. Sonrasinda Reagent B (Alkalin donstiirii buffer)
sollisyonu 10 damla flaska verildi ve 30 sn bekletildi. Sonrasinda 5 dk siiresince akar suda
yikama gergeklestirildi. Sonra flasklara reagent C(fosfat buffer soliisyonu) 10 damla
eklenerek 2 dk bekletildi. Flask igerisindeki sivi atilarak yerine Reagent D (Mayer’s
hemtoksilen) 5 dk bekletildi. Islemler sonucunda invert mikroskop (Olympos
CKX414) altinda incelenmesi yapildi. Amiloid birikimleri kirmiziya doniik sar1 renkte
goriiniirken, hiicre ¢ekirdekleri mavi oldugu gozlendi. Siralanan islemler sonrasi, 24 saat
stireyle etkin konsantrasyonda metilgliyoksal kullanilan U87 MG hiicreleri invert
mikroskopta (Olmpus CK40, JP) 20x biiylitmeyle fotograflandi (Fotograf skala bar 1-100
nm). Yine glioblastomalara metilgliyoksal uygulandiktan 24 saat siire sonunda invert
mikroskobun 10x objektifiyle hiicre yogunluklari fotograflandi (Fotograf skala bar, 1-50

nm).
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3.6. ISTATISTIKSEL METOT Arastirmada elde edilen veriler, SPSS 21.0 programinda,
One-way ANOVA varyans analizi yontemi ile gergeklestirildi. Gruplar arasindaki
istatistiksel farklar Duncan testi ile yapildi. p<0.05 ve alt1 degerler istatistiksel olarak

onemli kabul edildi. Degerler ortalama + standart hata (S.E) seklinde verildi.
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4. BULGULAR

4.1. Viabilite sonuclari

Insan glioblastoma hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda metilgliyoksal (MGO)

uygulanarak 24 saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda gruplardaki hiicre canlilik

oranlart MTT metoduyla aragtirildi.
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Sekil 4.1. Farkli konsantrasyonlarda metilglyoksal uygulanimi hiicre canlilik oranlari(24 saat).

Elde edilen verilere gore konsantrasyon artigina paralel olarak hiicre 6liim oranlarinin artigi
tespit edildi. Ozellikle MGO’nun 200 pm konsantrasyonu uygulanan grupta(0,6613+
0,1853) kontrol grubuna (0,9278+ 0,00519) gore %28 oraninda hiicre canliligin1 anlamli
diizeyde azalttig1 tespit edildi(n=5, p<0,005). Bu konsantrasyon etkin doz olarak segildi ve
diger ¢alismalar i¢in kullanildi.
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4.2. Hiicrei¢i cAMP diizeyleri

Arastirmada 200 um metilgliyoksal 24 saat siireyle hiicrelere uygulandi. Siire sonunda
alinan &rneklerden cAMP diizeyleri ticari kolorometrik kitle ELISA okuyucuda tespit
edildi. Herbir deney 3 kez tekrarlandi (n=5).
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Sekil 4.2. Metilglyoksal uygulaniminin 24 saat uygulanimi sonunda hiicrei¢ci cAMP seviyeleri.

Elde edilen verilere gore cAMP diizeyi MGO grubunda( 98,01+3,9) kontrol grubuna gore (
66,76+2,78) kiyaslandiginda %31 oraninda arttig1 tespit edildi.
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4.3. Gen ekspresyon analiz sonuclari

Glioblastomalar metilgliyoksalin 24 saat uygulamasi sonrasinda gruplardan RNA
ornekleri alind1 ve tek basamakli syber green kit ve gercek zamanli PCR metoduyla AB1-
40, PDE1(G) ve PDEIBI1 gen ekpresyon diizeyleri arastirildi. Arastirmada birbirinden

bagimsiz 3 6rnegin ortalamasi alind1 ve standart hatalar ylizde olarak verildi.
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Sekil 4.3. 24 saat Metilglyoksal uygulaniminin relatif AB1-40 gen ekspresyon diizeyleri

Elde edilen verilere gore MGO’nun AB1-40 gen ekspresyon diizeyini, kontrol hiicrelerine

gore 3.7 kat relatif misli degisimlerle up regiile ettigi tespit edildi.
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Sekil 4.4, 200 um Metilglyoksal uygulanimu ile relatif PDE1B gen ekspresyon seviyeleri (24 saat).

Caligmada alian sonuglara gore MGO’nun PDE1B gen ekspresyon diizeyini 1,6 kat relatif

misli degisimlerle down regiile ettigi bulundu.
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Sekil 4.5. Kontrol ve Metilglyoksal gruplarinda relatif PDE1B1 gen ekspresyon diizeyleri (24 saat)

Elde edilen verilere gore MGO’nun PDE1B1 gen ekspresyon diizeyini, kontrol hiicrelerine

gore 3.3 kat relatif misli degisimlerle down-regiile ettigi gorildii.
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4.4, Hiicre Goriintiileri

Glioblastomalara metilgliyoksal uygulandiktan 24 saat siire sonunda invert
mikroskobun(Olympus CK40, JP) 10x objektifiyle hiicre yogunluklari fotograflandi.

Arastimada elde edilen verilere gore MGO uygulanan grupta kontrol grubuna gore anlaml

diizeyde alan bosluklarinin(hiicre kayiplar1) artmis oldugu gézlemlendi.

Sekil 4.6 . Metilgliyoksal grubu hiicre gortntiisii (10x, skala bar 1-50 nm).
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Sekil 4.7. Kontrol grubu hiicre goriintiisii (10x, skala bar 1-50 nm).
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4.5. Kongo Red ile Amiloid Goriintiilemeleri

Sekil 4.8. Kontrol grubu hiicrelerde kongro red boyama goriintiisii (20x, skala bar 1-100 nm)

Hiicreler metilgliyoksalle 24 saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda herbir kuyucuga ticari
olarak kit haline getirilmis sirali boyamalarla kongo red prosediiriine uygun olarak
uygulandi. Sonra yine invert mikroskopla 20x goriintiiler alindi ve kaydedildi. Kitteki
boyamalardan sonra hiicre igerisinde veya periferindeki sar1 odakli yogunlagsmalar amiloid

birikimini gostermektedir.
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Sekil 4.9.MGO grubu hiicrelerde kongro red boyama goriintiisii (20x, skala bar 1-100 nm)

Aragtirmada 24 saat MGO uygulanan grupta hiicrelerin merkezinde mavimsi odaklar ve
periferlerinde ise sar1 renkte boyanmalarin yogun oldugu gozlenirken kontrol hiicelerinde
ise herhangi bir boyama olmadig:i goriildii (amiloid protein birikimleri oklar ile

gosterilmistir).
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5- TARTISMA

Alzheimer hastalig1 hiicre dis1 amiloid-P (AP) birikimi ve ndéronlar i¢inde norofibriler
diigiimlerin olusumuyla ile karakterize, ilerleyici norodejeneratif hastaliktir. Giiniimiizde
demenstan etkilenen 60 yas istii bireylerin yaklasik 40 milyon civarindadir. Bununla
birlikte saymin her 20 yilda bir ikiye katlanmas1 dngoriillmektedir (Bendlin ve ark., 2010).
Demans vakalarinin en baskin nedenlerinin yaklasik %50-70’ini Alzheimer hastaligi
olusturmaktadir (Cankurtaran ve Arioglu, 2005). Amiloidogenezde 42-43 aminoasitten

olusan B amiloid peptitler patogenezden sorumludur. (Younkin ve ark., 1998).

Bircok arastirma, AD patofizyolojisinin sekillenmesinde reaktif oksijen tiirleri
iiretimi ve endojen antioksidan sistem arasindaki dengesizligin sonucu meydana geldigini
gostermistir (Cross ve ark., 1987; Tarozzi, ve ark., 2013). Glukoz metabolizmasinda
metilgliyoksal gibi reaktif karbonil bilesikler ortaya ¢ikabilir ve AD’de bilissel hasarin
patomekanizmasinda 6nemli 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 iiretimini) aracili reaksiyonlarin triinii
olarak kendiliginden olusabildigi gibi, pentoz askorbat ve lipidlerin oksidatif
indirgenmesine bagli olarakta ortaya ¢ikabilir (Degenhardt, ve ark., 1998; Desai ve ark.,
2008). Metilgliyoksal kiiltiire edilmis noéroblastomalarda 24 satte, enerji patlamasina,
membran depolarizasyonuna ve glutamate salinimina neden oldugunu gosterilmistir
(Arriba ve ark., 2007; Arriba ve ark., 2008). Metilgliyoksal, oksidatif stresi tetikleyerek
norodejenerasyona ve hiicre oliimlerine katkida bulunabilir (Amicarelli, ve ark., 2003;
Kikuchi ve ark; 1999; Shinpo ve ark., 2000). MGO tarafindan iiretilen ROS, gii¢lii bir
norotoksin gibi serbest radikallerin ve glikasyonlarin gsekillenmesine neden olarak sonugta
Parkinson ve Alzheimer gibi ndrodejeneratif hastaliklarin meydana gelmesine zemin
hazirlar (Arriba ve ark 2007). Arastirmamizda metilgliyoksalin uygulaniminin doz bagimh
olarak hiicre canlilik oranlarini anlamli diizeyde diistirdiigii tespit edilmistir. Endojen
olarak glikolitik yolun bir yan triiniidiir (Thornalley, 2005). Metilgliyoksal, AD gibi
bir¢ok norodejeneratif hastaligin patogenezinde rol alan, 6zellikle basta proteinler olmak
tizere hiicresel diger molekiilleri glikasyona ugratabilir (Ramasamy ve ark., 2005).
Metilgliyoksalin damar diiz kas hiicreleri, endotelyal hiicreler, rat hepatositleri,
plateletler, ndronlar gibi bircok dokuda ROS tiirlerini arttirdigi rapor edilmistir (Angeloni

ve ark., 2013). MGO oksidatif stresi uyararak norodejenerasyona 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 ettigimiz verilere benzer olarak bir¢ok sitotoksitite
deneyinde metilgliyoksalin hiicreigi kalsiyum artigina baglh olarak oksidatif stresi arttirdigi
ve hiicre 6liimlerini sekillendirdigi rapor edilmistir(Annunziatove ark., 2003). Xie ve ark.,
2014 yaptiklar1 in vitro noroblastoma hiicrelerinde 24 saatlik inkiibasyondan sonra
metilglyoksalin doz bagimli olarak anlamli diizeyde hiicre sayisini azalttigini
gostermislerdir. Jan ve ark., 2005 yaptiklar1 arastirmada, MDCK hiicre kiiltiiriinde
metilgliyoksalin hem doz bagimli hemde siire bagimli olarak hiicre canliligini anlamli
diizeyde azalttigini rapor etmislerdir. Tajes ve ark., (2014) yaptiklar1 in vitro ¢alismada
metilglyoksalin artan dozlarda hiicrei¢i bax protein diizeyini arttirmasina karsin Bcl-2
diizeyini ise azaltarak ve kaspaz 3 aktivitesini arttirarak néronlarda apoptoz sekillendigini
rapor etmislerdir. Yine Chen ve ark. (2010) primer hipokampal ndron kiiltiirinde MG’nin
kaspaz 3 aktivasyonuna ve Bcl-2/Bax oranini azaltarak apoptotik hiicre Oliimiiniin
uyarildigint gostermislerdir. Radu ve ark., (2012) 250 uM ve yiiksek dozlarinin
noronlarda anlamli diizeyde hiicre sayisni azalttigin1 gostermislerdir. Du ve ark.(2000),
200-500 uM metilglyoksalin jurkat hiicrelerini anlamli diizeyde apoptoza ugrattigini
belirtmislerdir. Oksidatif stress AP kaynakli norodejeneratif hastaliklarda noronal
apoptozun meydana gelmesinde, NADPH oksidaz aktivasyonuyla iiretilen reaktif oksijen
tiirleri ve mitokondrial biyoenerjik potansiyellerin 6nemli rolleri bulunmaktadir(Cross ve
ark., 1987; Tarozzi ve ark., 2013; Abramov ve ark., 2004; Motori ve ark., 2013). AD ve
diger norodejeneratif hastaliklarda, siiperoksit ve peroksinitrit gibi reaktif ve nitrojen
oksijen tiirleri AGE’larin birikimi ve protein katlanmalarini etkilerler (Loske ve ark.,
1998). Metilgliyoksal siiperoksit dismutazin kofaktorlerinden olan Cu ve/veya Zn ile
kovalent baglanarak enzimi inaktif hale getirerek, mitokondriyal siiperoksit tiretimini

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

Beta amiloid peptidinin sekerlerle inkiibasyonu, metilgliyoksal gibi yiiksek
molekiiler yogunluklu oligomerlerinin olusumuna neden olmaktadir. Bu oligomerler ve
agregatlar, hidrofobik yiizeylerinin varlig1 nedeniyle hiicre zarlar ile etkilesim yaparak
fonksiyon kaybina hatta hiicrede toksititeye neden olabilir (Stefani ve Dobson 2003).
Arastirmamizda hiicre canlilik testleriyle tespit edilen konsantrasyonda U87 hiicrelerine
MGO uyguland:. Inkiibasyon siiresinden sonra metilgliyoksalin amiloid plaklarini ve
AP(1-42) peptitlerini anlamli diizeyde arttirdigi gozlendi. Amiloid 8 (AB), amiloid-B

protein Onciisiiniin (APP) proteolitik pargalanmasi ile tiretilen 40-42 amino grup asitli bir
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peptittir ve norotik plaklarin ana bilesenlerinden biridir. Af sitotoksiktir ve oksidatif stresi
uyararak norodejeneratif degisikliklere neden olabilir (Loo ve ark., 1993; Walsh ve ark.,
2002). Metilgliyoksal, AP1-42 ve proteinlerin yanlis katlanmasini arttirmakta ve senil
plaklarin birikimine neden olmaktadir (Fawver ve ark., 2012; Srikanth ve ark., 2013).
Abramov ve ark., (2004) astrositlerde Af peptit uyarimli néronal 6liimlerde NADPH
oksidazin merkezi rol oynadigini tespit ertmislerdir. Metilgliyoksal uyarimli oksidatif
stresin meydana getirdigi noron kayiplarinda iki énemli MAPK f{iyesi olan JNK ve p38
sinyal yolaklarinin aktivasyonu s6z konusudur (Zhu ve ark., 2002; Hashimoto ve ark.,
2003; Puig ve ark., 2004; Chiarini ve ark., 2009). Apoptozun sekillenmesinde o ve P
sekretaz aktivasyonu (Tamagno ve ark., 2005; Shen ve ark., 2008) ile prokiirsér amiloid
proteinlerin stabilizasyonu ve fosforilasyonu da 6nemlidir (Muresan ve Muresan, 2007;
Colombo ve ark., 2009).

Siklik AMP yolagi, adenilat siklaz enzimi katalizorliigiinde ATP’den cAMP
olusumuyla gerceklestirilir. cAMP nin hiicre i¢i etkilerine cAMP bagimli protein kinaz
(protein kinaz A) aracilik eder. cAMP protein kinaz A’ya baglandiginda katalitik alt
birimleri ayrilir ve her biri hedef proteinlerdeki serin kalintilarin1 fosforiller veya hiicre
cekirdegine goc¢ eder. Cogu calisma, yiikseltilmis cAMP seviyelerini protein kinaz A'nin
aktivasyonuna baglamis olmasina ragmen, cAMP ayrica, siklik niikleotid gegitli iyon
kanallarmi dogrudan aktive edebilir ve GTP degisim faktorlerinin aktivasyonu yoluyla
sinyal verebilir. (Cheng ve Grande, 2007). Tiim doku hiicrelerinde bulunan ikinci mesajci
CAMP, hiicre proliferasyonunu ve apoptozu diizenleyen ana hiicre i¢i faktorlerden biri
oldugu icin, nérodejeneratif hastaliklarin tedavisinde ve patogenezinin anlasilmasinda
potansiyel bir hedefini olusturmaktadir (Houslay ve Milligan, 1997). Siklik AMP sinyali,
adenil siklazin plazma zar1 lokalizasyonu ve protein kinaz A'yr spesifik hiicre ici
lokasyonlara baglayan iskelet proteinlerinin ekspresyonu yoluyla boliimlere ayrilir (Cheng
ve Grande,2007; Kierszenbaum ve ark., 2007). Siklik niikleotid seviyeleri biiyiik 6l¢iide

fosfodiesterazlar (PDE'ler) tarafindan yonlendirilen katabolik siireclerle diizenlenir.

Arastirmamizda etkin konsantrasyonda metilgliyoksalin hiicreici siklik adenozin
monofosfat diizeyini arttirirken, PDE 1B ve PDE1B-1’i azalttigimi tespit ettik. Glial
hiicrelerde cAMP’nin artisina bagli apoptozun indiiklendigi bir¢ok arastirmada rapor
edilmistir (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). Insel ve ark.,
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(2012), 6zellikle olgunlagsmamis lenfoid hiicrelerde, belirli ndronal hiicrelerde ve kardiyak
miyositlerde cAMP-artisina bagli apoptozun arttigini belirtmislerdir. Metilgliyoksalin
programlanmis hiicre 6liimiine hiicre tipine bagli olarak neden oldugu bildirilmistir (Okado
ve ark., 1996; Kang ve ark., 1996; Suzuki ve ark., 2000). Jan ve ark., (2005) yaptiklar
diabetik modelde metilgliyoksal uyarimli hiicre i¢i kalsiyum artisina bagli olarak bobrek
ve retinal dokularda hasar olusturdugunu ancak iki farkli kan hiicresini ve sarkoma hiicre
hattin1 ise etkilemedigini ortaya koymuslardir (Jan ve ark., 2005). Yine ayni ¢alismada
MDCK hiicrelerinde metilgliyoksalin konsantrasyonla paralel olarak fosfolipaz c’den
bagimsiz olarak mitokondriden kalsiyum salinimini ve ekstraseliilerden hiicreigine
kalsiyum girisini arttirarak apoptozu indiikledigi rapor edilmistir. Al-Malki ve ark. (2017)
yaptiklar1 CdCI2 aracili AGEs artigina bagli diabetik néropati modelinde reaktif karbonil
bilesiklerinin cAMP diizeyini arttirdigini rapor etmislerdir. Slowik ve ark., (2012), rat glial
ve HEK 293 hiicrelerinde AB1-42 uyarimli sinyalin hiicreigi extracellular signal regulated
kinase 1/2 (ERK %) fosforile ederek cAMP seviyelerini arttirdigini rapor etmislerdir. Yine
Brandenburg ve ark., (2010), astrositlerde AB1-42 peptitlerinin ERK Y2 fosforilasyonu
sonucu hiicreici cAMP akiimiilasyonuna neden oldugunu rapor etmislerdir. Tau
hiperfosforilasyonu, AD'nin gelisiminde patolojik bir belirte¢ ve erken bir olaydir [Chou
ve ark., 2011; Riederer ve ark., 2001)]. Qi ve ark., 2017 yaptiklar1 in vivo ¢alismada
MG’nin 6zellikle hipokamal néronlarda tau protein formasyonu ve hiperfosforilasyonu ile
kaspaz 3 aktivasyonu sonucu hiicre 6liimlerinin anlaml diizeyde arttigin1 gostermislerdir.
Tau fosforilasyonu siklin bagimli kinaz, cAMP bagimli protein kinaz ve stress tarafindan
active edilen protein kinaz gibi kinazlar ve fosfatlar tarafindan diizenlenir (Yu ve ark.,
200; Qi ve ark., 2016; Ferrer ve ark.,v 2005; Mazanetz ve ark., 2007 ). AP birikimi hiicre
i¢ci kalsiyum artigina bagli oksidatif strese neden olur ve ndrodejenerasyonu tetikler (Qi ve
Qiao, 2001). Birgok farkli hiicrede farkli konsantrasyonlarda metilgliyoksal kullanilmustir.
Cook ve ark., (1998) 1 mM konsantrasyondaki MGO’nun rat pankreatik B
hiicrelerinde,hizl1 depolarizasyona neden olarak hiicrelere Ca girisinin arttigini rapor
etmislerdir. Son zamanlarda bir¢ok ¢alismada hiicre ici cAMP artisinin apoptotik siireci
uyardigr bildirilmistir. Ayrica AP birikimlerinin intraseliiler kalsiyum artigina neden
olacag1 ve oksidatif stres ile norodejenerasyonun uyarildigini bildirmislerdir (Qui ve ark.,

2001).
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6. SONUC ve ONERILER

Calismada elde edilen verilerin incelendiginde olusturulan diabet modelinde leptin
diizeyleri arve doz bagimli olarak hiicre 6liimlerini arttirdigini bununla birlikte hiicreigi
cAMP diizeyini arttirarak apoptozu indiikledigini ortaya koyduk. Bununla birlikte
arastirmamizdaki PDE bulgular ilk veri niteligindedir. Yine cAMP artisinin 6zellikle
glial hiicrelerde ekspresyonunun yogun oldugu PDE 1 ve alt izoenzimlerinin down
regiilasyonu sonuc¢larimizin dogrulugunu kanitlar niteliktedir. Ayrica metilgliyoksalin AP
peptit {retimini uyarmis olmasi hiicre Oliimlerinin artisinda Onemli olabilecegide
gerceklestirilen, kongo red boyamalariyla tespit edilerek ortaya konulmustur. Tiim bu
bilgilerin 15181nda arastirmadan elde edilen verilerden yola ¢ikarak metilgliyoksal uyarimli
hiicre kayiplarinin ileri mekanizmalarinin ortaya konulmasinda in vivo ve daha ileri diizey

molekiiler tekniklerin kullanildig1r denemelere ihtiya¢ bulunmaktadir.
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