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B-AMILOID PEPTID VARLIGINDA NORONAL KALSiYUM/KALMODULIN-
BAGIMLI PROTEIN KiNAZ 2 (CaMK-1I) DEGISIMLERININ
NORODEJENERASYON SURECINE ETKIiSi

Elif Istirman
Dokuz Eyliil Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii

Biyokimya Anabilim Dah, 35340 Inciralti, izmir

OZET
Demansin en yaygin sekli olarak karsimiza ¢ikan Alzheimer hastaligi (AH) bilissel fonksiyon
azalmasmin  goriildiigii  ilerleyici bir norodejenerasyon  durumudur. Hafizanin
olusturulmasinda CaMK-II Kilit bir enzim olup hem ge¢mis hem de simdiki hiicresel
aktiviteyi temsil eden "siirekli" bir kalsiyum sinyallemesinin dinamik dogasina 6zgii, gegici
bilgileri entegre ettigi ileri siiriilmektedir. Ancak, dort izoformu olan CaMK-II enzim
sinyalinin yoklugunda veya degisiminde hiicresel aktivite/fizyolojinin nasil etkilendigi heniiz
net olarak tanimlanamamustir. Bu tez projesinde, in vitro Alzheimer modeli olusturularak,
ekstraseliiler AB1-42 varligmin, néronal CaMK-Il izoform degisimleri ve hiicre canlilig

tizerine etkisinin degerlendirilmesi amaglanmistir.

SH-SY5Y hiicrelerine, dnceden agrege edilmis AP1-42 peptidi 72 saat siiresince uygulandi.
CaMK-II enzim inhibitdrii KN93 varligi ve yoklugunda MTT ve LDH testi ile hiicre canliligt
ve hiicre kiiltiir ortamindaki kalsiyum diizeyi fotometrik olarak degerlendirildi. CaMK-II
enzimi alfa, beta, gama ve delta izoformlarinin m-RNA ekspresyon degisimleri RT-PCR
yontemi kullanilarak belirlendi. Hiicresel beta ve alfa izoformlarinin degisimi ELISA yontemi
ve immiinfloresan mikroskopi ile degerlendirildi. 10 pM AP1-42 uygulamasi hiicre
canliligint %50 oraninda azaltirken LDH salinimin1 benzer oranda arttirdi (p<0,05). KN93
uygulamasi ise AP1-42 toksisitesine karsi koruyucu etki gostermedi. AB1-42 uygulamasinin,
CaMK-II enzimi mRNA ekspresyonlarint kontrol grubuna gore belirgin azalttigi (p<0,05),

alfa izoformunun hiicresel birikimine neden oldugu belirlendi.

Bu tez caligmasi ile literatlir taramamiza gore ilk kez, Alzheimer hastaliginin temel patolojik
bulgularindan olan amiloid plaklari olusturan AP peptidlerin toksik konsantrasyonlarda

CaMK-Il enziminin izoformlarinin ifadesini ve diizeyini degistirebildigi gosterildi. Noronal



CaMK-I1I enzim izoform degisimlerinin hiicre sag kaliminda kritik bir basamak oldugu ve

hiicrenin kendisini korumasi igin tetiklendigi diistiniilebilir.

Anahtar Sozciikler:  Amiloid beta, CaMK-II, néronal hiicre oliimii, CaMK-II

izoformlari



EFFECTS OF NEURONAL CALCIUM/ CALMODULIN-DEPENDENT PROTEIN
KINASE 2 (CAMK-11) CHANGES ON THE NEURODEGENERATION PROCESS IN
THE PRESENCE OF B-AMILOID PEPTIDE

Elif Istirman
Dokuz Eylul University Health Science Institute

Biochemistry Department, 35340 Inciralti, Izmir

ABSTRACT

Alzheimer's disease (AH), which is the most common form of dementia, is a progressive
neurodegeneration condition in which cognitive dysfunction is observed. CaMK-II is a key
enzyme in the creation of memory, and it is claimed to integrate temporary information
specific to the dynamic nature of a "continuous™ calcium signaling representing both past and
present cellular activity. However, how the cellular activity / physiology was affected in the
absence or exchange of the CaMK-II enzyme signal with its four isoforms has not yet been
clearly defined.

In this thesis, it was aimed to evaluate the effect of extracellular AB1-42 presence on neuronal
CaMK-1I isoform changes and cell viability by creating an in vitro Alzheimer model. The pre-
aggregated AB1-42 peptide was applied to SH-SY5Y cells for 72 hours. In the presence and
absence of CaMK-II enzyme inhibitor KN93, cell viability and calcium level in the cell
culture medium were evaluated photometrically by MTT and LDH test. The m-RNA
expression changes of CaMK-Il enzyme alpha, beta, gamma and delta isoforms were
determined using RT-PCR method. The changes of cellular beta and alpha isoforms were
evaluated by ELISA method and immunofluorescence microscopy. Application of 10 uM
AP1-42 decreased cell viability by 50% while increasing LDH release similarly (p <0.05).
KN93 application did not have a protective effect against AB1-42 toxicity. Application of
AP1-42 was found to significantly reduce CaMK-Il enzyme mRNA expressions compared to

the control group (p <0.05), causing alpha cellular accumulation of alpha isoform.

According to our literature review, for the first time, it was shown that AP peptides can
change the expression and level of isoforms of the enzyme CaMK-II at toxic concentrations.
It can be thought that neuronal CaMK-II enzyme isoform changes are a critical step in cell

survival and triggered to protect the cell itself.

Keywords: Amyloid beta, CaMK-I1, neuronal cell death, CaMK-I1 isoforms



1. GIRIiS VE AMAC

Ortalama yasam siiresi, artan yasam kalitesi ve saglik bakim basarisina bagli olarak
uzamaktadir. Diinya lizerinde daha fazla yash niifus bulunmasi, demansiyel hastaliklarin
goriilme sikligint ve bu hastaliklara karsi olan farkindaligi arttirmastir.

Alzheimer Hastalig1 (AH), genel bilissel fonksiyon azalmasmin goriildiigi ilerleyici bir
norodejenerasyon durumu olup demansin en yaygin sekli olarak karsimiza g¢ikmaktadir.
Alzheimer patofizyolojisi iizerine ¢esitli aragtirmalar yapilmis olmasina karsin, heniiz net bir
sonug ve buna bagli olarak etkin bir tedavi ortaya konulabilmis degildir.

Ogrenme/hafiza iliskili hastaliklarm daha iyi anlasilabilmesi, 6grenme ve hafiza
mekanizmalarin1 ve bu mekanizmalarda gorev alan molekiilleri incelemeyi gerektirmektedir.
Son yillarda protein kinazlar hakkinda yapilan c¢alismalar, bu enzimlerin hafiza olusumu,
saglamlastirilmast veya silinmesindeki rollerini ortaya ¢ikarmis ve onlart ilgi cekici bir
aragtirma konusu haline getirmistir.

Ogrenme ve hafizanin temelini olusturan ndroplastisite proseslerinde protein kinazlar
karsimiza ¢ikmaktadir. Bunlardan biri olan kalsiyum/kalmodulin-bagimli protein kinaz 2
(CaMK-I1) kritik bir 6neme sahiptir. Bellek olusturulmasinda esansiyel olan CaMK-II ve alt
akiminda bulunan diger kinazlar (Kalsiyum/kalmodulin kinaz kaskadi, ERK1/2, PKA, PKG,
PI3K yolag1) 6grenme ve hafiza saglamlastirilmasi siirecinde rol alirlar.

Daort farkli izoforma (a, B, y ve 6) sahip CaMK-1I’nin a izoformunun, sinaptik plastisite
ve bellek olusumunda esansiyel oldugu knock-in fareler tizerinde gergeklestirilen incelemeler
ile gosterilmistir. CaMK-II’nin, Ras GTPaz’in aktif ve inaktif formlar1 tizerine etkili oldugunu
gosteren arastirmalarin  olmasi, CaMK-II’'nin ERK sinyal yolag1 {izerinden hiicre
proliferasyonu, differansiyasyonu ve apoptozu regiilasyonunda etkisini diigiindiirmiistiir.

Total CaMK-II seviyesinin incelendigi, AH modellemede kullanilan Tg2576 fareleri
tizerinde yapilan bir ¢alismada ¢ikan sonuglar; total CaMK-II seviyesinde bir degisiklik
olmadigin1 fakat aktivitede bir azalmanin oldugunu gostermistir. Bu sonuglar se¢imli bir
kayip olduguna isaret etmektedir. Amiloid beta (AP) toksisitesine maruz birakilan primer
kiiltiirlerde 1se CaMK-II aktivasyonunun bozuldugu gosterilmistir. Ancak hiicre canlilig
tizerine, CaMK-II aktivite ve izoform degisimlerinin etkileri ve/veya bu etkilerin olusum

mekanizmasi heniiz net olarak tanimlanmamustir.



“AP toksisitesi altinda artan hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu, es zamanli olarak
kalsiyum/kalmodulin bagimli kinaz aktivasyonunu degistirebilir ve CaMK-II aktivasyon
degisimleri, hiicre canliligini Ras ve/veya ERK sinyal yolagi iizerinden etkileyebilir.*
hipotezinden yola ¢ikilarak gergeklestirilen bu ¢alisma ile, literatiir taramamiza gore ilk kez,
CaMK-II enzim diizeyi ve izoformlarmin néronal hiicre canliligi ile iligskisi, SH-SY5Y

hiicreleri iizerinde olusturulan in vitro Alzheimer modelinde gosterilmesi amaglanmastir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Alzheimer Hastahig

Alzheimer Hastaligi (AH), secici bilissel islevlerin -6zellikle bellege bagli olanlar-
ilerleyici kayb ile karakterizedir [1]. Yasa bagli demansin en yaygin bigimi olarak karsimiza
¢ikan AH, Diinya capinda 24 milyon insani etkilemektedir ve bu saymin 2050 yilina kadar
dort katina ¢ikacagi tahmin edilmektedir [2].

AH vakalarinmn bilyiik ¢ogunlugu (>% 95) sporadiktir. Ileri yasla beraber
apolipoprotein E4 (ApoE4) polimorfizmi, hipertansiyon, kalp hastaligi ve diyabet, AH
gelisiminde ana risk faktorlerini olusturur [3]. Hastalik mikroskopik diizeyde, B-amiloid
peptidten (AP) seckillenen senil plaklar (SP) ve hiperfosforile tau kaynakli norofibriler
yumaklar (NFY) ile karakterizedir [4]. Dejenerasyon siirecinde hasta beyinleri, sinaptik kayip,
bozulmus norotransmisyon ve azalmis metabolizmayr iceren bir takim morfolojik ve
fonksiyonel degisikliklere ugrar. Gerg¢eklesen bu degisikliklerin hepsi néronal 6liime katkida
bulunur [3].

SP’ler ve NFY’leri “pozitif”, sinaptik kayip ve sonrasinda neden oldugu ndronal
kayib1 “negatif” lezyonlar olarak tanimlayacak olursak; pozitif lezyonlar post mortem
incelemeler sirasinda yararh tanisal belirtegler olsalar da bilissel diisiis ilerlemesi, negatif
lezyonlarla daha koreledir. Hafif kognitif bozukluk ile erken-hafif AH arasinda degisen
semptomlara sahip hastalar iizerinde yapilan calismalar, hasta beyinlerindeki sinaptik
tomurcuklarin ve diger sinaptik elementlerin kayboldugunu gostermistir [1]. Hafiza olusumu
ve depolanmasi siireclerinde O6neme sahip olan bu Ozelliklerin en belirgin kayiplarini
hipokampal ve kortikal bolgeler gostermektedir. AH’da sinaptik disfonksiyonun ortaya ¢ikma
mekanizmasi tam manasiyla bilinmemekle beraber AP oligomerlerinin, sinaptik bolgelere
dogrudan baglanma yoluyla uzun dénem potensiyasyonu azalttigi (UDP) [5][6] ve uzun
dénem depresyon olusumunu (UDD) kolaylastirdigi [7] yapilan in vitro g¢alismalarca

gosterilmistir.

Hastaligin multifaktoriyel olmasi, AH patogenezinin tam olarak acgiklanmasini
giiclestirmektedir. Nedensel faktorlerden yola ¢ikilarak ortaya amiloid kaskad, tau, kolinerjik

ve inflamasyon hipotezi gibi c¢esitli hipotezler One siiriilmiistiir. Fakat yapilan patolojik



caligmalarda AP’nin olmazsa olmaz bir bulgu olmasi, amiloid kaskad hipotezini AH

patogenezi i¢in dominant model haline getirmistir.

2.1.1. Beta Amiloid (Ap) Peptid

Amiloid kaskad hipotezi, amiloid prekiirsor proteinin (APP) metabolizma iiriinii olan

AP’nin anormal iiretim ve/veya klirens sonucu birikiminin, AH patolojisi ile sonuglanacak bir

dizi olaya neden olabilecegini 6nermektedir.

APP  bir transmembran glikoprotein olup sentezi bir¢cok hiicre tarafindan
gerceklestirilir.  Cesitli izoformlarindan olan APP695, APP751 ve APP770 ii¢ major
izoformdur ve sirasi ile 695, 751 ve 770 amino asit icerirler. APP metabolizasyonu iki yolla
gerceklesmektedir: amiloidojenik ve amiloidojenik olmayan yolak. Amiloidojenik olmayan
yolakta, APP ilk olarak a-sekretaz, sonrasinda y-sekretazca proteolitik isleme ugrar. APP

metabolizmasinin da-sekretazca yikim yolagi ¢ogu hiicrede yaygin olan yolaktir.

Amiloidojenik yolakta ise APP ilk olarak B-sekretaz tarafindan kesime ugrar. Bu
yikimin {irtinleri olarak sAPPB (Soluble/Coziiniir APP-B) ve B-C-terminal fragmani salinir.
Akabinde sAPPB’nin y-sekretaz kompleksince yikimi neticesinde de 39 ila 43 amino asit
iceren AP fragmanlari olusur. Ap fragmanlar -6zellikle AB-42 izoformu- nérodejenerasyon
siirecinde oksiradikallerin olusumu, hiicre membran1 lipidik disregiilasyonu sonucunda
kalsiyum hemostazinin bozulmasi gibi sitotoksik etkiye sahiptirler. Bu fragmanlar devaminda
AH’n1 histopatolojik olarak karakterize eden ¢6ziinmez yapilari yani SP’lart olustururlar [2].
Bunun yaninda APP’nin, n-sekretazca proteolizi sonucu olusan amiloid-n triinlerinin de AH

patolojisine katkist olabilecegini gosteren yeni sonuglar mevcuttur [8].

2.2. Kalsiyum Sinyalizasyonu

Kalsiyum (Ca*?), hiicresel yasamin neredeyse her yoniinii etkilemektedir. Cogu
intraseliiler ve ekstraseliiler siirecte -sagkalim, apoptoz, differansiyasyon, proliferasyon,
biiyiime, transkripsiyon- anahtar iyon olarak yer alir. Yapilan calismalar, Ca™ sinyal
diizensizliginin kalp hastaligi, sizofreni, bipolar bozukluk ve AH gibi bir¢ok hastalikla iligkili
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oldugunu gostermistir. Beyinde Ca*™’un, sinaptik aktivite ve hafiza olusumu kontroliinde



elzem olmasi, hiicresel (Ca*?) homeostazinin, AH'in hem sporadik hem de ailesel
formlarinda bozulduguna ve AP olusumunu ve tau hiperfosforilasyonunu tesvik edebilecegine
iliskin 6nemli kanitlar bulunmast AH patolojisinin anlasilmasinda Ca*? sinyali alt akim

molekiillerinin arastirilmasini gerekli kilmastir.

2.2.1. Beyinde Kalsiyum Sinyal Iletimi

Beyin fonksiyonlari, postsinaptik ndronlarda bir dizi biyokimyasal sinyal olayimi
indiikleyen ndrotransmitterlerin salinmasi yolu ile spesifik sinapslarda kendini gosterir. Bu
sinyallerden en belirgin olam ise Ca*? seviyelerindeki hizli ve gecici artistir. Ca*?
konsantrasyonundaki ( [Ca*?] ) artis, sinapslarda kisa ve uzun siireli olmak iizere gesitli
degisikliklere sebep olur. Sinapslardaki lokal degisikliklerin yaninda postsinaptik néronlarda
[Ca™?] artmasi, dendrik gelisim, noronal sagkalim ve sinaptik plastisite icin gerekli olan

kaskadlart aktive eder [9].

Dinlenme durumunda, noronlarda serbest sitosolik [Ca*?] 200 nM civarinda iken
elektriksel veya reseptdr-aracili stimiilasyon iizerine hiicre i¢i [Ca*?] diisiik mikromolar
konsantrasyonlara yiikselir. Uyar1 sonrasi intraseliiler [Ca*?] hiicre dis1 Ca*? akis1 ve hiicresel
depolardan [Ca*?] salinim mekanizmasi ile arttirilir. Hiicre dis1 [Ca*?], hiicre i¢ine oranla daha
yiiksektir. Boylece ligand-kapili iyon kanallar1 (glutamat ve asetilkolin gibi) ve voltaj-kapili
Ca*? kanallarmin acilmasi ile hiicre igine Ca*? akis1 gerceklesir. Hiicre ici ana Ca*? deposu
endoplazmik retikulum (ER) olup hiicre icine Ca* salmimu, inositol 1,4,5-trifosfat (InsP3R)
ve riyanodin (RyR) reseptérlerinin aktivasyonu yoluyla gerceklestirilir. Bazal Ca*? seviyeleri,
glicli kalsiyum-baglayan ve kalsiyum-tamponlama proteinleri ya da ER membraninda
bulunan Sarko/ER kalsiyum-ATPaz (SERCA) aracili korunur [9].

2.2.1.1.0grenme ve Hafizada Kalsiyum Sinyali

Ogrenme ve hafizaya ndronal plastisite aracilik etmektedir. Noronal plastisite, sinaptik

plastisiteyi, sinaptogenezi, i¢gsel uyarilabilirligin modiilasyonunu ve nérogenezi icermektedir.

Sinaptik plastisitenin, beyinde bilginin islenmesi ile Ogrenme ve hafiza temeli

olusturmada 6nemli oldugu diistintilmektedir. Sinaptik plastisite i¢in yaygin olarak incelenen



modeller UDP ve UDD’dur. UDP, sinapslarin aktiviteye bagli olarak giiglendirilmesidir ve ii¢
gecici faza ayrilir. Bunlardan ilki kisa donem potensiyasyon (KDP)’dur ve sinaptik iletimin, -
sinaptik vezikiil salinim artis1 sonucunda- gecici olarak arttirildigr stiregtir. Protein kinaz ve
sentezinden bagimsiz olmasi ile karakterize edilir. Bir sonraki faz erken-uzun donem
potensiyasyon (E-UDP) olup gesitli protein kinazlarin aktivasyonu ve post sinaptik membrana
glutamat reseptorlerinin yerlestirilmesi ile ifade edilir. Hipokampiis CA1 bolgesi major model
sistem olup LTP fizerine yapilan calismalar gostermistir ki; glutamat baglanmasi ve
postsinaptik depolarizasyon sonucu N-metil-D-aspartat reseptor (NMDAR) kanallari agilir ve
hiicre i¢ine Ca*? akis1 gerceklesir. Ca*2-baglayici protein kalmodulin, hafiza olusumunda rol
alan molekiilleri aktive eder. Aktive edilen molekiillerden biri olan kalsiyum/kalmodulin-
bagimli protein kinaz 2 (CaMK-II), a-amino-3-hydroksi-5-metil-4-isoksazolpropriyonik asit
reseptoriinii (AMPAR) fosforile eder. Bu fosforilasyon iletkenligi arttirir ve sinaptik etkinlikte
kisa vadeli bir artis yaratir. Ugiincii faz ge¢-uzun dénem potensiyasyon (G-UDP)’dur ve
birkag saatten birkag giine kadar siirebilir. Uzun donem hafiza ile iliskilendirilir. G-UDP igin

kritik biyokimyasal 6zellik, yeni gen ekspresyonu ve protein sentezinin gerekliligidir [9].

Tiim UDP tiplerinin indiiksiyonu i¢in gerekli olan olay, postsinaptik diken icine Ca*?
akig1 olarak goriilmektedir ve hafiza devamliliginin, hiicre igine Ca*? giris siiresi tarafindan
belirlendigi diisiiniilmektedir. Kisa siireli bir Ca*? akis1 yalmzca kisa siireli bellek olusumunda
rol alan enzimleri aktive ederken, daha kalic1 bir Ca*? akisi tarafindan aktivasyonu saglanan

enzimler uzun siireli bellek depolamay1 baslatabilir.

2.3. Kalsiyum/Kalmodulin-Bagimh Protein Kinaz 2 (CaMK-II)

CaMK-II, kalsiyum/kalmodulin bagimli kinaz ailesi i¢inde yer alan bir serin/treonin
kinaz olup 6grenme ve hafiza olusumu i¢in 6nemlidir. Hafizanin olusturulmasinda; CaMK-II
aktivitesinin arttig1, blokajinin ise mekanizmanin bozulmasina sebep oldugu gosterilmistir
[10]-[15]. Ogrenme ve hafizanin yaninda, CaMK-II’nin hiicre canliligi iizerine de etkili
olabilecegini diisiindiiren bir takim sonuglar mevcuttur. Ortaya c¢ikarilan p135 SynGAP-
CaMK-II etkilesimi bunun temelini olusturmaktadir. ERK aktivasyonu c¢esitli yolaklar aracili
gerceklesir. Bunlardan biri de Ras-aracili aktivasyondur. Ras bir GTPaz olup aktivasyonu

GEF, inaktivasyonu GAP adi1 verilen proteinlerce saglanir. Glutaminerjik sinapslarda bol



bulunan p135 SynGAP’in CaMK-II tarafindan gecici olarak inhibe edildigi gosterilmesi,

CaMK-II ve hiicre canliligi iligkisi tizerine dnemli bir fikir sunmustur [9].

Dodekamerik bir holoenzim olan CaMK-II, “a, B, y ve &” alt birimlerinden olusur. Bu
altbirimlerden a- ve B-’nin ndronlardaki ekspresyonlari, diger altbirimlere oranla 3-4 kat daha
fazla olup bu altbirimler homo- ya da heteromerik holoenzim olusturabilir. Predominant
izoformlar olan a- ve B-CaMK-II’nin fonksiyonlari ise birbirinden farklidir. B-CaMK-II"nin
sinaptik plastisite ve hafiza mekanizmalarinda iistlendigi gorev enzimatik aktivitesinden daha
cok yapisaldir. F-aktine baglanarak sinapslardaki morfolojik degisikleri diizenler. Ayni
zamanda enzimin sinaptik dikene translokasyonunu saglar. a-CaMK-Il aktivitesi ise
hipokampiis-bagimli hafiza i¢in temel rol oynar. Yapilan ¢alismalar hafiza olusumu sirasinda
CaMK-II aktivitesinin arttigini; a-CaMK-Il gen delesyonunun bozulmus uzamsal hafizaya

sebep oldugunu gostermistir [1].

CaMK-1l holoenzimleri Ca'?/CaM baglanmasmin yaninda, sinapslarda bulunan
NMDA reseptorleri ve L-tip voltaj duyarl kalsiyum kanallarinca (VGCC) da aktive edilebilir.
izomerlerden a-CaMK-II ise aktivitesi yoniinden dnemli bir 6zellige sahiptir. Enzim, treonin-
286 artig1 iizerinden otofosforilasyona ugrayabilir. Bu otofosforilasyon, altbirimler arasindaki
bir etkilesim sonucu olusur ve enzim aktivitesini Ca*?/CaM-bagimlidan bagimsiza cevirir ve
a-CaMK-II'nin bir hafiza molekiilii olarak davranmasini saglar. Bununla tutarl olarak, T286-
eksikligi bulunan knock-in fareler {izerinde yapilan c¢alismalar, otofosforilasyonun,
hipokampal CA1 sinapslarinda NMDAR-bagimli G-UDP i¢in temel olarak énemli oldugunu
gostermistir [1].

a- ve B-CaMK-II'nin aksine gama (y) izoformu, 25 yil dnceki kesfinden bu yana
sinirbilim aragtirmalarinin hedefi olarak az ilgi gormiistiir. Olgun memeli beyninde zengin
miktarda bulunmasinin yaninda kalp, diiz kas ve karacigerde de yiiksek ekspresyona sahiptir.
Bununla birlikte beyinde y-CaMK-II'nin 6nemi, CAMK2G’deki varyasyonlarin sagliksiz
bellek performansi ve mental retardasyon ile iligkili bulundugu genetik calismalardan
anlasilabilir. Cok sayida kanit, L-tip voltaj duyarli kalsiyum kanallar1 yakininda bulunan
Ca/CaM’nin, gen ekspresyonunun diizenlenmesi amaci ile y-CaMK-II tarafindan ¢ekirdege
tasindigin1 gdstermistir [16]. izoform deltanin (8) sagladig: katki, izoform degisimleri, dnemi

hakkinda ise literatiirde heniiz yeterli bilgi bulunmamaktadir.
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2.3.1. CaMK-II ve Alzheimer iliskisi

Ogrenme ve hafiza mekanizmalarinda bu kadar 6nemli bir role sahip oldugu anlasilan
CaMK-Il, AH patogenezinin anlasilmasi ve etkin bir tedavinin gelistirilebilmesi agisindan
onemli bir aday olmustur. Bu amagla hasta bireylerin beyinleri iizerinde post mortem
incelemeler yapilmis; in vitro veya hayvanlar iizerinde AH modelleri olusturulmustur. Post
mortem doku ile yapilan yar1 kantitatif western blot uygulamalart a-CaMK-II protein
ekspresyon diizeyinin, AH’nin siddetli evrelerinde hipokampiis, frontal korteks ve diger
kortikal  alanlarda  degismedigini  diisiindlirmektedir. Bununla  birlikte, yapilan
immiinohistokimyasal analizler eksitator sinapslarin, hipokampal alan CA1’de se¢imli olarak
yitirildigini géstermistir. Erken donem western blot analizleri, siddetli AH beyni hipokampiis

ve frontal korteksinde a-CaMK-II T286 otofosforilasyonunun azaldigini gostermistir.

Post mortem analizlerde oldugu gibi AH modelleri iizerine yapilan calismalar da
CaMK-II diizenlenmesinde anormallikler oldugunu gostermektedir. En yaygin kullanilan AH
modellerinden biri APPSwe mutasyonunu tasiyan Tg2576 faresidir. Bu farelerin frontal
kortekslerinde, total o/ B-CaMK-II seviyeleri degisiklik gostermezken; hiicre i¢i dagilimda
sinapstan sitosole anlamli bir degisiklik mevcuttur. Bu degisiklik aktif a-CaMK-I1 sevilerinde
goriilmekte olup sinaptik kayba bagl degildir. Bu durum selektif CaMK-II kaybina isaret
etmektedir. Yaygin olarak kullanilan bagka bir fare modeli hem APP hem de presenilin-1
mutasyonlarin1 igerir. Bu fareler iizerinde yapilan calismalar, p(T286)-a-CaMK-II’nin
hipokampal ekspresyonunun degistigini ve CaM miktarimin arttiini  gostermistir. AP
oligomeri ile muamele edilen primer ndron kiiltiirleri tizerinde yapilan ¢aligmalar, a-CaMK-II
aktivasyonunda bozulmalar oldugunu gostermistir [1]. Amiloid beta varliginin hipokampal
LTP sirasinda CaMK-II otofosforilasyonunu ve AMPA reseptor aktivasyonunu onledigi

gosterilmistir [17].

CaMK-II ve noronal hiicre oliimi iligkisi hakkinda kompleks ve celiskili bilgiler
bulunmaktadir. Yapilan bir primer kiiltiir galigsmasi, A toksisitesine karst CaMK-I1 enziminin
spesifik olarak inhibe edilmesinin kismi bir ndroprotektif etkiye sahip oldugunu gostermistir
[18]. Diger taraftan Zhao ve arkadaslari, 2016 yilinda gergeklestirdikleri bir ¢aligmada [19]
ise CaMK-II"nin 6nemli bir proapoptotik protein olan Bim’in (Bcl-2-interacting mediator of

cell death) transkripsiyonel ifadesini bastirdigini ileri stirmislerdir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.Arastirmamn Tipi

Calisma deneysel nitelikte in vitro bir ¢alismadir.

3.2.Arastirmanin Yeri ve Zamani

Deneyler Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali

Laboratuvari'nda Haziran 2019-2020 tarihleri arasinda gerceklestirilmistir.

3.3.Arastirma Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplan

Calismamizda ticari olarak satin alinmis olan insan kaynakli néronal hiicre kiiltiir hattt
(SH-SY5Y) kullanilarak AP toksisitesi deney modeli olusturuldu.
Olusturulan deney kosulu kendi i¢inde tiger kez ve farkli zamanlarda en az 3 kez olmak {izere

tekrarlanarak n=9 olacak sekilde teyit edildi.

3.4. Arastirmanin Caliyma Materyali

Calismamizda noroblastoma hastasinin kemik iligi biyopsisinden elde edilen SK-N-

SH hiicre hattinin bir alt klonu olan SH-SY5Y hiicre hatt1 kullanilmistir.

3.5.Arastirmanin Degiskenleri

Bu arastirmanin degiskenleri:
- CaMK-I1I enzim seviyeleri, hiicre canlilik ylizdeleri (bagimli degisken)
- AP uygulamasi (bagimsiz degisken)

3.6.Veri Toplama Araglar

Calismamizda kullanilan cihazlar ve kimyasal malzemeler Tablo 1 ve 2'de

listelenmistir.
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Tablo 1 :Calismada kullanilan cihazlar

CIiHAZ ADI

MODEL- KOD

Laminer-air flow

Holten Lamin Air Biosafe 1.2

Karbondioksit inkiibatori

Nuaire Us Autoflow NU-4750

Ters-faz 151k mikroskobu

Nikon Eclipse TS-100

Santrifiij

Eppendorf 5810 R

Akis Sitometre

Beckman Coulter —Epics XL.MCL

Derin dondurucu (-80°C)

Thermo Forma Model 705

Derin dondurucu (-20°C)

Argelik 2031

Azot tanki

MVE Cryogenics cryosystem 4000

Plak okuyucu

BioTek ELX 800

Buz makinasi

Scotsman AF-100

Otoklav Hirayama HICLAVE HV-50
Etiiv Thermo Heraeus

Sonikator Sonic Materials

pH metre Orion, USA Model 420

Hassas terazi

Precisa XB 220 A

Saf su cihazi

Milipore Mili-Q ZLX55003Y

PCR cihazi
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Tablo 2 : Calismada kullanilan kimyasal malzemeler

KIMYASAL MALZEME ADI URETICI FIRMA-KOD
Ultra saf su Biochrom L0020

Asetik asit Merck K24209656 728
Etanol Riedel-de Haen 32221
Metanol Riedel-de Haen 34860
Fetal sigir serumu (FBS) Biochrom S01115

Dondér at serum (DHS) Biochrom S9133

Si1g1r serum albumin (BSA) Thermo 23209
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) Sigma D 5796

Poli D Lizin Sigma P1149

PBS (phosphate buffered saline)

Biochrom L1815

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

2H-tetrazolium bromide)

Applichem A2231,0001

Amiloid beta fragman 1-42

Sigma A9810

BCA Protein Kiti

Pierce 23225

DMSO (Dimetil siilfoksid)

Sigma D2650

Hoechst 33342 (HO) boyasi

Thermo Scientific Pierce Fluorescent Stain

Tripsin-EDTA

Biochrom L2143

Penisilin/Streptomisin

Biochrom A2210

Triton X-100

Sigma T 8787

3.6.1. Hiicre Kiiltiirii

AP toksisitesi ile ilgili hiicre Kkiiltiiri calismalarinda siklikla kullanilan, insan

noroblastoma hiicre hatt1 SH-SYS5Y hiicreleri ¢alismamizda kullanilmistir. Ticari olarak eldesi




saglanan hiicreler %15 FBS, 100 pg/ml streptomisin, 100 U/ml penisilin ve 2 mM L-
Glutamin igeren komplet DMEM/F-12 kiiltiir ortaminda %5 CO2 varliginda ve 37°C’de
inkiibe edildi. Deneylere gecilmeden 6nce, hiicrelerin %80 konfluent olmasi beklendi ve bu
siire zarfinda eski ortamlar haftada iki kez yeni kiiltiir ortami ile degistirildi. %80 sikliga
ulasan hiicreler pasajlanarak 12°1i/96’I1 hiicre kiiltiir kaplarma kuyucuk basma siras1 ile 8x10*
ve 1,6x10* yogunlugunda hiicre bulanacak sekilde %1,7 FBS igceren DMEM/F-12 ortamiyla
birlikte eklendi. Son hacimlerin sirastyla 1 ml/ 200 ul olmasmna dikkat edildi. Ik 24 saat
boyunca hiicrelerin plak yiizeyine tutunabilmeleri i¢in hiicreler %5 CO, varliginda ve
37°C’de inkiibe edildi. Sonrasinda, olusturulan deney gruplarina uygun olarak gerekli

uygulamalar gerceklestirildi.

3.6.2. Af Peptid Uygulamas:

AP stok soliisyonu, dengeli tuz ¢ozeltisi iceren fosfat tamponu (PBS) ve dimetil
stilffoksit (DMSO) kullanilarak hazirlandi. Stok soliisyonlar tiikeninceye kadar -20°C’de
sakland1. Gerekli seyreltmeler %]1,7 serum igeren ortamlarla yapilmis olup uygun

konsantrasyonlardaki soliisyonlar her uygulamadan 6nce taze olarak hazirlandi.

AP peptid uygulama dozu, yapilan 6n deneyler sonucunda belirlendi. Kontrol grubuna
gore ~%50 canliligi azaltan konsantrasyon, toksisite uygulama dozu olarak belirlenmis olup
10uM uygulandi. Uygulama oncesinde soliisyonlar 37°C 72 saat inkiibe edilerek pre-agrege
edildi ve sonrasinda kiiltiir ortamina eklendi. Hiicreler, Ap fragmanlari ile 72 saat boyunca

muamele edildi.

AP noronal toksisite modeli olusturulurken kullanilan DMSO’nun, hiicrelere toksik
etki olusturmamasi i¢in son konsantrasyonu %1 olacak sekilde uygulandi. Ayrica hiicrelere
%2, %1, %0.5, %0.25°lik DMSO uygulamasi yapilarak degerlendirilen hiicre canlilig: testleri
sonucunda % 1 ve altinda DMSO uygulamasinin hiicre canliliginda anlamli bir fark

yaratmadig1 belirlendi.

15



3.6.3. KN93 Inhibitor Uygulanmast

12 ve 96 kuyucuklu plaklara ekilmis ve yilizeye tutundurulmus olan hiicrelere son
konsantrasyonu 5 uM olacak sekilde KN93, %1,7 FBS, %1 penisilin/streptomisin ve 2 mM L-
glutamin igeren DMEM/F-12 hiicre kiiltiir ortam1 uygulandi. Son hacimlerin sirast ile 1 ml /
200 pl olmasina dikkat edildi. %5 COz iceren inkiibatdrde 37°C’de 72 saat boyunca inkiibe

edilmesinin ardindan gerekli testler uygulandi.

3.6.4. Ap Peptid ve KN93 Inhibitor Uygulamast

AP toksisitesinin yaninda, inhibitor varliginda CaMK-II diizeylerini inceleyebilmek ve
hiicre canliligina etkisini gozlemleyebilmek adina deney diizenegi olusturuldu (Tablo-3).
12°1i/96°11 hiicre kiiltiir kaplarina ekilen ve yiizeye tutunmasi saglanan hiicrelere %1,7 FBS
iceren kiiltiir ortamu ile birlikte son konsantrasyonlar 10 pM ve 5 uM olacak sekilde AP ve
KN93 uygulandi. Son hacimlerin siras1 ile 1 ml/ 200 pl olmasina dikkat edildi. 72 saat

sonunda gerekli testlerin uygulamalarina gegildi.

Tablo 3: Olusturulan deney gruplari ve yapilan uygulamalar

Kontrol Grubu Herhangi bir uygulama yapilmadi

Ap Grubu 72 saat 10 uM AP uygulamasi

AP + KN93 Grubu 72 saat 10 uM AP ve 5 uM KN93 uygulamast
KN93 Grubu 72 saat 5 uM KN93 uygulamasi

Ca*2 grubu (+ kontrol)  [Son 1 saatte 1,25 uM Ca*? uygulamas1
Ca*?+ KN93 grubu 72 saat KN93 + son 1 saat 1 M pCa*? uygulamasi

3.6.5. Ca*? Uygulanmasi

CaMK-II diizeylerini incelemek i¢in pozitif kontrol olarak 6nceden belirtilen sekilde
ekimi yapilmis olan hiicrelere, son konsantrasyon 1,25 uM olacak sekilde CaCly ¢ozeltisi
uygulandi. Stok 2,5 mM’lik CaClz ¢ozeltisinden 10 ul alinip PBS ile son hacmi 10 ml’ye

tamamlandi. Sadece Ca*® uygulamasi yapilacak olan grubun hiicre kiiltiir ortamlarinin yari
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hacimleri uzaklastirildi. Eldesi saglanan 2,5 uM’lik ¢ozeltiden 12°1i ve 96’11 hiicre kiiltiir
plaklar igin sirastyla 500 ve 100 pl uygulandi. KN93 + Ca*? uygulamasi yapilacak olan
grubun hiicre kiiltiir ortamlarinin tamami ¢ekilerek 12°li hiicre kiiltiir plagi i¢in 500’er, 96’
hiicre kiiltiir plag: i¢in ise 100’er pl inhibitér ve Ca'? ¢ozeltilerinden eklendi. 72. saatin

sonunda ise gerekli analizler gergeklestirildi.

3.6.6.Hiicre Canlihk Testleri
3.6.6.1. MTT Hiicre Canlilik Testi

Daha once belirtilen AR ve KNO93 uygulamalari sonrasinda Thiazolyl Blue
Tetrazolium Bromide BioChemica (MTT) (AppliChem) Kkiti kullanilarak canlilik testi
gerceklestirildi. Bu yontem canli hiicrelerin, mitokodriyal siiksinat dehidrogenaz enzimi
aracili tetrazolyum halkasini pargalamasi ve sonucunda formazan kristalleri olusturmasina
dayanir (Sekil-1). Tetrazolyum halkasinin pargalanmasi sonucu soluk sari renkli MTT boyasi
koyu mavi-mor formazan iriiniine dontismektedir. Son hacmi 200 pl olan 96’lik plak
kuyularindan 110’ar pl ¢ekildi ve kit talimatlarina uygun olarak 10 pl MTT soliisyonu
eklendi. Boylece her kuyucuk i¢in MTT son konsantrasyonu 0,5 mg/ml oldu. Plak 37°C’de
%35 CO2, %95 hava iceren inkiibatorde 3.5 saat bekletildi. 1500 rpm hizda 5 dakika santrifii
edildikten sonra {ist faz atildi. Tiim kuyucuklara 100 pL dimetil siilfoksit (DMSO) eklendi ve
37°C’de 30 dakika bekletildi. 560 ve 670 nm’de absorbans oOlgiimleri alindi ve kontrol

grubuna oranla % canlilik hesaplanda.

MTT Q Formazan

— Q_F‘_..:u—@ o

Sekil 1:Tetrazolyum halkasindan formazan {iriin olusumu
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3.6.6.2. Laktat Dehidrogenaz Testi

Bu yontem bir oksidorediiktaz olan ve c¢ok ¢esitli organizmada bulunan laktat
dehidrogenazin (LDH) kantifikasyonuna dayanmaktadir. Hiicreler, hastalik veya hasar
durumunda kan dolasimina LDH salinimi yapar. Stabil bir enzim olan LDH’m aktivite

Ol¢timii hiicresel hasarin belirlenmesinde kullanilir.

96’lik kiiltiir plaklarma 1,6x10* hiicre, son hacim 200 pl olacak sekilde %1,7 FBS
iceren komplet DMEM/F-12 ortamiyla birlikte eklendi. 72 saatlik uygulamalar sonunda
Lactate Dehydrogenase Activity Colorimetric Assay Kit (BioVision) kullanilarak hiicre
canliligr incelendi. 10,000 g’de 15 dakika santrifiij sonrasinda siipernatanlar toplandi ve buz
tizerinde bekletildi. 96’lik kiiltiir plagma 50 pl 6rnek eklendi. 0-2,5-5-7,5-10 ve 12,5 nmol
konsantrasyonlarinda standartlar son hacim 50 pl olacak sekilde hazirlandi. Tim Ornek,
standart ve pozitif kontrol kuyucuklarina 50 pl reaksiyon karistmindan eklendi. 450 nm’de ilk
olgiim alind1. Sonrasinda 37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda 450
nm’de ikinci Ol¢iin alindi. Absorbans 6l¢iim sonuglarna gore standart grafigi olusturuldu.

Grafik kullanilarak her 6rnek igin, tiretilen NADH miktar1 hesaplandi.

LDH Kalibrasyon Egrisi

0,9 y =0,0796x+0,0686 _
0,8 R2=0,9837 ... @
0,7 L

0,6

0,5
0,4 L
03

02 |

ODaso

0 2 4 6 8 10 12
NADH konsantrasyonu (nmol)

Sekil 2: LDH Kalibrasyon Egrisi

18



3.6.7.Ger¢cek Zamanl Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-QPZR veya qPZR)

CaMK-II'nin izoformlar1 olan a, B, v ve 6’nin degisimleri gercek zamanl kantitatif
polimeraz zincir reaksiyonu ile belirlenmistir. i1k olarak 8x10* hiicre, komplet DMEM/F-12
ile birlikte son hacim 1 ml olacak sekilde 12 kuyucuklu plaklara ekildi. Hiicreler, 24 saat
boyunca %5 CO: igeren inkiibatorde 37°C’de inkiibe edilerek plak yiizeyine tutunmalari
saglandi. Daha 6nce belirtilen sekilde AB, KN93 ve Ca*? uygulamalari yapildi. Uygulamalarin
sonunda, kuyucuklarda bulunan besi ortami uzaklastirildi ve 6lii hiicrelerin uzaklastirilmasi
icin PBS ile bir kez yikama yapildi. Hiicrelerin yiizeyden kaldirilabilmesi adina, her kuyucuga
300 ul Tripsin-EDTA eklendi ve 3-4 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda kiiltiir
plaklarina hafifce vurularak hiicrelerin ylizeyden tamamen kalkmasi saglandi. Isik
mikroskobu ile kontrolii yapildi. Her kuyucuga Tripsin-EDTA miktarinin iki kat1 kadar yani
600 pl kiiltiir ortamindan eklendi. Ortam/hiicre karigimlar1 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine
aktarildi. 250 g’de 5 dakika santrifiij sonunda siipernatantlar uzaklastirildi. GeneJet RNA
Purification Kit (Thermo Scientific) kullanilarak RNA izolasyonu yapildi. RNA saflik ve
konsantrasyonlart Thermo Nanodrop 2000 cihazi yardimiyla belirlendi. High Capacity cDNA
Reverse Transkription kiti (Applied Biosystems) kiti kullanilarak RNA’larin ¢cDNA’ya
doniistiiriilmesi saglandi. qPZR kurulurken reaksiyon bagina 12,5 ul Qiagen Real Time SYBR
Green Mastermix, 1,8 pul cDNA, 0,6 ul primer (GAPDH, CaMK-II (a, B, y ve 3)) ve 5,1 ul
niikleaz icermeyen su kullanildi. Tiim hazirliklar buz {izerinde ve karanlikta gerceklestirildi.
Rotor Gene Q cihazina PZR tiipleri (200 pl’lik) yerlestirildi. Tm sicakliklar1 ve dongii ayarlari
primerlere uygun sekilde yapildiktan sonra reaksiyon baslatildi. Reaksiyon sonunda elde dilen

sonuglarin analizi yapildi.

3.6.8. BCA Protein Tayini

Total protein miktarinin tayini amaciyla BCA Protein Assay Kit II (BioVision)
kullanilarak Ol¢iimler yapildi. Bu amagla konsantrasyonu bilinen Bovin Serum Albumin
(BSA) standart olarak kullanildi. Standartlar, BSA konsantrasyonlari 2000 - 1000 - 750 - 500
- 250 -125 - 25 ve 0 pg/ml olacak sekilde seri diliisyonlar yapilarak hazirlandi. Her bir
standart ve ornekten, 96’11 plaga kuyucuk bagina 25 pl olacak sekilde eklendi. Sonrasinda 200

ul BCA kiti soliisyon karisimindan eklendi ve karistirildi. Plak 1siktan korunmasi adina
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ortiildii ve 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda 562 nm’de absorbans
Ol¢iimii alindi. Elde edilen absorbans degerleri kullanilarak standart grafigi olusturuldu ve

egim formiilii kullanilarak 6rneklerin protein miktarlar1 belirlendi.

BSA Standart Egrisi
2
1,8 >
1,6
E 1,4 Py y= U,L;U_J.J_x +0,1877
s 1’2 R* = 0,9891
n
! -
(5]
20,8
2 ad
< 0,6 /
0,4
0’2 /
L 2
0
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
BSA Konsantrasyonu (ug/ml)

Sekil 3: BSA standart egri grafigi

3.6.9. Immiinfloresan Boyama

96’11k hiicre kiiltiir plaklarma ekilen 5x10* hiicreler, plak yiizeyine tutunabilmeleri icin
%1,7 FBS iceren komplet DMEM/F-12 ortaminda 37°C’de %5 COz2 varliginda 24 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda yukarida belirtilen deney gruplarma ve uygulama
konsantrasyonlaria bagli kalinarak 24 saat AB, KN93 ve 23. saatin sonunda Ca*? uygulandh.
24 saat sonunda kuyucuklardan ortamlar uzaklastirildi ve her kuyucuk 200 pl PBS ile 3 kez
yikandi. Yikama sonrasinda kuyucuklara 200 pl soguk metanol eklendi ve -20°C’de 5 dakika
boyunca bekletildi. Metanol uzaklastirildi ve 200 pl PBS ile 3 kez yikama yapildi. Hiicre zar
gecirgenligini arttirmak adina 200 pl %0.1°lik PBS’te Triton X-100 ¢ozeltisi eklendi ve oda
sikcaliginda 15 dakika inkiibe edildi. Devaminda Triton X-100 uzaklastirildi ve 200 ul PBS
ile 3 kez yikama yapildi. Hiicreler %2’lik PBS’te BSA ¢ozeltisi kullanilarak oda sicakliginda
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1 saat bekletildi. Bloklama islemi sonrasinda yine 200 ul PBS ile 3 kez yikama yapilarak
primer antikor ekleme i¢in hiicreler hazir hale getirildi. %0.1°lik BSA ¢6zeltisi kullanilarak
1:1000 oraninda diliie edilmis olan CaMK-ll-o (6G9) Mouse mAb (Cell Signaling
Technology) primer antikor, kuyucuk basma 100 ul eklendi ve 4°C’de gece boyunca inkiibe
edildi. Primer antikor soliisyonu uzaklastirildi ve 200 ul PBS ile 3 kez yikama yapildi.
Devaminda gergeklestirilen tiim basamaklarin karanlik ortamda yapilmasina dikkat edildi.
%0.1’lik BSA’da 1:1000 oraninda seyreltilmis sekonder antikor Anti-mouse IgG (H+L),
F(ab’), Fragment (Alexa Fluor 647 Conjugate) (Cell Signaling Technology) her kuyucuga
100 pl eklendi. Oda sicakliginda 45 dakika inkiibasyon sonunda sekonder antikor soliisyonu
uzaklastirildi. PBS ile 3 kez yikama yapildi. Ardindan 0,1 pg/ml konsantrasyona sahip
DAPI’den 100 pl kuyucuklara eklendi. Oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyon sonucunda
hiicreler PBS ile yikandi. Hiicreler hemen goriintiilemeye alindi. Olympus IX/71 Ters Faz

Floresans Mikroskop yardimiyla goriintiilemeler yapildi. Goriintiiler x20 biiylitmede alind1.

3.6.10. CaMK-II beta diizeyinin belirlenmesi

Deney gruplarinda, CaMK-II beta miktarlarinin belirlenmesi amaci ile Human
CAMK?2B/ CaMKII Beta ELISA kiti (LSBio) kullanildi. Seri seyreltmeler yapilarak 10 - 5 -
2,5 - 0,625 - 0,313 - 0,157 ve 0 ng/ml konsantrasyonlarinda standartlar hazirlandi. 100 pl
ornek, standart ve korden 96’lik plate kuyucuklarina eklendi ve 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.
Kuyucuklar hizli bir sekilde ters cevrilerek sivinin uzaklastirilmas: saglandi. 100 pl
deteksiyon reaktifi A eklendi ve tekrar 1 saat 37°C’de inkiibasyona birakildi. Kuyucuklardan
stv1 aspire edildi ve devaminda kuyucuklar 3 kez yikandi. 100 pl deteksiyon reaktifi B eklendi
ve 30 dakika 37°C’de inkiibe edildi. Aspirasyon ve 5 kez yikama ardindan 90 ul TMB
substrat1 eklenerek 15 dakika 37°C’de inkiibe edildi. Ardindan 50 pl durdurma soliisyonu

eklendi ve hemen 450 nm’de absorbans 6l¢liimii alindi.
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Sekil 4: ELISA Standart Grafigi

3.6.11. Hiicre Kiiltiir Ortami Ca*? Seviyelerinin Olgiimii

Hiicrelerden aspire edilen hiicre kiiltiir ortami/uygulama soliisyonlar1 karisimlarinda
serbest Ca*? seviyeleri incelenmistir. 200 pl 6rnek kullamlarak, DxC 700 AU Clinical
Analyzer’da (Beckman Coulter) gerceklestirilen bu testte OSR60117 ve OSR61117
(Beckman Coulter) kitleri kullanilmistir. Bu test, Arsenazo III (2,2’-[1,8-dihidroksi-3,6-
distilfonaftilen-2,7-bisazo]-bisbenzenarsonik asit) ile yogun mor renkli kompleks olusturan
Ca*? iyonlarmin dl¢iimiinii icermektedir. Olusan kompleksin absorbansi 660/700 nm’de
bikromatik olarak dl¢iilmektedir. Absorbansta gériilen artis, 6rnek Ca*™? konsantrasyonu ile

dogru orantilidir.
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3.7.Arastirmanin Plam ve Takvimi
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Mart-Haziran 2019

|

Etik Kurul Bagvurusu

Ekim 2018-Kasim 2018

!

Hiicre hatlarinin ¢oziilmesi ve hiicrelerin ¢ogaltilmasi
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Toksisite olusturan AB fragman (1-42) dozlarinin

belirlenmesi

Eyliil-Kasim 2019
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AP peptid uygulamasinin hiicre i¢i CaMK II diizeylerine
etkisinin belirlenmesi
Kasim-Arahk 2019
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Veri analizi ve Tez yazimi

Aralik 2019-Ocak 2020
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3.8.Verilerin Degerlendirilmesi

SPSS programinin 22.0 versiyonu kullanilarak arastirma sonuglarinin istatistik analizi
yapilacaktir. Mann Whitney U testi ve Q-square testi gruplar arasi karsilagtirmalarda
kullanilarak degerlendirme gerceklestirilecektir. p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli

kabul edilecektir.

3.9. Arastirmanin Simirhliklar

Insan kaynakli néronal hiicre hatti (SH-SY5Y) kullanarak yaptigimiz bu in vitro
calisma ile elde edilen veriler in vivo ve klinik ¢alismalar ile desteklenmelidir. Bundan sonra

planlanacak yeni in vitro ¢alismalarda CaMK-II enzim aktivite degisimi belirlenebilir.

3.10. Etik Kurul Onay1
Bu ¢alisma 2019 yilinda Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar

Etik Kurulu tarafindan 4335-GOA protokol numarasi ve 2018/27-12 karar numarasiyla
25.10.2018 tarihinde uygun bulunmustur.
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4. BULGULAR
4.1. AP Peptid Toksisite Modeli

AP fragmanlar1 6nceden 37°C de 72 saat inkiibe edilerek agregasyonlari saglandiktan
sonra SH-SY5Y hiicrelerine uygulandi. 5 uM ve 10 uM AB1-42 fragmanlari 72 saat boyunca
hiicrelere muamele edildikten sonra hiicre canliligi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak

anlaml1 azalmig bulundu (p< 0.05, Sekil 5).

140
120

100

%0 I I

60

Hiicre Canliigi (%)

40

20

SHSY 5Y AB1-42(5uM) AB1-42(10uM)

Sekil 5: SH-SYS5Y hiicrelerinde agrege AP fragmanlarinin 72. saatin sonunda hiicre
canliligima etkisi. (Sonuglar dokuz ¢alismanin ortalamasi=SD olarak verilmistir. * Kontrol

grubuna gore p<0.05 diizeyinde anlamli fark, n=9)
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4.2. AB Peptid Toksisite Modelinde KN93 ve Ca*? Uygulamasimin Hiicre Canhhig
Uzerine EtKkisi

4.2.1. MTT Sonuclart

120
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*
o I |
40
20 I
0

SHSY-5Y AB 1-42 AB 1-42+KN93 KN93

Hiicre Canliligi (%)

Sekil 6: SH-SY5Y’lerde 72 saat AB, AP + KN93 ve sadece KN93 uygulamasinin hiicre
canlilig1 lizerine etkisi (* Kontrol grubuna gore p<0.05 diizeyinde anlaml fark, n=3)

Yapilan MTT 6l¢limii sonucunda 72 saat AP uygulamasinin, hiicre canliligini kontrole
gore ~%48 azalttigi goriilmiistir. KN93 uygulamasinin kontrole gore ~%31, AP + KN93

uygulamasinin ise ~%55 hiicre canliligini azalttig1 saptanmistir.
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Sekil 7: SH-SY5Y’lerde Ca*? ve KN93 + Ca*? uygulamasinin hiicre canlilig: iizerine etkisi (*

Kontrol grubuna gére, ** Ca*? uygulamasina gére p<0.05 diizeyinde anlamli fark, n=3)

Ca*2 uygulamasi kontrole gore hiicre canliligmi ~%26, KN93 + Ca*? uygulamasinin

ise ~%75 oraninda azalttigini gostermistir.

4.2.2. LDH Diizeyine Gore Sitotoksisite Sonuclart
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Sekil 8: AB, KN93 ve AP + KN93 gruplarinda LDH aktivite sonuglar1 (* Kontrol grubuna
gore p<0.05 diizeyinde anlamli fark, n=3)
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Sekil 9: KN93, Ca*?ve Ca*?+ KNO93 gruplarina ait LDH aktivite degerleri

LDH aktivitesi kontrol grubuna gore; tiim deney gruplarinda yaklasik olarak 1,4 kat

artig gostermistir. (* Kontrol grubuna gore p<0.05 diizeyinde anlamli fark, n=3)
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4.3. CaMK-II izoformlarinin RT-qPZR ile Degerlendirilmesi

s = ==
N R 0 N

Relatif Ekspresyon
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Alfa izoformu

o

70

60
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40

Relatif Ekspresyon

0 ———
Kontrol Ca CA+KN93

Alfa izoformu

Sekil 10 A/B: CaMK-II alfa izoformu gen ekspresyon degisimleri. Yapilan RT-gPZR
degerlendirmeleri ile tiim deney gruplarinda CaMK-Il alfa izoformunun gen ekspresyon
degisimleri incelenmistir. Sonuglar, Ca*? + KN93 uygulanan grupta kontrole gére ~21,23 Kat,
Ca*? uygulamasi yapilan grupta ise ~56,75 Kat artis goriilmiistiir. AP uygulamasi yapilan

grupta ise alfa izomer gen ekspresyonu kontrol grubuna gore 5 kat azalma gostermistir.
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Sekil 11 A/B: CaMK-II beta izoformu gen eckspresyon degisimleri. CaMK-Il beta
izoformunun RT-qPZR ile elde edilen sonuglarina gore; AP ve AP+KNO93 gruplarinda
kontrole oranla bir azalma gozlenmistir. AR grubunda beta ekspresyonu yaklagik 100 kat
azalma gostermistir. KN93, Ca™? ve Ca™ + KNO93 gruplarinda gen ekspresyonu kontrole

oranla artmis olup degisimler sirasi ile 2,33, 15 ve 6,7 kattir.
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Sekil 12 A/B: CaMK-I1l gama izoformu gen ekspresyon degisimleri.

CaMK-II gama izoformu degisimlerine bakildigi zaman ise AP, KN93 ve AP + KN93
gruplarinda kontrole gore sirasi ile 0,66, 0,7 ve 0,75 kat azalma goriilmiistiir. Ca*? ve Ca™ +
KN93 gruplarinda ise artis gozlemlenmistir. Ca*? grubu kontrole gore 6 kat, Ca*? + KN93
grubu ise 16 kat artis gdstermistir.
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Sekil 13: CaMK-II delta izoformu gen ekspresyon degisimleri.

RT-qPZR sonuglar1 kontrole gore, CaMK-II delta izoformu gen ekspresyonunda Ap,
ve AP + KN93 gruplan igin sirast ile 2,5 ve 10 kat azalma gostermistir. KN93 grubu ise
kontrole oranla yaklasik 1000 kat azalma gostermistir. %Ca+2 grubunda kontrole kiyasla

delta izoform ekspresyonu goriilmemistir. Ca+2 + KN93 grubunda 3,2 kat artis goriilmiistiir.
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Sekil 14: AB, KN93 ve AB + KN93 gruplarinda CaMK-II izoformlarina ait gen ekspresyon

degisimleri

70

60

50
S 40
>
%]
(9
5 30
%]
X
w
= 20
®
e}
= 10

CAMKII A CAMKII B CAMKII G CAMKII D

H Kontrol mCa mCa+KN93

Sekil 15: Ca' ve Ca*+KNO93 gruplarinda CaMK-II izoformlarma ait gen ekspresyon
degisimleri

33



1,2

0,8

0,

0,

. | I
0 -

CAMKII 2A CAMKII 2B CAMKII 2G CAMKII 2D

[ERN

[e)]

S

Rolatif Ekspresyon

N

H Kontrol ®AB

Sekil 16: AP uygulamasi sonras1 CaMK-II izoformlarina ait gen ekspresyon degisimleri

4.4, immiinfloresan Boyama 1ile Hiicresel Alfa Izoformu Varhgmn

Degerlendirilmesi

CaMK-II alfa’ya 6zgii antikor kullanimi yolu ile tiim deney gruplarinda bu enzimin
varlig1 floresan isaretleme araciligiyla gosterildi. Olympos IX71 ters faz immiinfloresan
mikroskobu kullanilarak alinan goriintiilerde, goriintiilerin dogru yorumlanabilmesi adina
hiicre ¢ekirdekleri DAPI kullamilarak isaretlendi. Sekonder antikor ile konjuge Alexa Fluor
647 boyasinin yaptig1 1s1ma (kirmizi) goriintiileri ile CaMK-II varligi gosterilmeye calisildi.
Gortlintiilerin hepsi x20 biiylitmede alind1. A + KN93 grubu disinda tiim gruplardan CaMK-

II sinyali alinmig ve goriintiilenmistir.
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A

Sekil 17: Kontrol grubuna ait immiinfloresan goriintiileri. (A) DAPI isaretli hiicre ¢ekirdekleri
(B) Alexa Fluor 647 isaretli CaMK-II ve DAPI.

Sekil 18: 24 saat AP uygulamasi yapilan gruba ait goriintiiler. (A) DAPI isaretli hiicre
cekirdekleri (B) Alexa Fluor 647 isaretli CaMK-II ve DAPI.
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Sekil 19: 24 saat Ap + KN93 uygulamasi yapilan gruba ait DAPI gériintiisii.

Sekil 20: Sadece Ca'? uygulamasi yapilan gruba ait goriintiiler. (A) DAPI isaretli hiicre
cekirdekleri (B) Alexa Fluor 647 isaretli CaMK-II ve DAPI.
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Sekil 21: Ca™ + KN93 uygulamas: yapilan gruba ait gériintiiler. (A) DAPI isaretli hiicre
cekirdekleri (B) Alexa Fluor 647 isaretli CaMK-II ve DAPI.

Sekil 22: 24 saat KN93 uygulamasi yapilan gruba ait goriintiiler. (A) DAPI isaretli hiicre
cekirdekleri (B) Alexa Fluor 647 isaretli CaMK-II ve DAPI.
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4.5. ELISA ile CaMK-II Beta Miktarlarinin Degerlendirilmesi
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Sekil 23 A./B: AB, KN93 ve AP + KN93 gruplarinda CaMK-II beta izoformu degisimleri /
KN93, Ca*?2ve Ca*?+ KN93 gruplarinda CaMK-II beta izoformu degisimleri

Yeterli hiicre ve malzeme eksikliginde otiirii deney tekrar sayilari kisith kalmistir.
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4.6. Hiicre Kiiltiir Ortamindaki Ca*? Seviyelerinin Degisimi
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Sekil 24: Deney gruplarinda belirlenen hiicre kiiltiir ortami Ca*? miktarlar

Yapilan &lgiimler sonucunda mg protein basna diisen ug Ca*? miktari, tiim deney
gruplarinda kontrole goére artis gostermistir. AP grubunda 1,8 kat, A + KN93 grubunda
yaklasik 2 kat, KN93 grubunda 1,75 kat, Ca*? grubunda 12,3 kat ve Ca*? + KN93 grubunda
10,5 kat artig gdzlemlenmistir.

39



5. TARTISMA

Alzheimer hastalifi giiniimiizde demansin en yaygm sekli olarak karsimiza
cikmaktadir. Hastalifin diinya iizerindeki yasli niifusun artmasmma bagli olarak- goriilme
siklig1 artmis ve dikkatleri hastalik i¢in etkin bir tedavi gelistirilebilmesi iizerine ¢ekmistir.
Ani depolama mekanizmasinin karmagik yapisi ile beraber AH patogenezinin multifaktoriyel
olmasi ortak bir payda arayisini Onemli hale getirmistir. Bu tez calismasi literatiir
taramamiza gore ilk kez Alzheimer hastaliginin temel patolojik bulgularindan olan amiloid
plaklar1 olusturan AP peptidlerin, toksik konsantrasyonlarda hafiza olusumunda kilit
fonksiyonu olan kalsiyum/kalmodulin-bagimli protein kinaz-II enzim izoformlarinin ifadesini

degistirebildigi ve alfa izoformunun hiicresel birikimine neden oldugu gosterilmistir.

Anm depolama Ca*? akismma bagli protein kinazlarin kaskad aktivasyonunu
barmdirmaktadir [20]. Hiicresel (Ca*?) homeostazinin, AH'm hem sporadik hem de ailesel
formlarinda bozulduguna ve AP olusumunu ile tau hiperfosforilasyonunu tesvik edebilecegine
iliskin 6nemli kanitlar bulunmasi [21][22] dikkatleri Ca*? alt akim molekiilleri iizerine
yogunlastirmistir. Hem ge¢mis hem de simdiki hiicresel aktiviteyi temsil eden "siirekli"
bir kalsiyum sinyallesmesinin dinamik dogasina 6zgii olarak gecici bilgileri entegre ettigi
ve hafiza olusumunu etkiledigi ileri siiriilmektedir. Hafizanin olusturulmasinda bir protein

kinaz olan ve hiicre i¢i Ca*? artis1 ile birlikte indiiklenebilen CaMK-11 kilit bir enzimdir.

AP kaynakli hiicre 6liimii i¢in ana mekanizmalardan biri, kalsiyum agir1 yiiklenmesi ve
kalsiyum homeostazinin bozulmasidir [23].CaMK-II’nin, Ras GTPaz’in aktif ve inaktif
formlar1 iizerine etkili oldugunu gosteren arastirmalarin olmasi, CaMK-II'nin ERK sinyal
yolagi lizerinden hiicre proliferasyonu, differansiyasyonu ve apoptozu regiilasyonunda etkisini
distindiirmiistiir. Ancak heniiz AP toksisitesi ve CaMK-II enzimin néronal hiicre canliligi
tizerine etkisi net olarak tanimlanmamuigstir. Biz ¢aligmamizda AB1-42 uygulamasinin, CaMK-
II mRNA ekspresyonunu, kontrol grubuna gore belirgin olarak azalttigini1 gosterdik. Bu
azalma oOzellikle alfa ve beta izoformlarinda belirgin olarak saptandi. Gama ve delta

izoformlarindaki azalma goreceli olarak daha azdi.

Son yillarda kalsiyum/kalmodulin-bagimli protein kinaz II alfa'nin (CaMK-II alfa)
Alzheimer hastalig1 patofizyolojisinde 6nemli bir rol oynayabilecegini gdsteren kanitlar ileri

stirilmektedir. Fang ve ark., 2019 yilinda yaptig1 genetik ¢alisma [24] CaMK-II alfa'nin Han
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Cin niifusunda AH gelisimine duyarlilik saglayip saglamadigini arastirmistir. Alfa-CaMK-II
icindeki toplam yedi tek niikleotid polimorfizmi (SNP), giineybati Cin'den (333 AH hastas1 ve
334 kontrol) ve dogu Cin'in (382 Ah hastas1 ve 426 kontrol) bu gen ve AH arasindaki
potansiyel iliskiyi ayirt etmek i¢in iki bagimsiz kohortta taranmis, ek olarak, CaMK-1I alfa'nin
AH'li bireyler ve kontroller arasinda beyinde farkli sekilde ifade edilip edilmedigini
arastirmak icin platformlar arast normallestirilmis bir ifade kaynagi kullanilmistir. Platformlar
arast normalize edilmis veriler, AH hastalar1 ve kontrol denekleri arasinda hipokampus,
entorinal korteks ve temporal kortekste CaMK-II alfa ekspresyonunda onemli farkliliklar
gostermistir. Bu ¢alisma Han Cin niifusunda, AH patofizyolojisi i¢in CaMK-II alfa’nin
onemli bir rolii oldugunu diisiindiirmektedir. Bizim ¢aligmamizda toksik konsantrasyonda A
uygulamast CaMK-II alfa ekspresyonunu belirgin olarak azaltirken, immiinfloresan
sonuclarimiza gore bu izoformun hiicresel birikimini arttirmigtir. Bu durum, daha once
yapilan AP peptidin CaMK-II alfa’nin hiicresel hareketini etkiledigini gosteren ¢alisma ile
uyumludur. Bu g¢alismada, AP oligomerlerinin CaMK-II alfa hareketini bloke ettigi ve

sinapslarda birikime neden oldugu gosterilmistir.

Noronal dokuda alfa ve beta izoformlar1 baskin olarak bulunur. Alfa izoformu
ozellikle glutamerjik noronlarin sinapslarinda yer alirken, beta izoformunun inhibitor etkili

GABAerjik sinapslarda bulundugu gosterilmistir.

Sinir sisteminde eksitator ve inhibitdr sinapslar arasindaki denge, noronal
homeostazisinin korunmasinda kritiktir. Bizim ¢alismamizda ilging olarak AP peptidin, beta
izoform ekspresyonunu diger izoformlara oranla daha fazla baskiladigi goriiliirken, CaMK-II
beta protein diizeyinin kontrol grubuna gore arttigi belirlenmistir. Bu durum, Ap peptidin
CaMK-II’nin hiicresel hareketini bloke ettigi, birikimine neden oldugu ve bdylece Ca'*2
sinyalizasyonundaki dengeyi bozdugunu disiindiirmiistiir. Diger taraftan, alfa ve beta
izoformlarimin mRNA ekspresyonlarindaki bu azalma, uzun vadede, AP varligina bagh

ilerleyici bir bellek kayb1 sorununun nedeni olabilir.

Hem ge¢mis hem de simdiki hiicresel aktiviteyi temsil eden "siirekli" bir kalsiyum
sinyallemesinin dinamik dogasina 6zgii gegici bilgileri entegre ettigi ileri siiriilmektedir.
Ancak dort izoformu olan CaMK-II enzim sinyalinin yoklugunda veya degisiminde hiicresel
aktivite / fizyolojinin nasil etkilendigi heniiz net olarak tanimlanamamistir. CaMK-I1 enzim

inhibisyonunun hiicre canlilig1 iizerine etkisi tartismahdir.
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KNO93, secici bir Ca? * / kalmodulin bagimli protein kinaz II inhibitériidiir. KN93’iin
noronal hiicre canliligina etkisi tartismali bir konudur. KN93’tin, NMDA tarafindan
indiiklenen eksitotoksisiteden noronlart korudugu gosterilmis [25] ancak diger taraftan enzim
inhibisyonunun glutamat/kalsiyum sinyallesmesini etkileyerek hiicre canliligini olumsuz
etkiledigini ileri siiriilmistir [26][27]. CaMK-II inaktivasyonunun kapsami iskemik
cekirdekten onu cevreleyen penumbral bolgeye yayilmasi, iskeminin neden oldugu doku
hasarmin derecesi ile iliskili bulunmustur. ilging bir sekilde, CaMK-1l knock-out fareleri
iskemik inmeden sonra dogal tip yavrulardan daha fazla hasar gosterdikleri belirlenmistir.
Ayrica, noronlar iginde CaMK-II'nin genetik ve farmakolojik inhibisyonu, kalsiyum
homeostazinin bozulmasi, hipereksitabilite, glutamat sinyalinin diizensizligi ve ndronal 6lim

gibi cesitli patolojik bozukluklarla iliskilendirilmistir.

Bu tez projesinde KN93 uygulamasi, AB toksisitesine kars1 bir koruma saglamamus,
aksine noronal hiicre canliligini belirgin olarak azaltmistir. Ayrica CaMK-II alfa ve beta
izoformlarinin - mRNA  ekspresyonunu  arttirirken, gama ve delta izoformlarinin
ekspresyonlarin1 belirgin olarak baskilamistir. Ilging olarak immiinfloresan mikroskopi
degerlendirmelerine gore, hiicresel alfa izoform diizeyleri tespit edilememis, beta izoform
protein diizeylerinde ise anlamli bir farklilik goriilmemistir. KN93’iin bir CaMK-II enzim
inhibitérii olarak hiicre canlihgina karst gosterdigi bu olumsuz etki hiicresel Ca*

sinyalizasyonunu bozulmasina bagli olabilir.

CaMK-II, sinaptik plastisite ve hafiza olusumunda temel bir role sahip oldugu bilinen
olduk¢a karmagik bir protein kinazdir. Ayrica CaMK-II'nin bir tau kinaz oldugu da ileri
stiriilmiistiir. Bu nedenle CaMK-II diizensizligi, Alzheimer hastaliginda bir toksisite
modiilatorii, anormal kalsiyum sinyali, sinaps ve ndron kaybi ve hafiza bozuklugu ile
karakterize bir demans olabilir. Kalsiyum sinyalizasyonundaki bozukluklarin Alzheimer
hastaliginda nérodejenerasyona ve hafiza bozukluguna 6nemli katkida bulundugu hipotezi

ileri strilmektedir.

(40-42)-amino asitlik amiloid beta peptid, Alzheimer hastaliginin (AH) tanisi igin
histopatolojik bir isaret olarak kullanilan hiicre dis1 protein agregatlar1 olan senil plaklarin
onemli bir bilesenidir. Amiloid peptid fragmanlari olan AB25-35 ve AP1-42 ‘in Kortikal
noronlara 10 dakikalik uygulamasinin protein kinaz C (PKC) ve Ca*?/kalmodulin bagimli
kinaz IlI'nin (CaMK-II) aktivasyonunda hizli bir artisa yol actigi gosterilmistir. Bununla
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birlikte bu etkinin, hiicre i¢ine dogru artan Ca*? akisinin hiicre i¢inde indiiklenen ardisik bir
uyarima neden oldugu ileri siiriilmiistiir. [23] Diger taraftan AP peptidlerin hiicre iginde
olusturdugu sinyalin, muskarinik reseptorlerin aktivasyonu ile seg¢ici olarak artmis GABA-
erjik inhibisyonu iceren bir mekanizma yoluyla baskilanabildigi gosterilmistir. Sinaptik
plastisiteden hiicre sagkalimina kadar ¢ok ¢esitli noronal fonksiyonlarin diizenlenmesinde
PKC ve CaMK-II'nin kilit rolleri géz oniine alindiginda, AP tarafindan giiclii aktivasyonlari
bu kritik siireglere miidahale edebilecegini ve bilissel eksikliklere katkida bulunabilecegini
diistindiirmiistiir. Muskarinik reseptorlerin AR sinyalini bloke etme kabiliyeti, kolinerjik
iletimin arttirilmasinin  AH tedavisinde etkili bir terapotik strateji olabilecegi fikrini

destekleyen bir potansiyel mekanizma olarak goriilmektedir [23].

Diger taraftan sinir hiicrelerinde amiloid beta'min fizyolojik rolii olabilecegi ve
hiicresel trofik aktiviteye katkida bulunabilecegi de ileri siiriilmektedir [28]. Amiloid
hipotezi yillarca AH'de gozlenen norodejenerasyonun bir nedeni olarak genis capta kabul
gormiistiir. Bu hipotez, AB 'y1 ndéronal fonksiyonu bozan ve hiicre 6liimiine yol agan toksik bir
faktor olarak goriir. Ancak son zamanlarda AB'nin fizyolojik rolleri hakkindaki ¢aligmalar bu
hipotezi zorlamaktadir. AB'nin fizyolojik rolleri, Alzheimer gibi hastaliklar i¢in seviyelerini
diisiirmeyi amagclayan terapilerin gelistirilmesinde dikkate alinmalidir. Af'nin  asirt
tikenmesinin olumsuz etkileri olabileceginden, trofik fonksiyonlarin1 sinirlamak

norodejenerasyon siirecini geciktirmek yerine katkida bulunabilir.

Kalmodulin bagimli protein kinaz II inhibitorii KN93’iin, sigan serebral kortikal
noronlarint N-metil-D-aspartik asite bagli yaralanmalardan korudugu gosterilmistir [25].
Sprague-Dawley neonatal si¢anlarinin primer kiiltiirlenmis serebral kortikal néronlari, 50 pM
N-metil-D-aspartik asite bagli yaralanmadan sonra 0.25, 0.5 ve 1.0 uM KN93 ile tedavi
edildi. Sonuglar, N-metil-D-aspartik asite bagli yaralanma noronlari ile karsilastirildiginda,
hiicrelerin aktivitesinin belirgin sekilde arttigini, apoptozun 6nemli 6l¢iide azaldigini, laktat
dehidrojenaz sizintisinin azaldigimi ve KN93 tedavisinden sonra néronlardaki hiicre i¢i Ca? *

konsantrasyonlarinin azaldigini gosterdi.

Ancak bizim c¢alismamizda KN93 uygulamasi AP toksisitesine karsi SH-SY5Y
hiicrelerini korumamis hatta hiicre canliligini olumsuz etkilemistir. Bu durum AP peptid
uygulamas: ile tetiklenebilen kalsiyum sinyalizasyonunun hiicrenin sag kalim siirecinde

olumlu etkileri oldugunu disiindiirebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasi ile literatiir taramamiza gore ilk kez, Alzheimer hastaliginin temel
patolojik  bulgularindan olan amiloid plaklar1 olusturan AP peptidlerin  toksik
konsantrasyonlarda kalsiyum/kalmodulin kinaz-l1I enziminin izoformlarmin ifadesini ve
diizeyini degistirebildigi gosterildi. Noronal CaMK-II enzim izoform bu degisimlerin hiicre
sag kaliminda kritik bir basamak oldugu ve hiicrenin kendi kendini korumasi i¢in tetiklendigi

distindlebilir.

Cahismamizin kisithhiklari; bu tez ¢alismasi in vitro hiicre kiiltiirii ¢alismasi olup in
vivo hiicresel degisimleri tam olarak yansitmayabilir. Tez projesi esnasinda, malzeme
teminindeki sorunlar yiiziinden deney tekrar sayilart kisith kalmistir. CaMK-II enziminin
MRNA ekspresyonlari her dort izoform igin bakilmis ancak protein ekspresyonlari sadece alfa
ve beta izoformlar i¢cin bakilabilmistir. CaMK-II enzim aktivite degisimlerinin belirlenmesi,
ndronal hiicre dliimiinde Ca*? sinyalizasyonu ve bu enzimin rolii hakkinda daha detayli bilgi

verebilir.

Bu tez caligsmasi ile gerceklestirilen protokollerin ve elde edilen sonuglarin 6grenme
ve hafiza iliskili hastaliklarin tedavisinde gelisme saglayabilmek adina yararli olacagi
diistiniilmektedir. Hafiza ve 6grenmede temel bir molekiill olan CaMK-II’nin, toksisite
kosullar1 altindaki yanit mekanizmasinin anlasilmasinin, etkin tedavi stratejilerinin

gelistirilmesi adina 6nemli olacag: diisiiniilmektedir.

Sonu¢ olarak, noronal CaMK-II enzim izoform degisimlerinin hiicre sag kaliminda
kritik bir basamak oldugu ve AP toksisitesine karsi hiicrenin kendi kendini korumasi i¢in
tetiklendigi ileri siiriilebilir. Gelecekte norodejenerasyon siirecinde kalsiyum sinyal
mekanizmasi ile iliskili gerceklestirilecek in vivo c¢alismalar yeni tedavi stratejilerinin

gelistirilmesine yol gdsterici olabilir.
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