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KISALTMALAR

Al:Bcl-2 iliskili protein Al

ABCAL: ATP-baglanma kaseti tagiyicist Al
Ach: Asetil kolin

AChE: Asetilkolin esteraz

ADDLs: Amiloid-turevli difiize olabilen ligandlar
AGN:Arjirofilik tanecik hastaligi

AH (AD): Alzheimer Hastalig1

Ahal: Cdc37 ile ATPaz homolog 1

AICD: APP intraselluler domain

AlF:Apoptozu tesvik edici faktor

AKT (PKB): Protein kinaz B

Ala (A): Alanin

ALS:Amiyotropik lateral sklerozis

Ambral: Otofaji ve Beklin 1 diizenleyici 1
AMP:Adenozin monofosfat
AMPA:a-amino-3-hidroksi-5-metil-4 izooksazol-propiyonik
AMPAR: AMPA reseptori

AMPK: AMP ile aktive edilen protein kinaz
AP-1: Aktivator protein-1

APAF1: Apoptotik peptidaz aktive edici faktor-1
APC: Adenomatous poliposis koli

APE-1: Apdirinik/apirimidinik endontikleaz-1
APOE: Apolipoprotein E

APP: Amiloid 6ncll proteini

APPsa: Salgilanan APP-alfa

APPsp:Salgilanan APP-beta

AR: Androjen reseptoru

AR-: AR tasimayan hiicre hatti
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AR+: AR tastyan hiicre hatti

AR-A014418: N-(4-Metoksibenzil)-N'-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il) re
ARC: Kaspazla apoptozun baskilayicisi
Asetil-CoA: Asetil koenzim A

ASK:Apoptoz sinyal duzenleyici kinaz

ATCC: American Type Culture Collection

ATF: Aktive Tf

ATF6f: Sitosolik ATF6 fragment

Atg: Makrootofaji-iliskili proteinler

ATG16L1: ATG16 benzeri 1

ATG3: E2 benzeri Ub-benzeri konjuge edici enzim
ATGT7: E1 benzeri Ub-benzeri duzenleyici aktive edici enzim
ATM: Ataksi-telenjiektazi kinaz

ATP: Adenozin trifosfat

AB:Amiloid beta

Bad: Bcl-2 iligkili 6liim diizenleyicisi

Bagl:Bcl 2-iliskili athanojen 1

Bak:BCL-2 antagonist/6ldurici-1

BAK1: BRI iliskili reseptor kinaz 1

Bax: Bcl-2-iligkili X protein

BBB: Kan-beyin bariyeri

Bcl-2:B-hiicresi lenfoma-2

Bcl-w/ Bel2-L-2: Bcl-2 benzeri 2
Bcl-xL:Bcl-ekstra buytk

BCR: B-hcre reseptori

BDNF:Beyin-tlrevli norotrofik faktor

Beklinl: Sargili bobin Miyozin-benzeri Bcl2-iliskili protein
BER: Baz-kesip ¢ikarma onarimi

BES1: BR duyarli EMS baskilayic1 1 Tf

BIN2: BR duyarli 2 kinaz (GSK3 benzeri kinaz)
Bid: Bax benzeri BH3 protein

Bik: Bcl-2 etkilesimli katil

Bim: Bcl-2 ile etkilesime giren hiicre 6liimii aracisi

BiP: immunoglobulin agir zincir baglanma proteini
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BKI1: BRI1-kinaz inhibitor 1

BMF: Bcl-2 degististirici faktor

BMKZ1: Buyik MAPK-1

BMP: Kemik morfojenik protein

bNIP3: Bcl-2 etkilesimli protein-3

BOS: Beyin-omurilik sivisi

BR: Brassinolid

BRI1: Brassinolid duyarli 1 reseptorii

BSA: Sigir serum albumini

BSK1: BR sinyalizasyon kinaz 1

BSU1: BRI1-baskilayici 1

BZR1: Brassinazol-diren¢ 1 Tf

C.elegans: Caenorhabditis elegans

C: Kaspaz

Ca: Kalsiyum

c-Abl: Hiicresel Abelson tirozin kinaz

CAD: Kaspasla aktive edilen endonukleaz
CALNX: Kalnexin

CALR: Kalretikulin

C-alt Gnite: Katalitik alt Unite
CaMK:Kalsiyum-kalmodiilin bagimli protein kinaz
CaMKK: CaMK kinaz

CARD: Kaspaz aktivasyon gi¢lendirme domaini,
CAT: Katalaz

CBD: Kortikobazal dejenerasyon
CD95/Fas:Farklilagmanin kiimesi-95
cdc:Hiicre boliinme devri kinazi

CDG1: Temel diferansiyal biiyiime 1 kinazi
CDK:Sikline bagimli kinaz

CDKRL1 (p35): CDKS5 dizenleyici alt Ginite 1
CDKR2 (p39): CDKS5 dizenleyici alt Ginite 2
CFLAR: FADD benzeri apoptotoz diizenleyicisi
CG: Sitozin-Guanin

CHAT: Kolin O-Asetiltransferaz



CHIP: HSP70'in C-ucu-etkilesimli diizenliyici proteini
CHOP:CCAAT/yikseltici-baglanma-proteini-homolog protein
clAP:Hucresel apoptoz inhibitoru proteinler
CK:Kasein kinaz

CKI:Cdk-bagimli inhibitorler

CMA: Saperon aracili otofaji

CO2: Karbondioksit

COST: European Cooperation in Science & Technology
CSF: Serebrospinal s1v1

Cu: Bakir

C-ucu: Karboksi ucu

Cyt-c: Sitokrom-c

DAPI: 4,6-Diamidino-2-fenilindol

DAPK:Oliim iliskili protein kinaz

DCFH-DA: Dikoloro-Dihidro-Fluoreskein Diasetat
DDR:DNA hasari cevabi

DED: Olum efektér domaini

DISC: Oliimi tetikleyen sinyal kompleksi
Diablo:Direkt cIAP 1/2' ye baglanan protein
DiOC6: 3,3'-Diheksilokarbosiyanin Iyodiir

DLB: Demans ile birlikte gortlen LCH

DMF: Dimetil formamid

DMSO: Dimetil stilfoksit

Dsh: Dishevelled

DUB: Deubikitinaz

Dyrk: Ikili-spesifik protein kinaz

E segment: Glu agisindan zengin segment
E.coli:Escherichia coli (Koli basili)

E: Ub ligaz

EBR: Epibrassinolid

elF2: Okaryotik translasyon baslama faktorii-2
EMS: Etil metansulfonat

Endo-G: Endoniikleaz-G

EphA4:Efrin tipi-A reseptor 4 dncill



EphB2:Efrin tipi-B reseptor 2 6ncilii

ER: Endoplazmik Retikulum

ERAD: ER-iliskili protein degredasyonu

ERK: Ekstraseliler sinyalleri diizenleyen kinaz (p44/42)
Erola:ER oksidorediktaz 1o

ERp57: ER-yerlesik proteini 57

ERSE: ER stres cevap elementi

ERSRG: ER stresi cevap genleri

ETOH: Etanol

ETS: Elektron tagima sistemi

FADD: Fas iliskili 6liim domaini

FAK: Fokal adezyon kinaz

Fas-L: Fas ligand1

fATF6: Kesilmemis ATF6

FBS: Fetal Sigir Serumu

FGF:Fibroblast blytme faktoel

Fgr: Felin Gardner-Rasheed sarkoma viral onkogen homologu
FIP200: FAK- iligkili protein (200kDa)
f-Kaspaz: Inaktif onciil Kaspaz-3
FLICE:FADD-benzeri IL-1B-doniistiiriicii enzim
FLIP: FLICE inhibitor protein

FLIPL: Uzun FLIP

FLIPs: Kisa FLIP

FOXO:Catal kafa kutusu O Tf'leri

fPARP: Aktif kesilmemis PARP

FTD :Frototemporal demans

FTDP-17: Parkinsonizm ile birlikte gelisen FTD-17
FUS: Sarkomda erimis RNA baglanma proteini
GABA: Gama-aminobutirik asit

GADD34:DNA hasari ile tetiklenen protein 34
Glu (E): Glutamik asit

Gly (G): Glisin

GPx:Glutatyon peroksidaz

GRK: G-protein baglantili reseptor kinaz
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GRP:Glukoz-diizenlenmis protein

GSKa3: Glikojen sentaz kinaz-3

GST: Glutatyon-S-transferaz

GTPaz: Guanozin trifosfat1 hidrolize eden enzim
GWAS: Genom ¢apinda iligkilendirme ¢alismalari
Hs:Histamin reseptor tipi

HCL: Hidroklorik asit

HDAC: Histon deasetilaz

HEK?293: Insan embriyonik bébrek hiicresi-293
HIV: insan immun yetmezligi viriisii
HMG-CoA:5-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A
HMW: Yiiksek molekiiler agirlikli

HOP: TRP-domaini igeren: Hsp70/Hsp90 organize edici protein
HRD1: HMG-CoA rediiktaz degregasyon 1 homolog
Hrk: Apoptoz aktivatorii Harakiri

HRP:Armoracia rusticana bitkisinden izole edilen peroksidaz
HSFs: Is1 sok faktorleri

HSPs: Is1 sok proteinleri

IDE:insiilin degrede edici enzim

IF: Ara filamentler

IGFs: Insiilin-benzeri biyiime faktorleri

IkB:Kappa B'nin inhibitoru

IKK: 1kB kinaz

IL:Interlkin

IP3R: Inositol trifosfat reseptor

IR:Insiilin reseptdrii

IRE: Demir (Fe™) cevap elementi

IRE1a:Inositol gerektiren enzim la

IRS-1: Insiilin reseptdr subsrati-1

ISF: Interstisyel s1vist

ICAD: CAD inhibitori

JNK:c-Jun N-ucu kinazi

Kalpain:Kalsiyum ile aktive olan lizozomal olmayan sistein proteaz

Kaprospinol: (22R,25R)-20a-spirost-5-en-33-yl heksanoat
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Kaspaz: Sistein—aspartik proteaz

kATF6: Kesilmis ATF6

kb: Kilobaz

kDa: Kilodalton

KFERQ: Lizin/Fenilalanin/Glutamik asit/Arjinin/Glutamin motifi
kKaspaz3: Aktif kesilmis Kaspaz 3

KSP: Lizin-Serin-Prolin domaini

KTKEGV: Lizin-Treonin-Lizin-Glutamik asit-Glisin-Valin tekrarlari
KXGS: Lizin-X-Glisin-Sistein

L: L6sin

LAMP-2A: Lizozom-iligkili membran proteini-2
LB: Luria Bertani besiyeri

LBVAD: AH'nin Lewy cisimcigi tlrevi
LC3A/B: MAP 1-hafif zincir 30/p

LCH:Lewy cisimcigi hastaligi

Lck: Lenfosit hiicresi -spesifik-TyrK
LDL:Diistik yogunluklu lipoprotein

LiCl: Lityum Klortr

LPS: Lipopolisakkaritler

LRP1: Diisiik Yogunluklu Lipoprotein Reseptor-iliskili Protein 1
LXR: Karaciger-X-reseptor

Lyn: Yes-iligkili yeni protein TyrK

Lys (K): Lizin

MAM: Mitokondri iligskili ER membrani

MAP: Mikrotiibiil iliskili proteinler,

MAPK: Mitojenle aktive edilen kinaz
MAPT:Tau geni

MARK:Mikrotlbl afinite diizenleyici kinaz
Mcl-1:Myeloid hiicreli 16semi-1

Mdmz2: Fare ¢ift dakika 2 enzimi

MEF: Fare embriyonik fibroblast hiicresi
MEF2D: Miyosit-spesifik yikseltici faktor-2D
mg: Miligram

MGIuR5:Metabotropik glutamat reseptori-5
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ml: Mililitre

mm: Milimetre

mM: Milimolar

MMP: Mitokondriyal membran gegirgenligi
MPP*:11-metil-4-fenilpiridinyum

MSA: Coklu sistem atrofisi

MSS: Merkezi sinir sistemi

MTB: Mikrotiibiil baglanma bdlgesi

mtDNA: Mitokondriyal DNA

MTOR:Rapamisinin mekanistik hedefi

MTORC: mTOR kompleksleri
MTT:3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid
Myc: Miyelositomatosis viral onkogen homologu
Mytl: Membran-iliskili Tyr ve Thr-spesifik Cdc2 inhibitor kinaz
N: Arparjin

NAC: AP olmayan komponent

NACP:Amiloid icerikli olmayan plaklar

NCDD: Hiicre Oliimii Adlandirma Komitesi
NF:Norofilament

NF-AT: T hicresinin nuklear faktori

NF-H: Agir-NF

NF-L: Hafif -NF

NF-M: Orta -NF

NFT: Norofibriller yumaklarin

NFxB:B hiicresi niklear faktor kappa-hafif zincir-aktivatori
NGF:Sinir buytime faktor

NGFR:NGF reseptor

NH (NDs): Norodejeneratif Hastaliklar

nm: Nanometre

NMDA:N-metil-D-aspartik asit

NMDR: NMDA reseptor

NO.:Nitrik oksit

NOS:Reaktif nitrojen tirevleri

Noxa: Porbol-12-Miristat-13-Asetat-uyarilmis protein 1
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NPC: Noral oncil hucre

Nt:Norotrofin

NT2N: Ntera/D1 teratokarsinoma

N-ucu: Amino ucu

OD: Optik yogunluk

OHC: Hidroksikolesterol

OR +: OR tastyan hiicre hatt1

OR: Ostrojen reseptorii

P: Prolin

p3: 3kDa peptid

p44/42:Mitojenle aktive edilen protein kinaz-44/42
p53: Apoptozun-tlimor-iliskili proteini -53
p62: Ub-baglanma proteini Sekuestozom 1
p70S6K:Ribozomal protein S6 kinaz beta-1
pP90RSK1: Ribozomal protein p90 S6 kinaz-1
PARP: Poli ADP-riboz polimeraz

PAS: Fagofor olusturulma bolgesi

PBS: Fosfat- tamponlu tuz ¢ozeltisi

PC12: Feokromasitoma hcresi-12

PCD: Programli hiicre 6liimii

PDI: Protein disulfiit izomeraz
PDK-1:Fosfoinositide bagimli kinaz-1
PERK:Protein kinaz RNA-benzeri ER kinaz
pH: Hidrojenin giici

PH:Parkinson hastalig:

PHD:Demans ile birlikte gorulen PH

PHF: Eslesmis helikal filament
pl:izoelektrik nokta

P1:Propidyum Iyodiir
P13K:Fosfotidil-inositol-3-kinaz

PIK3C3 (Vps34): PI3K-katalitik alt Gnite tip-3
PKA:Protein kinaz A

PKC: Protein kinaz C

PLC: Fosfolipaz-C
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PLK: Polo-benzeri kinaz

PP: Protein fostataz

PRD: Prolince zengin bélge

Proteinopati: Protein birikimi kaynakli hastaliklar
PrPc: Hucresel prion proteini

Prx2: Peroksiredoksin-2

PSA: Puromisine duyarli aminopeptidaz
PSEN1/2: Prenesenilin-1/2

PSP:Ilerleyen supranuklear palsi

PSS: Periferik sinir sistemi

p-tau: Fosfo tau

PUC: Coklu-ubikuitin zinciri

PUMA: p53 yikseltici-diizenleyicisi

PVDEF: Poliviniliden diflorur

R: MTB tekrar sayis1

Rab7: Ras-iligkili GTP-baglanma proteini 7
RAGE: Ileri glikozilizasyon son iiriin reseptorleri
Raptor:mTOR'un rapamisine duyarh refakatgisi
Ras: Rat sarkoma viral onkogen homolog

REL.: Retikulo endoteliyosiz

RGC: Retinal gangliyon hcreleri
RIDD:IREla-bagimli mRNA yikilimi

RIPK: Reseptor iligkili serin / trenonin protein kinazlar
Rictor:mTOR' un rapamisine duyarli olmayan refakatcisi
ROS: Reaktif oksijen tirleri

ROSC: Roskivitin

rpm: Santrifiijiin dakikadaki devir sayist

rRNA: Ribozomal RNA

RTK: Reseptor TyrK

RXR: Retinoik X-reseptori

S:Sedimenastasyon katsayisi

SAPK: Stres ile aktive olan kinaz

SCNA: Alfa-syn geni

SDS: Sodyum dodesil sulfat
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SDS-PAGE: SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Ser (S): Serin

Shh: Sonic-hedgehog

SH-SY5Y': insan kemik iligi néroblastoma hiicresi

SILAC: Hiicre kiiltiirlinde amino asitlerin stabil izotoplar ile isaretlenmesi yontemi
Sinukleopatolojiler: a-syn'in lewy cisimcigi olarak birikim gosterdigi hastaliklar
SiRNA: Kisa susturucu RNA

SK-N-AS: Insan beyin ndroblastoma hiicre hatti

SMA: Spinal muskular atrofi

Smac: ikincil mitokondri tiirevli Kaspaz aktivatori

SMST :Sporadik ¢oklu sistem taupatisi

SNARE: Cozunir N-etilmaleimid -duyarli faktoér baglanma protein reseptor
SNP: Tek niikleotid degisimleri

SOD1: Superoksit dismutaz

SP/TP:Sistein-Prolin/ Treonin-Prolin motifi

SP1/2: Bolge 1/2 proteazlar

SR: Steroid hormon reseptorleri

Src: Rous sarkoma

STAT: Transkripsiyonun sinyal doniistiiriiciisii ve aktivatorii
Syk: Spleen TyrK

TAR:Transaktivator Tat bagimli RNA diizenleyici element
Tat: HIV Transaktivator proteini

Tau: Tubulin-iligkili tinite

Taupati:Tau proteini ile iliskili hastaliklar

t-Bid: Kesilmis Bid

TBS: Tris-tamponlu tuz ¢ozeltisi

TCA: Trikarboksilik asit devri

TCR:T-hlcresi reseptor

TDP43: TAR-DNA baglanma proteini 43

Tf: Transkripsiyon faktori

TFEB: Transkripsiyon faktor E kutusu

TGN: Trans golgi ag1

Thr(T): Treonin

Tip60: Tat-etkilesimli-60kDa protein
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TLR: Toll benzeri reseptor

TM:Transmembran domain

TNFR: Tumor nekrozis faktor reseptori

TOR: Mitokondri dis memranin translokazi
TP53: p53 geni

TPK:Tau protein kinaz

TRAF:TNF reseptorti iligkili faktor
TRAIL:TNF-iligkili apoptozu indiikleyen ligand
TRAILR: TRAIL reseptoru

TrkA: Tropomiyozin reseptor kinaz A

TRP: Gegici reseptor potansitel domaini
TTLL6: Tubulin tirozin ligaz-benzeri enzim 6
Tyr K: Tirozin kinaz

Tyr: Tirozin

U: Unite

Ub: Ubikuitin

UCHLZ1: Ub-C-ucu-hidrolaz L1

ULKZ1: Unc51 (C.elegans)-benzeri otofaji aktive edici Ser/Thr kinaz
UPR: Katlanmamis protein cevabi
UPS:Ubikuitin-proteozomal sistem
UV:UItraviyole radyasyon

UVRAG: UV-direngli-iligkili protein

V: Valin

VAPB: Vesikil-iligkili membran protein- iliskili protein B
V-ATPaz: Vakuolar tip-ATPaz
VDAC:Voltaj-bagimli anyon kanali

Vps: Vakuolar protein siniflandirma kompleksi
WHO:Diinya Saglik Orgiitii

Whnt:Wingless-tipi protein

XBP1:X-kutusu baglanma proteini-1

XBP1s: Kesilmis XPB1 izoformu

Yes: Yamagushi sarkoma viriis onkogeni

Zn: Cinko

z-VAD: Karboksibenzoksi-valil-alanil-aspartil-O-metil
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a-CTF: Alfa-C-ucu fragmenti

a-sekretaz: Alfa bolgesinden APP'yi kesen enzim
a-syn: Alfa-siniklein

B sekretaz /BACE: Beta bolgesinden APP'yi kesen enzim
B-katenin: Beta-katenin

v sekretaz: Gama bolgesinden APP'yi kesen enzim
ul: Mikrolitre

°C: Santigrat cinsinden sicaklik

pg: Mikrogram

HM: mikromolar

14-3-3: PKC inhibitor protein-1

5-HTs:Serotonin reseptor tipi
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edilmesi (Deka ve Singh, 2017). .....ccoiiiiiiiieieese e 19

XX
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Sekil 2. 12 MAPT geni ve tau mRNA'sinin alternatif kesilim iiriinleri (Maina ve ark,.
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edilmeyen kismim igermektedir. Ekson-2/3/10" Uin alternatif kesilimi tau proteinin
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OZET

Alzheimer Hastaligi (AH), demansin en fazla gézlenen bigimi olup yash niifusun
artmasi ile gelecek yillarda goriilme sikliginin da artmasi beklenmektedir. AH
nadiren ailesel, siklikla ise sporadik nedenlerden dolayr ortaya ¢ikmaktadir. AH
patolojisinde temel olarak senil plaklar ve norofibriller yumaklarin(NFT) varligi s6z
konusudur. NFT olusumlarina ayrica farkli taupatiler, bazi siniikleopatiler ve prion
kokenli hastaliklarda da rastlanmaktadir. Tau'nun anormal fosforilasyonu onun NFT
olusturmasini tetiklediginden, tau kinaz inhibitorlerinin kullanimi AH ve diger
taupatilerde temel, NFT olusumunun gozlendigi diger proteinopatilerde ise yardimci
terapOtik strateji olarak onem tasimaktadir. AH ve diger ndrodejeneratif hastalik
(NH)'larin patolojisinde endoplazmik retikulum (ER) stresi ve otofaji temel hiicresel
olaylardir ancak noérodejeneratif veya norokoruyucu rolleri tam olarak
aydinlatilamamistir. Epibrassinolid (EBR); brassinosteroid (BR)'ler sinifindan
streroid tlirevli bir bitki biliylime diizenleyicisidir. Yapilan ¢esitli caligmalarda
EBR'nin anti-kanser etkinligi gosterilmis olup, daha yakin tarihteki ¢esitli in vitro ve
in vivo ¢aligmalarda ise tau kinazlarindan olan GSK3f'nin potansiyel bir inhibitori

olabilecegi gosterilmistir.

Bu tez c¢aligmast kapsaminda on verilerden yola ¢ikilarak EBR'nin in vitro taupati
modeli olusturulmus Feokromasitoma-12 (PC12) hicrelerinde nérokoruyucu etkisi
ER stres ve otofaji yolaklar ile iliskili olarak gosterilmek istenmistir. ilk olarak
EBR'nin dogal tip PCI12 hiicrelerinde uygun dozu belirlenmis, daha sonra PC12
hiicrelerinde taupati modeli olusturma basaris1 gosterilmistir. EBR'nin taupati modeli
PC12 hiicrelerinde, klinik ¢alismalari devam eden GSK3 inhibitorii Lityum Klorur
(LiCl)'e kiyasla hiicre sagkalimimi daha anlamli sekilde tetikledigi gosterilmistir.
Bununla birlikte nérodejenerasyon belirteci proteinlerin  anlatimlarini  veya
fosforilasyon seviyerini diizenlenlendigi gosterilmistir. Tau kinazlarindan;Glikojen
sentaz kinaz 3 beta (GSK3B)nin Ser9 inhibe edici fosforilasyonunun

tetiklendigi,Sikline bagimli kinaz 5 (CDKS5) anlatiminin ve Ribozomal protein S6
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Kinaz beta-1 (p70S6K)nin aktive edici Ser 371 fosforilasyonu seviyesinin geri
cekildigi gosterilmistir. Taupati modeli PC12 hicrelerinde tetiklendikleri ancak
sonuca ulagsmadiklar1 gosterilen ER stres ve otofajinin EBR uygulanmasi ile hiicre

sagkalimini tetikleyecek sekilde diizenlendigi gosterilmistir.

Elde edilen sonuglardan yola ¢ikilarak; saglikli hiicreler iizerinde toksisitesi diisiik
oldugu gosterilen EBR'nin potansiyel bir GSK3p inhibitorii oldugu, bunu yaninda
otofaji ve ER stres iizerinde diizenleyici etkisi olmasi nedeni ile AH veya
taupatilerde in vivo terapotik deneme g¢alismalarinda kullanimimin miimkiin oldugu

belirlenmistir.
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ABSTRACT

Alzheimer's Disease (AD), is the most common form of dementia, with a dramatic
increase in the elderly population worldwide. AD rarely occurs due to familial and
often sporadic reasons. The pathology of AD is mainly based on the presence of
senile plaques and neurofibrillary tangles (NFT). NFT formations are also seen in
different taupathies, some synucleopathies and prion-derived diseases. Since the
abnormal phosphorylation of tau triggers the NFT formation, the use of tau kinase
inhibitors is important therapeutic strategy against AD, other taupathies and other
proteinopathies in which NFT formation is observed. In the pathology of AD and
other neurodegenerative diseases (NDs), endoplasmic reticulum (ER) stress and
autophagy are essential cellular events, but their neurodegenerative or
neuroprotective roles have not been fully elucidated. EBR is a plant growth regulator
of the BRs class. Several studies have shown the anti-cancer activity of EBR in
bothin vitro and in vivo studies reently. Finally, it has been sugested that EBR might

be a a potential inhibitor of GSK3p, which is one of the tau kinases.

In this thesis, we aimed to demonstrate the neuroprotective effect of EBR in in vitro
taupathy model of pheochromocytoma-12 (PC12) cells in relation to ER stress and
autophagy pathways. First, the appropriate dose of EBR in wild-type PC12 cells was
determined, then the success of ataupathy model in PC12 cells was demonstrated.
EBR has been shown to induce cell survival in the taupathy model PC12 cells in a
more meaningful way than clinical trials of ongoing GSK3 inhibitor lithium chloride
(LiCl). In addition, it has been shown that neurodegeneration marker proteins
expressions were downregulated following EBR exposure. Furthermore, the tau
kinases; such as cyclin-dependent kinase 5 (CDKS5) and GSK3pwere downregulated
and the GSK3p Ser9 inhibitory phosphorylation occured. The taupathy model has
been shown to trigger cell survival by triggering ER stress and autophagy. Based on
the results obtained; EBR, which has been shown to have low toxicity on healthy

cells, is a potent inhibitor of GSK3p, and must be considered for furhter in vivo
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therapeutic trial studies of AD and other taupathies due to its regulatory effect on
autophagy and ER stress.
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1 GIRIS VE AMAC

NH'ler, merkezi ve cevresel sinir sistemindeki néronlarin geri doniissiiz kaybr ile
birlikte sinir sistemi islevlerinin bozulmasina yol agan bir dizi hastaliklar grubudur.
Artan saglik imkanlar1 ve uygulanan niifus planmasi politikalar1 sonucunda
tilkemizde dahil gelismekte olan ve gelismis iilkelerde yash niifus artmistir. Bu
durumla birlikte basta AH olmak lzere NH'lerin goriilme sikliginda 6nemli bir artis
oldugu gozlenmistir. Ilerleyen yillarda ise bu artisin ¢ok daha dramatik boyutta
olacagi Ongoriilmektedir (Brookmeyer ve ark. 2007). NH"lerin etiyolojisine
bakildiginda genellikle sporadik bir dyki gozlenmekle birlikte patofizyolojilerinde
yanlis veya hatali katlanmis proteinlerin hicre iginde ve/veya AH'da oldugu gibi
hiicre disinda olan birikimleri s6z konusudur (Bertram ve Tanzi 2005). Hiicre disinda
gerceklesen protein birikimleri immun sistem hiicreleri tarafindan, hicre icerisindeki
birikimler ise tetiklenen ER stresi ile aktive olan otofaji ya da ubikuitin-proteozomal

sistem (UPS) tarafindan temizlenmeye ¢alisiimaktadir (Fulda ve ark.. 2010).

AH'de protein birikimleri; hiicre diginda gerceklesen amiloid beta (ApB) peptitlerinin
olusturdugu amiloid plaklar ve hicre icerinde mikrotiubul baglanma proteinlerinden
olan tiibiilin iligkili {inite (tau)'nin anormal fosforilasyonuyla tetiklenen norofibriller
yumaklardir. Tau proteininin fosforilasyonununu diizenleyen baslica enzimler olan
CDK-5 ve GSK3'ln aktivitesindeki bozukluklar NFT olusumunu tetiklemektedir.
Ayrica hiicre disinda gergeklesen AP birikimleri ve hiicre icerisindeki tau
hiperfosforilasyonu birbirleri ve/veya hiicredeki diger protein birikimleri tarafindan
tetiklenebilmekte veya tetikleyebilmektedir. Hicre icerisindeki protein temizleme
mekanizmalarinin yetersiz kalmas: veya bu sistemlerdeki bozukluklar; apoptoz,
otofaji ya da nekroptoz gibi yolaklar araciligiyla ndéronal hicre 6limini
tetikleyebilmektedir. Bu nedenle tau hiperfosforilasyonunu tetikleyen enzimlerin
anormal aktivitelerinin inhibisyonu gundemde olan tedavisel yaklasimlardandir
(Mendiola-Precoma ve ark, 2016). Ancak faz calismalari devam eden bu ilaglarin

(6rnegin GSK3 inhibitorii LiCl'tin) saglikli hiicrelerde toksisiteye sebep olabildikleri



gosterilmistir (Hu ve ark, 2009). Bu nedenle kan beyin bariyerini (BBB) gecebilecek

ve toksisitesi diisiik yeni tau kinaz inhibitorlerinin bulunmasi 6nem kazanmaktadir.

Sinir hiicrelerinin boliinme yeteneklerini kisitli olmasi nedeniyle in vitro tau kinaz
inhibitorii calismalarinda siklikla noral krest kdkenli olan ve bu nedenle noérona 6zgii
endokrin 6zellikler gosteren PC12, insan embriyonik bobrek hiicresi-293 (HEK293),
insan kemik iligi néroblastoma hiicresi (SH-SY5Y) veya insan beyin ndroblastoma
hiicre hatti (SK-N-AS) gibi modeller kullanilmaktadir. /n vitro olarak tau kinaz
inhibitorlerinin calisilmasindaki temel sorun bu hiicrelerde temel tau anlatim
dizeylerinin ve bununla iliskili olarakta tau fosforilasyon diizeylerinin diisiik
olmasidir. Bu nedenle bu hiicrelerde tau anlatimlarinin arttirilmasi veya sicakligin
diisiiriilmesi  gibi tau hiperfosforilasyonunu dogrudan veya dolayli olarak
tetikleyebilecek  uygulamalarin  in  vitro AH modeli  olusturulmasinda
kullanilabilecegi cesitli calismalarda gosterilmistir (Bretteville ve ark, 2012). EBR,
BR'ler simifina ait bir bitki biiytime diizenleyicisidir. EBR yapisal olarak steroid
tiirevli hormonlarimiz olan Gstrojen ve testesterona benzemektedir (Becraft, 2001).
Laboratuvarimizda yapilan ¢alismalarda EBR'nin gerek yapisal benzerligi nedeniyle
steroid hormona bagimli kanserlerde, gerekse ER stresine bagli olarak diger bazi
steroid hormon bagimsiz kanserlerde hucre 6limuni tetikledigi gosterilmistir.
Bununla birlikte saglikli dokular1 temsil eden hiicre hatlar1 iizerinde EBR'nin
toksisitesinin olduk¢a diisiik oldugu belirlenmistir. Bu nedenle EBR'nin Klinik
denemelerde kullanilabilecegi disiiniilmektedir. Laboratuvarlarimizda yapilan in
vitro ve Caenorhabditis elegans (C.elegans) c¢alismalarinda EBR'nin tau
kinazlarindan olan GSK3 aktivitesini inhibe ettigi, ayrica diger tau kinazlari1 olan
CDKS5 ve mitojenle aktive edilen protein kinaz-44/42 (p44/42) anlatimlari {izerinde

de inhibe edici etkisi oldugu gosterilmistir.

Elde edilen 6n bulgular 15181nda yapilan bu projede EBR'nin anti-norodejeneratif
etkisinin; in vitro taupati modeli olusturulmus PC12 hicrelerinde ER stres ve otofaji

sinyal yolaklar ile iliskili olarak gosterilmesi hedeflenmektedir.



2 GENEL BILGILER

2.1 NORODEJENERATIF HASTALIKLARIN EPIDEMIiYOLOJiSi VE
ETiYOLOJIiSi

Demans: beyin hastaliklarinin neden oldugu hafiza, diisiinme, davranis ve giinliik
aktiviteleri etkileyen kronik veya ilerleyici bir sendromdur. AH tim demans
vakalarmin {igte ikisini icermektedir. Diinya Saglk Orgiiti (WHO)'nin 2016 yil
verilerine gore basta AH olmak iizere demans ile iliskili hastaliklar 6lim
nedenlerinde besincidir. Bu oran az gelismis {ilkelerde siralamanin gerisinde
kalmakla birlikte, orta gelismis iilkelerde diinya siralamasina esdegerdir. Gelismis
iilkelerde ise yasli niifusun fazlaligi ve artan saglik hizmetleri nedeniyle demans
iliskili hastaliklar 6liim nedenleri icerisinde Ucuncidir (WHO-Global Health
Observatory 2016) (Sekil 2.1).

Oltim (milyonlar)

o 2 4 & 8 10

iskemik kalp hastaliklar _
inme
Kronik obstrilktif pulmoner hastaliklar  ——
Solunum glclagine neden olan enfeksiyonlar | EEG————

AH ve iliskili demanslar S Risk Gruplan

Trakea, bronsve akciger kanseri I

Diyabet I M letilebilir, annesel, yenidogan ve besinsel kondiisyonlar
Trafik kazalar  — B iletilebilir olmayan hastaliklar
Diyare hastaliklan — Yaralanmalar

Taberkiloz E—

Sekil 2. 1. Demans ile iliskili hastaliklarin 6liim nedenleri igerisindeki yeri (World Health
Organization - Global Health Observatory, 2016). Iskemik kalp hastaliklar1 diinyadaki 6liim
nedenlerinin basinda gelirken onu inme, kronik obstriiktif pulmoner hastaliklar,solunum
giicliigline neden olan enfeksiyonlar ve demans ile iligkili hastaliklar izlemektedir.



2.2 NORODEJENERATIF HASTALIKLAR

Noronlarin rejenerasyon yeteneklerinin son derece diisiik olmasi, onlarda meydana
gelecek zararlanmalarin genellikle geri doniissiiz bir sekilde sonuglanmasina neden
olmaktadir. Noronlarin ilerleyen bir sekilde genellikle sporadik nadiren ise ailesel
mutasyonlar ile gelisen zararlanmalart NH denilen bir dizi hastalik grubuna sebep
olmaktadir. Demansin eslik ettigi NH'nin en bilinen cesitleri (Sekil 2.2): AH,
frontotemporal demans (FTD), parkinson hastaligi (PH), lewy cisimcigi hastaligi
(LCH), amiyotropik lateral sklerozis (ALS), hungtington hastaligi ve prion
hastaligidir (Bertram ve Tanzi 2005; Erkkinen ve ark, 2018).

Prion
Hastaligi

Lokasyon: Kortikal bolge

i/ B Alzheimer
N & 1{ Hastalig

Lokasyon:Temporo-pariyetal bolge

t.‘ Parkinson
Hastalhigi
. -

Lokasyon: Orta beyinde subtantia nigra bolgesi

Frototemporal
demans

Lokasyon : Frontotemporal béige

Lewy cisimcigi <
hastaligi >

Lokasyon : Frontotemporal balge / 3
ros—— - L -
Hungtington oSS R

hastahigi i SR N ﬁ/

Lokasyon : Bazal gangliya bolgesi / ‘

",,‘ Amiyotropik
3 lateral sklerosiz
(ALS)

Lokasyon: Motorkorteks, beyin kdki, omurilik

Sekil 2 2 Bagslica norodejeneratif hastaliklarin etiyolojisi ve merkezi sinir sisteminde
etkiledikleri bolgeler (Bertram ve Tanzi, 2005).

NH'nin genellikle protein birikimi kaynakli hastaliklar (proteinopati) olduklari ve bu
protein birikimlerinin MSS'nin farkli bolgelerini etkiledikleri bilinmektedir. Ornegin;
AH beyinin temporo-pariyetal bolgesinde genellikle hiicre disinda AP plaklarinin
veya hiicre icinde NFT olusumu ile karakterize edilen bir demans ¢esididir. Sonug
olarak serebral bolgede hacimce azalmaya neden olmaktadir (Bertram and Tanzi
2005; Erkkinen et al. 2018).



FTD, tau proteini iceren pick cisimciklerinin veya ubikuitin iceren protein
agregatlarinin frototemporal alanda birikerek hacimce azalmaya sebep olmasi ile
karakterize edilimektedir. FTD'da insanda 17. kromozomda bulunan tau geni
(MAPT) de dahil ¢oklu gen mutasyonlarinin énemli oldugu ve bu mutasyonlarin %
40'mn ailesel gecisli oldugu bilinmektedir. FTD' nin 17. kromozomdaki mutasyonlar
ile gelisen formu; parkinsonizm ile birlikte gelisen FTD-17 (FTDP-17) olarak
adlandirilmaktadir (Bertram ve Tanzi, 2005; Wang ve Mandelkow, 2016)

PH, AH'dan sonra en sik gozlenen demans tipidir ve orta beyinde subtantia nigra
bolgesinde lewy cisimciklerinin birikimiyle dopaminerjik noéronlarin kaybi ile
kendini gostermektedir. Hastaligin genetik temelleri oldugu gibi gevresel risk
faktorlerinin  6nemi biiyiiktiir. Ornegin mitokondriyal elektron tasima sistemi
(ETS)'ne ve hiicresel temizlik sistemlerinden UPS'ye ket vurdugu belirlenen parakuat
veya rotenon gibi pestisitlere maruz kalinan giftgilikte PH goriilme sikliginin diger
meslek gruplaria gore fazla oldugu belirlenmistir (Chen ve ark.,. 2017). LCH, mikro
dizeyde lewy cisimcigi olusumu PH ile korelasyon gostersede beyinde daha ¢ok
frontotemporal alanin etkilemesiyle ve serebral bolgede hacimce azalmaya neden
olmasi bakimmdan PH'den ayrilmaktadir (Bertram ve Tanzi 2005; Erkkinenve ark.,
2018).

Motor noron hastaligi ya da Lou Gehrig hastaligi olarak da adlandirilan ALS,
noroflament (NF)' lerin anormal organizasyonu sonucu olusan protein birikimleri
veya diger bagka iceriklere sahip Bunina cisimcigi ya da yapisal olarak lewy
cisimcigine benzeyen hiicre ig¢i protein birikimleri sonucunda beyin veya
omurilikteki motor ndronlarin ve bununla iliskili olarakta kaslarin hizli bir sekilde
kayb1 sonucunda fel¢ veya premature liim ile karakterize edilmektedir. Hastaligin
nedenleri arasinda bakir (Cu)/ginko (Zn) superoksit dismutaz (SOD1) genindeki
otozomal dominant mutasyonlar ve NF'lerin birikimleri s6z konusudur (Bertram ve
Tanzi, 2005; Yuan ve ark., 2012)

Hungtington hastaligi, otozomal dominant bir mutasyon sonucu 4. kromozomda
bulunan hungtingtin geninde yliksek sayida sitozin-adenin-guanin kod tekrarlarinin
Ozellikle beynin bazal gangliya bolgesinde c¢oziinmeyen protein agregatlar

olusturmasi ve buna bagli olarak astrosit miktarinin anormal artisina eslik eden
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noronlarin kaybi ile karakterize edilmektedir. (Bertram ve Tanzi, 2005; Erkkinen ve
ark. 2018).

Prion hastaligi, normal sartlarda hiicre membraninda lokalize olan prion proteininin
insan 20. kromozomda bulunan geninin polimorfizmi veya otozomal dominant
mutasyonu sonucunda ya da sporadik olarak olusan hatali katlanmis izoformu olan
proteinaz-K'ya direncli patojenik izoformunun merkezi sinir sitemi (MSS)'nde
Ozellikle kortikal bolgede yaygin olarak birikmesi ile karakterize edilmektedir.
Hastaligin patofizyolojisinde serebral bolgede kiiciilmeye neden olan beyin

dokusunun siingerimsi karakter kazanmasi énemlidir (Geschwind, 2015).

2.2.1 Alzheimer Hastahig:

1906 yilinda Alman psikiyatrist Alois Alzheimer tarafindan ilk defa teshisi konulan
ve adin1 ondan alan AH diinyadaki tim demans vakalarinin yaklasik %70'ini teskil
etmektedir (Erkkinen ve ark., 2018).

2.2.1.1 Alzheimer Hastalig1 Tanisi

Hastaligin tanisinda klinik olarak; bazi 6grenme, hafiza ve islevsel alanda farkli
testler belirli tibbi kriterlere gore uygulanmaktadir. Bunun yaninda bilgisayarli
tomografi, manyetik rezonans goriintileme teknigi, pozitron emisyon tomografi gibi
cesitli gorlintiileme yontemleri de kullanilmaktadir. Ayrica ndropsikolojik testler,
hastaligin prognozunda 6nemli olan genlerdeki mutasyonlar1 molekuler biyoloji
yontemleri ve hastaliga ait biyobelirteglerin Serebrospinal sivi (CSF), kan veya
plazmada Olcilmesini saglayan biyokimyasal tekniklerde hastaligin tanisinda
kullanilabilmektedirler (Duthey 2013; Erkkinen ve ark., 2018; Masters ve ark.,
2016).

2.2.1.2 Alzheimer Hastaligi Evreleri

Hastalik ¢esitleri evrelerden olusmaktadir. Hafif bilissel bozukluk denilen ilk evre
hastaligin hayati giiclestiren belirtilerinden ¢ok Once ortaya ¢ikmaktadir. Bu evre
ancak detayl: testler ile belirlenebilmektedir ve AH'ye evrilmesi kesin degildir. Hafif
dereceli demans evresinde ise hastalar giinliik hayatlarmi1  kolaylikla
strdurebilmektedirler ancak mesleki ve sosyal agidan karmasik gorevleri yerine

getirmekte bazi zorluklar yasamaktadirlar. Ayrica yeni bilgilerin 6grenilmesinde



zorluklar ve depresif ruh hali gibi etkiler ortaya ¢ikmaktadir. Orta dereceli demans
evresinde Ozellikle kisa siireli hafizada 6nemli Ol¢iide bozulma, konusma islevinde
aksakliklar ve tuvalet ihtiya¢larini giderme de yardima muhtag¢ olma gibi durumlar
s0z konusudur. Bu evrenin ilerlemesi ile uzun siireli hafizada da énemli kayiplar s6z
konusu olmaktadir. Ge¢ donem demans evresinde hasta tiim giinliik islevlerini yerine
getirmek i¢in baskalarina muhta¢ kalmaktadirlar. AH kendi basina 6liime neden
olmamakla birlikte hareketsizlikle beraber c¢esitli kalp-damar hastaliklarina ya da
enfeksiyonlara yatkinligin artmasi, ¢igneme ve yutmayr unutma gibi durumlar

6limle sonuglanabilmektedir (Duthey, 2013; Reitz ve Mayeux, 2014).

2.2.1.3 Alzheimer Hastalig1 Risk Faktirleri

Genellikle sporadik, nadiren ise ailesel mutasyonlar nedeni ile gelisen hastaligin
etiyolojisi birbirini tetikleyebilen pek ¢ok molekiiler mekanizmaya dayanmaktadir.
fleri yas AH tipi demans igin dnemli bir risk faktoriidiir. 65 yasin iizerinde hastaligin
gOriilme siklig1 her 5 yilda iki kat artmaktadir. Sekil 2.3'te gosterildigi gibi ilerleyen
yillarda yash niifusun artmasi ile birlikte AH vakalarinin 2050 yilinda diinya
genelinde 100 milyonun iizerine ¢ikmasi beklenmektedir (Brookmeyer ve ark, 2007;
Gorelick, 2004).
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Sekil 2.3 Dinyadaki AH prevalansinin uzun yillar igerisindeki istatistiki tahmini
(Brookmeyer ve ark,. 2007). Calismaya gore 2020 yilinda toplam 41, 27 milyon olmasi
beklenen erken ve ge¢ asamali AH vakalarinin 2050 yilinda ortalama yasam siiresinin
artmasiyla yaklagik 106,23 milyona ulagsmasi beklenmektedir. Erken asamali AH vakalari
mavi tonlart ile, ge¢ asamalit AH vakalar1 ise kirmizinin tonlar1 ile gdsterilmistir. Mavi ve
kirmizi tonlar1 koyulastikca hastaligin evreleri ilerlemektedir. Ileri evre hastalarin ¢ogu
hemsireli bakima muhta¢ olmaktadir.



65 yas altinda da AH tipi demansa rastlanabilmektedir. Erken baslangigli AH'de
genellikle prenesenilin-1/2 (PSEN1/2) ve amiloid prekursor protein (APP)
genlerindeki mutasyonlarin ailesel gegisi s6z konusudur. Ailesel gegisli AH tiim
vakalarin % 2-5'ini olusturmaktadir. Bununla birlikte belirtilen genlerdeki
mutasyonlari tagiyan bireylerde hastaliga yakalanma orani % 50'dir. AH'da anormal
bicimde kesilime ugrayan APP'yi kodlayan genin de lokalize oldugu 21.
kromozomun trizomisi ile kendini gdsteren Down sendromuna sahip bireylerin
cogunlugu yaklasik 40 yasina geldiklerinde AH'nin tiim belirtilerini tasimaktadirlar
(Bertram ve Tanzi 2005; Gorelick, 2004; Reitz ve Mayeux 2014).

Kadinlarin erkeklere oranla AH' ye yakalanma oranlarinin daha yiiksek oldugu
belirtilmektedir, ancak bu durumun nedeni acik degildir. leri siiriilen nedenlerden
birisi kadinlarin erkeklere kiyasla ortalama yasam siirelerinin daha fazla olmasidir.
Bir baska olasi neden ise erkeklerin antropoza girmesinden daha Once kadinlarda
baslayan menapozla birlikte sonra azalan dstrojen seviyesidir. Vaskuler demansta ise
erkeklerdeki risk kadinlardan daha fazla olmakla birlikte diger demans tiplerinde
kadin ve erkeklerdeki risk orani aynmidir (Gorelick, 2004; Masters, 2016; Reitz ve
Mayeux 2014).

AH'nin olast ve diger risk faktorlerinden diyabet, otoimmunite, beyindeki pro-
inflamatuvar sitokin seviyesi ve bagirsak mikrobiyatasi etkilerine hastaligin
molekiiler mekanizmalarindan bahsedilirken yer verilecek olmakla birlikte diger
olas1 risk faktorlerininde sozii edilen bu olasi risk faktorleri ve birbirleriyle iliskili
oldugu gozlenmektedir (Tablo 2.1). Ornegin; diyabet, obezite, yilksek Kkolesterol,
kot beslenme, diisiik fiziksel aktivite ve alkol kullanimi arasindaki iliski yadsinamaz
sekildedir. Ayni sekilde otoimmiinite ile proinflamatuvar sitokin seviyesiyesi
dogrudan, inflamasyonla iliskili oldugu bilinen diyabet, kolesterol seviyesi ve kronik
inflamasyona yol agtig1 bilinen patojenlerin varligiyla indirekt iligki s6z konusudur

(Mendiola-Precoma ve ark, 2016).



AH'da otoimmiinitenin 6nemli oldugu ve diger otoimmiin hastaliklarm AH'min
tetikleyebildigi son yillarda gdze ¢arpan basliklardandir. Ornegin; ingiltere de 1998-
2012 yillar1 arasinda ylriitiilen istatistiksel bir ¢alismada hastanelere basgvuran 1,8
milyon otoimmun hastalik tasicisinda diger nedenlerle hastanelere bagvuran 7 milyon
kisiye kiyasla demans insidansinin % 20 artmis oldugu belirlenmistir. Ayn1 sekilde
arastirmalarda 25 otoimmiin hastaliktan 18'inin demans ile iliskili oldugu

gosterilmistir (Alzheimer's Research UK).

Depresyon ve sosyal izolasyon gibi etmenlerinde birbirleriyle baglantili oldugu
aciktir. PH, alkol kullanimi, baz1 gelisimsel bozukluklar, kafa travmasi, isitme kayb1
ve diisiik egitim seviyesi gibi faktorlerin beyindeki noronlarin gelisimi ve sagkalimi
tizerinde etkili oldugu bilinmektedir. Sigara kullaniminin diyabet, kardiyovaskular
hastaliklar gibi pek ¢ok hastalik ile iliskili oldugu bilinmekte ve yapilan ¢aligmalar
AH riskini kullanmayanlara kiyasla istatistiksel olarak anlamli bicimde arttirdigin
gostermektedir (Cataldo ve ark, 2010; Reitz ve Mayeux, 2014). Bu boélumde
belirtilen tiim kaynakgalardan yararlanilarak AH'nin risk faktorleri tablo-1'de

Ozetlenmistir.



Tablo 2.1 Alzheimer Hastalig risk faktorleri (Bertram ve Tanzi 2005; Brookmeyer ve ark,.
2007; Cataldo ve ark,. 2010; Gorelick, 2004; Masters, 2016; Mendiola-Precoma ve ark,.
2016; Reitz ve Mayeux, 2014).

Kesinlesmis Risk Faktorleri | Olasi Risk Faktorleri Diger Risk Faktorleri
-lleri yas -Hipertansiyon *AH tipi demans gelisimini
-Genetik -Diyabet tetikleyebilecek diger bazi
-Down sendromu -Cinsiyet tibbi durumlar;
-Etnik koken
-Yiksek kolesterol -PH
-Menapozda diisen  Ostrojen | -Multiple sklerozis(MS)
seviyesi -Kronik bobrek hastaliklar
-Erkeklerde  genel  anlamda | -Insan.immun yetmezlik
diisiik androjen miktart virast (HIV)
-Sigara -Klamidya pindmani
-Obezite ve disik fiziksel | -Herpes simpleks tip-1 viriis
aktivite (HSV-1)
-Bagirsak mikrobiyatasi -Bazi gelisimsel
-Koti beslenme bozukluklar
-Alkol
-Otoimmunite  ve Otoimmin
hastaliklar

-Bazal homosistein seviyesi
-Serum antioksidan seviyesi
-C-reaktif proteini

-Beyindeki pro-inflamatuar
sitokin seviyesi

-Aluminyum gibi toksik metaller
-Subklinik hipertiroidizm
-Depresyon

-Diisiik egitim seviyesi

-Kafa travmasi

-Isitme kayb1

-Radyasyon ve elektromanyetik
saha

-Sosyal izolasyon

-Islek yollarin yakininda
ya§anmasi

-lleri annelik ya da babalik
yasi,cocuk sayist ve dogulan
mevsim

2.3 HUCRE OLUMU VE NORODEJENERASYON

2.3.1 Hucre OlUimiiniin Siiflandirilmasi

Gegmiste hiicre Oliimiinlin farkli ¢esitleri genellikle biyokimyasal mekanizmalar
acik olmadan morfolojik kriterlere gore tanimlanmistir. Hiicre Oliimii Adlandirma

Komitesi (NCDD), hiicre 6liimiiniin tanimlanmasi ve farkli hiicre 6liim tiplerinin
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belirlenmesi igin ortak kriterler olusturmak iizere arastirmalarini siirdiirmektedir.
2005 yilindan sonra NCDD tarafindan aragtirmalar genisletilmis ve olasi hiicre 6lim

cesitlerinin varligi 6ne stiriilmiistiir (Kroemer ve ark,.2009)

Gunimduzde hucre olimii farkli morfolojik karakterlere bagli olarak (apoptotik,
nekrotik, otofajik ve mitoz ile iliskili), enzimolojik kriterlere bagli olarak (nukleazlar
veya sistein-aspartik proteazlar (kaspazlar), kalsiyum ile aktive olan lizozomal
olmayan sistein proteazlar (kalpainler), lizozomal proteazlar olan katepsinler ve
transglutaminazlar gibi proteazlarin islevselligine bagli olarak), fonksiyonel olarak
(programlanmig veya rastlantisal olarak gerg¢eklesmis, fizyolojik veya patolojik) veya
immunolojik karakterlerine gore (imminojenik veya imminojenik olmayan) olarak
smiflandirilmaktadir (Duprez ve ark, 2009). Sekil 2.4'te diizenlenen hiicre 6lim
cesitleri morfolojik ve biyokimyasal olarak sematize edilmistir. DNA hasar1 gibi
icsel veya apoptoz, nekroz veya nekroptozda oldugu gibi distan gelen Oliim
sinyallerinin ardindan cesitli hiicre &liimii sistemleri tetiklenebilmektedir. ilk defa
1972 yilinda 6zgiin morfolojik 6zellikleriyle tanimlanan apoptoz ilgili ¢alismalar
zamanla artmistir ve biyokimyasal mekanizmalari aydinlatilmaya baslanmistir.
Morfolojik olarak apoptoz; hiicre kiigiilmesi, membran tomurcuklanmasi ve
kromatinlerin kisalip kalinlagmasi ile karakterize edilmektedir. Sonrasinda hiicre
zarla cevrili tomurcuklanmis ve apoptotik cisimcikler olarak adlandirilan yapilar ile
etrafa dagilmakta ve bu hiicre artiklar1 fagositler tarafindan endosite edilmektedir
(Fink ve Cookson, 2005; Kroemerve ark,. 2009)

Hiicre i¢i geri donilisiim mekanizmalarindan otofajinin bir ¢esidi olan makrootofaji
zarlh organellerden gelisen vakuoller ve lizozom ile kaynasmasiyla karakterize
edilmekte olup belirli kosularda hiicre 6limunin tetikleyebilmektedir. Ayrica uzun
yillardir yapilan c¢aligmalar sonucu temel olarak kaspaz bagimli apoptozdan farklh
olarak, kaspazdan bagimsiz mekanizmalar ile kaspaza bagimli mekanizmalarin
birlikte calisabilecegi hiicre 6liim mekanizmalarma dair veriler elde edilmistir.
Morfolojik olarak hiicre membraninda agilan porlardan sitoplazmik igerigin hiicre
dis1 alana gegmesi nedeniyle inflamasyonun tetiklendigi bir grup hiicre 6limii ¢esidi
baglangicta yalnizca nekroz olarak agiklansa da zamanla biyokimyasal
mekanizmalarin aydinlatilmasiyla farkli sinyalizasyonlara sahip hiicre 6liimii ¢esitleri

onerilmistir. Ornegin iyonize radyasyon veya kemoterapi sonucunda hasarlanan

11



DNA, onkozis denilen morfolojik olarak nekrozla iliskili olarak organellerin
blylmesi ve membran biitiinliigliniin bozulmas: ile karakterize edilen bir hiicre
olumuna tetikleyebilmektedir. Timor nekrozis faktor reseptori (TNFR), Toll benzeri
reseptorler (TLR) ve T-hiicresi reseptdr (TCR)'lerine baglanan ligandlar, reseptor
iligkili serin / trenonin protein kinazlar (RIPK1 ve RIPK3) ile baglantili sinyal
yolaklart ile nekroz ve nekroptosizi tetiklemektedir (Duprez ve ark., 2009; Fink ve
Cookson 2005; Kroemer ve ark, 2009).

Nekrozile iligkili hiicre dlimleri Otofaji tarafindan Kaspazlara bagimh Apoptozve

(Nekroz, Nekroptoz, Piroptoz, Onkosiz,..) tetiklenen hiicre 8liimii

Kalpain bagimh Apoptoz benzeri
hiicre &limii

- —
TS f

Morfoloji: Siteplazmik icerik plazma Morfoloji:  Otofajik  vesikiillerin Morfoloji: Apoptotik wvesikiillerin
mebraninda acilan porlardan salinir. olusumu, sitoplazmik icerigin olusumu ve fagositler tarafindan
sindirilmesi ya da fagositler fagositozu

Biyoki :TNFR, TCR, RIPK'I
fyokimya ' ! & tarafindan fagosite edilmesi

Kaspaz-1 iligkili kaspazlar, kalpainler Biyokimya: Grup 2 ve 3 Kaspazlar, Mitokondri bagimli icsel

i Biyokimya: Katepsin bagimh,
Inflamasyonu tetikler v va -~ p . g. . veya bagimsiz  digsal yolak, TNFR, TCR, Fas-L, Fas, DNA
apoptoz wve diger &lim tipleri ile
fragmentasyonu,...
konusur.

Sekil 2.4 Diizenlenen hiicre 6liimii ¢esitlerinin morfolojik ve biyokimyasal olarak sematize
edilmesi.

Apoptoz ve nekroz ile iliskili bazi hiicre 6lim tiplerinde énemli olan kaspazlar 6ncdil
formda diisiik aktivite gosteren ve birbirlerinin Onciil formlarin1 keserek
aktivasyonlarin1 saglayan enzimlerdir. Sekil 2.5' de gosterildigi gibi apoptotik
kaspazlar; baslatic1 kaspazlar (-2, -8,-9, -10) ve efektor kaspazlar (-3, -4, -7) olarak
ikiye ayrilmaktadir. Morfolojik olarak nekroz ile iligkili olan ancak sinyalizasyonu
RIPK' lerden bagimsiz olan piroptoz, pro-inflamatuar sitokinler olan interlokin 18/18
(IL 1B/IL 18) ve Sekil 2.5' de gosterildigi gibi kaspaz-1 ile iliskili olan kaspazlarin (-
1, -4, -5, -11,-12, -13,-14) birlikte calismasiyla tetiklenmektedir. Ayrica hiicrede
bozulan fenton kimyasi ile iliskili olarak reaktif oksijen tirleri (ROS)' da hiicrede
ferroptoz denilen tipik hiicre 6liimii ¢esidini tetikleyebilmektedir (Fink ve Cookson,
2005; Gaove ark, 2016 ; Tait ve ark, 2014).
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Apoptoz, otofaji, nekroz, nekroptoz, piroptoz ve ferroptoz gibi diizenlenmis hiicre
Olimii cesitlerinin birlikte tetiklenmesi s6z konusu olabildigi gibi ayrica
diizenlenmemis hiicre 6liimii ¢esitleri de mevcuttur. Kromozom yapi, say1 ve DNA
replikasyonu bozukluklari ile iliskili olarak gelisen mitotik felaket, hiicre dis1 matriks
veya cevredeki diger hiicreler ile baglantinin kesilmesine bagli olarak gelisen
anoikis, noronlarda uyarict norotransmiterlerin sinaptik alanda fazla bulunmas ile
olusan eksisotoksisite, ayrica noronlarin akson ve dentritlerinde kismi olarak
kayiplara yol acan ancak tam olarak hiicre 6liimii kapsamina alinamayan Wallerian

dejenerasyon bunlardan bazilaridir (Gorman, 2008; Kroemer ve ark,.2009).

- Eiector domains

CARDIDED | OO |nitiator

MR <=

Sekil 2.5 Kaspazlarin yapisimin sematik olarak gosterilmesi ve gesitleri (Fink ve Cookson
2005). Kaspaz ailesi 3 biiyiik gruptan olugsmaktadir.Grup-1: inflamatuar kaspazlar, Grup-2:
apoptozu bagslatan kaspazlar, Grup-3: apoptotik efektor kaspazlar. CARD: Kaspaz aktivasyon
giclendirme domaini, DED:Olum efektér domaini. Efektor domainleri de iki kistmdan
olusmaktadir: bilyiik katalitik alt birim (p20) ve kiigiik katalitik alt birim (p10).

Apaplatic

2.3.2 Noronal Programh Hiicre Oliimii ve Apoptoz

MSS'de hiicre 6lumi; gelisim, noronlar arasinda yeni baglantilarin kurulmasi veya
patolojik siireglerle iliskili olarak programli hiicre 6liimi (PCD) 6nemli bir siiregtir.
Noronlarda temel roli efektor kaspaz-3'in oynadigi PCD; ndral oncll hicre
(NPC)'lerde gozlenen noral gelisim ile farklilasmada 6nemli olan kemik morfojenik
protein (BMP)'ler, Wingless-tipi protein (Wnt)'ler, fibroblast biyime faktor
(FGF)'leri ve sonic-hedgehog (Shh) gibi morfojenlerin eksikligine bagli olarak veya
apoptotik sinyal varligina bagl olarak gelisen hiicre ¢ogalmasiyla iliskili programli
hiicre 6lumu ya da post-mitotik néronlarda gozlenen sinir biyume faktéri (NGF),
beyin-turevli norotrofik faktor (BDNF) ve norotrofin-3/4/5 (Nt-3/4/5) gibi

13



norotrofinlerin  eksikligi veya apoptotik sinyal varligina bagli olarak gelisen

norotrofin-iligkili 6liim olarak iki sinifa ayrilmaktadir (D’ Amelio ve ark, 2012).

Memelilerde apoptoz baslica iki yolak iizerinden ger¢eklesmektedir: Digsal
(ekstrinsik) ve ic¢sel (intrinsik). Dissal yolak hiicre membrani {izerinde bulunan 6lim
reseptorlerine baglanan ligandlar araciligi ile, igsel yolak ise hiicre igi stres sinyali
varliginda belli durumlarda mitokondri membran biitiinligiinii koruyan veya
bozulmasmi tetikleyen B-hicresi lenfoma-2 (Bcl-2) ailesi proteinlerin aktivitesi
arasindaki dengenin de8ismesi araciligiyla tetiklenen kaspaz etkinliginin
baglatilmasini ifade etmektedir.Sekil 2.6' da gosterildigi gibi Bcl-2 ailesi proteinleri:
anti-apoptotik Bcl-2 proteinleri, yalnizca Bcl-2 homoloji domain-3 (BH3) domaini
iceren pro-apoptotik Bcl-2 proteinleri ve efektér pro-apoptotik Bcl-2 proteinleri.
olarak {i¢ smifa ayrilmaktadir. BH3 ve transmembran domain (TM) her {i¢ sinifta da
ortak olarak bulunmaktadir. Bu domainin varligi sayesinde anti-apoptotik proteinler
ve pro-apoptotik proteinler etkilesime gegebilmektedirler. Antiapoptotik Bcl-2 ailesi
proteinleri: Bcl-2 iliskili protein Al (Al), Bcl-2, Bel-2 benzeri 2 (Bcl-w ya da Bcl2-
L-2), Bcl-ekstra buyuk (Bcl-xL) ve miyeloid hicreli 16semi-1 (Mcl-1)'dir. Efektor
pro-apoptotik Bcl-2 proteinleri: Bcl-2 antagonist/6ldurici-1 (Bak) ve Bcel-2-iliskili X
protein (Bax)'dir. Yalnizca BH3ve TM domaini igeren pro-apoptotik proteinler: Bax
benzeri BH3 protein (Bid), Bcl-2 ile etkilesime giren hiicre 6liimii aracisi (Bim), Bcl-
2 iliskili 6lim diizenleyicisi (Bad), Bcl-2 etkilesimli katil (Bik), Bcl-2 degististirici
faktor (BMF), Bcl-2 etkilesimli protein-3 (bNIP3), apoptoz aktivatori Harakiri
(Hrk), porbol-12-miristat-13-asetat-uyarilmis protein 1 (Noxa) ve apoptozun-timor-
iliskili protein -53 (p53)-yikseltici-dizenleyicisi (PUMA)'dir Bu proteinlerin gen
anlatimlarinin yaninda fosforilasyon gibi post-translasyonel modifikasyonlari da
onlarin  aktivitesini  diizenlediginden hiicresel sinyal yolaklar1 tarafindan

diizenlenmektedir (Anvekar ve ark, 2011; GeneCards, 2017).
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Anti-apoptotic BCL-2 proteins
A1

BCL-2
BCL-
BH4  BH3 BH1 BH2 ™ g
g MCL-1
“BCL-2 core” hydrophobic pocket
Pro-apoptotic BCL-2 proteins
“Effectors”
BAK
BH4 BH3 BH1 BH2 ™ BAX
“BH3 only”
BID, BIM
BH3 ™ BAD, BIK, BMF, bNIP3, HRK, Noxa, PUMA

“BH3 ligand”

Sekil 2 6 Bcl-2 ailesi proteinlerinin gesitleri ve genel yapisal formu (Anvekar ve ark,. 2011).

Dissal apoptotik yolak TNFR ailesi Uyeleri (6rnegin TNFR-1), farklilagmanin
kiimesi-95 (CD95 veya Fas) ve TNF-iliskili apoptozu indiikleyen ligand (TRAIL)
reseptori (TRAILR) gibi 6lum reseptorlerine, TNF, Fas ligandi (Fas-L) veya TRAIL
gibi ligandlarinin baglanmasi ile aktive edilmektedir. Bu o6liim ligandlari MSS'de
genel olarak astrosit, mikrogliya, infiltre T hicreleri ve endotelyal hicreler
tarafindan sentezlenmektedir. Noroinflamasyon durumda bu ligandlarin anlatimlari
artmaktadir. TNFR ailesi reseptorlerinin ligandlar ile etkilesimi sonucunda Fas
iligkili 6liim domaini (FADD) igeren adaptor proteinler TNFR ailesinin sitoplazmik
ylzeyine baglanirlar. Ardindan adaptor proteinler, 6lim efektor domainleri (DED)
vasitasiyla baslatici kaspazlar ile kompleks olusturmaktadir. Olusan bu yap1 6limi
tetikleyen sinyal kompleksi (DISC) olarak adlandirilmaktadir. DISC yapist
olusumuyla aktiflesen baslatici kaspazlar efektor kaspazlarin onciil kisimlarinin
kesilimi ile aktive olmasini saglamaktadir. Ayrica BID in kesilerek (t-BID) BH3
iceren domaininin agiga cikarilmasiyla digsal yolak, i¢sel yolagin aktivasyonuna yol

agmaktadir (Indran ve ark, 2011; Song, 2006).

Kaspazla apoptozun baskilayicis1 (ARC), FADD-benzeri IL-1B-doniistiiriicii enzim
(FLICE) inhibitor protein (FLIP) ve hiicresel apoptoz inhibitorii proteinler 1/2 (ClAP
1/2) gibi duzenleyiciler tarafindan FADD domainlerinin kaspas-8 (C8)'i aktive
etmesini veya direkt olarak baslatici kaspazlarin aktivitesini engelleyebilmektedir.
Sonugta digsal yolak aktivasyonu veya ClIAP 1/2 ile igsel yolagin aktivasyonu
engellenmektedir (Sekil 2.7). Onemli bir anti apoptotik gen olan kaspaz-8 ve FADD
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benzeri apoptoz dizenleyicisi (CFLAR)' nin alternatif kesilim Grtnlerinden biri olan
uzun FLIP (FLIP.), RIPK1 aracili nekroptozu ve hiicresel stres altinda otofajiyi
inhibe ederken hiicre sagkalimini tetiklemektedir. Kisa FLIP (FLIPs) ise nekroptozu
tetiklemektedir. Ayrica yapilan ¢alismalarda karboksibenzoksi-valil-alanil-aspartil-
O-metil (z-VAD) bilesigi gibi kaspaz inhibitdrlerinin de kaspaza bagli apoptozu
inhibe ettigi gosterilmistir.. Bu nedenle kaspaz inhibitorlerinin digsal apoptotik sinyal
varliginda nekroptozisi tetikleyebildigi belirlenmistir (GeneCards 2017; Indran ve
ark, 2011; Sevrioukova, 2011).

Norodejeneratif hastaliklardan olan AH ve PH' de gozlenen AP peptidi ile alfa-
siniiklein (a-syn) birikimi mitokondri membran biitiinliiglinlin direkt zarar gérmesine
neden olabildikleri gibi ER stresi veya norotoksisite kaynakli yiiksek hiicre igi
kalsiyum (Ca*®) konsantrasyonu, biiyiime faktorii eksikligi, iyonize radyasyon,
ultraviyole radyasyon (UV), viral enfeksiyonlar, hipoksi ve kemoterapotik ajanlarin
varlif1 sonucunda artan ROS ile iliskili olarak ya dogrudan DNA ya da diger
biyopolimerlerde gdzlenen zararlanmalar hiicrede timor protein 53 geni (TP53)
tarafindan kodlanan p53 proteinine bagimli olan veya p53'den bagimsiz sinyal
yolaklar1 araciligiyla igsel yolaktan apoptozu tetikleyebilmektedir (Indran ve ark,
2011; Liu ve Xu, 2011).

Hicrelerde DNA hasari s6z konusu oldugunda DNA hasari cevabi (DDR) proteinleri
tarafindan p53 proteini aktive edilmektedir. DNA hasar1 gerceklestiginde senesenste
olmayan hiicrelerde hiicre devrinin durdurulmast ve DNA hasarinin onarimi s6z
konusu olmaktadir. Ardindan hiicre devri devam etmektedir. Ancak DNA hasari
onarilmadig1 taktirde hiicrelerde diizenlenmis hiicre Oliimiin gerceklesmesi
gerceklesmektedir. Sonugta bir Tf'de olan p53 tarafindan yalnizca BH3 ve TM
domainleri  iceren  Bcl-2  pro-apoptotik  ailesi  proteinlerinin  anlatimi
tetiklenebilmektedir. Bazi ndrodejenerasyon modellerinde DNA hasariin hiicre
Oliimiinii tetiklemesi hastaliga neden olurken, bdliinen hiicrelerde bu fonksiyonun
kayb1 sonucunda ise karsinogenez gergeklesmektedir (Anvekar ve ark, 2011; Liu ve
Xu, 2011).

Hicre ici stres veya dissal apoptotik sinyal yoklugunda, antiapoptotik Bcl-2 ailesi

proteinleri BH3 domainleri vasitasiyla proapoptotik efektor Bel-2 ailesi proteinlerini

16



tutmaktadir. Ancak belirtilen stres kosullarinda veya digsal yolakta apoptotik sinyal
molekiilii varliginda yalnizca BH3 ile TM domaini iceren BAD gibi pro-apoptotik
Bcl-2 ailesi proteinlerinin aktivitesi artmakta ve bu proteinler araciliiyla
antiapoptotik Bcl-2 ailesi proteinleri tutulmaktadir. Bu nedenle serbest kalan
proapoptotik efektor Bcl-2 ailesi proteinleri tarafindan mitokondri membraninda
porlar acarak mitokondriyal membran gecirgenligi (MMP) artmaktadir. Sonugta
mitokondri icerisinde endonUkleaz aktivitesi gosteren endonikleaz-G (Endo-G) ile i¢
membranda ETS' de gorevli olan apoptozu tesvik edici faktér (AIF) ve sitokrom-c
(Cyt-c)' nin sitoplazmaya ge¢mesi soz konusudur. Bunlarin yaninda ikincil
mitokondri-tiirevli Kaspaz aktivatorii (Smac) ve diisiik 1zoelektrik nokta (pl)' da
direkt cIAP 1/2' ye baglanan protein (Diablo) proteinleri ile onlarin homologlari
sitozole gegmektedir. Ayrica MMP ile mitokondriden salinan ATP, sitoplazmada
artan ROS ve degisen hidrojenin giicii (pH) diger diizenlenmis hiicre 6lumu gesitleri
olan otofaji veya nekrozun tetiklenmesine neden olabilmektedir (Bateman ve ark,
2017; Fulda ve ark, 2010; Indran ve ark,. 2011).

Siilfidril grubu tasiyan tiyol bilesiklerinin transferi ile diizenlenmesinden sorumlu
ornegin glutatyon-S-transferaz (GST) gibi enzimler ve SOD gibi enzimatik veya
enzimatik olmayan antioksidan sistemler ROS seviyesini azaltarak veya strese baglh
olarak tetiklenen hiicresel proteinlerin aktivitesini glutatyonilizayonu araciligiyla
diizenleyerek mitokondri aracilt hiicre Oliimiintin engellenmesine yardimci
olmaktadirlar (Sekil 2.7). Sonucta AH ve kanser gibi oksidatif stres ile tetiklenebilen

patolojilere kargi korunmay1 saglamaktadirlar (Pajaud ve ark, 2012).

AH ve PH gibi norodejeneratif hastaliklarda Endo-G ve AIF saliniminin fazla oldugu
gosterilmistir. Sekil 2.7'de gosterildigi gibi Endo-G ortama salindiginda nukleusa
gocerek kaspazdan bagimsiz olarak DNA'nin fragmentasyonuna yol agmaktadir.
Benzer sekilde AIF'de nukleusa gogerek kromozom kondenzasyonuna neden
olmaktadir. Bu nedenle Endo-G ve AIF, kaspaz bagimsiz apoptotik yolakta da
onemlidir. Sitozole salinan Cyt—c, apoptotik peptidaz aktive edici faktor-1 (APAF1)
ve oncll C-9 ile birlikte ATP varliginda apoptozom kompleksini olusturmaktadir.
MMP ile sitozolesalinan Smac/Diablo siiperailesi de apoptozum kompleksindeki
kaspazlarin aktivasyonunda ve cIAP 1/2'nin inhibe edilmesinde rol oynamaktadir.

Onciil C-9'un kesilimiyle diger efektor kaspazlarmn kesilerek aktive olmasi
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saglanmaktadir. Bu noktada igsel ve digsal apoptotik yolaklar sonugsal olarak bir
araya gelmekte, aktive olan efektor kaspaslar pek c¢ok subsrati hedef almaktadir
(Fulda ve ark, 2010; Indran ve ark, . 2011; Li ve ark, 2015).
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Sekil 2.7 Apoptozun biyokimyasal mekanizmasi ve diger bazi hiicre 6liimi cesitleri ile
etkilesimi (Indran ve ark, 2011).

Efektor kaspazlarin hedefledigi subsratlardan birisi kaspasla aktive edilen
endonukleaz (CAD)'m inhibitérii (ICAD)'diir (Sekil 2.8). Apoptotik sinyal varliginda
efektorkaspazlarin hedefi konumundaki ICAD kesilmekte ve CAD aktive olmaktadur.
CAD aktivasyonu sonrasinda nukleozomlar arasindaki baglayict DNA bolgeleri
kesilerek DNA fragmentasyonu gerceklesmektedir. Efektor kaspazlarin subsratlardan
biri olan poli ADP-riboz polimeraz (PARP) enzimi, tek zincirdeki DNA kirigi
onariminda dnemlidir. PARP enziminin kesilimi bu nedenle Endo-G salinimi veya
CAD aktivasyonu ile gergeklesen DNA kesiliminin onarimini engelleyerek apoptotik

stirecin ilerlemesinde 6nemli bir asamadir (Deka ve Singh 2017).
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Sekil 2.8 Kaspaza bagimli apoptotik yolakta DNA fragmentasyonunun sematize
edilmesi (Deka ve Singh, 2017).

24  ALZHEIMER HASTALIGININ GENETiIGi VE MOLEKULER
MEKANIZMASI

2.4.1 Alzheimer'in Genetik Alt Yapisi

AH patogenezinde direkt etkili veya risk faktori olan genler tablo-2.2'de
belirtilmistir. Bu genlerdeki mutasyonlar, tek niikleotid degisimleri (SNP), epigenetik
mekanizmalar, bu genleri tasiyan kromozomlardaki sayisal (6rnegin Down
sendromu) veya yapisal degisikler, RNA islenmesi ve post-translasyonal
modifikasyon asamalarinda meydana gelebilecek degisikliklerin AH patogenezinde
etkili olabilecegi gosterilmistir. APP, PSEN1 ve PSEN2 mutasyonlart otozomal
dominant kalitim yolu ile aktarilmaktadir. Bu genlerdeki mutasyonlarin aktarimi
erken baglangich ailesel AH tipi demans olgularinin en énemli nedenidir. Ayrica tau
mRNA'sinin islenmesi ve/veya tau proteininde meydana gelen degisikliklerinde
ertken baglangich  AH'min  patogenezinde Onemli oldugu  gosterilmistir.

Apolipoprotein E (APOE) genindeki allel farkliliklari ve mutasyonlarin geg
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baslangicli AH tipi demanslarda olduk¢a 6nemli oldugu gozlenmistir. Ayrica hiicre

6liimii, hiicre sagkalimi, ekstrasellular matriks bilesenleri ve transkripsiyon faktorleri

gibi ¢esitli proteinleri kodlayan farkli genlerde (Tablo 2.2) veya onlarin protein

tirinlerinde islevsel olarak meydana gelebilecek farkliliklarin da AH gelisiminde

birer risk faktorii oldugu belirlenmistir. Genom capinda iliskilendirme calismalari
(GWAS) ile Tablo 2.2'de olmayan pek ¢ok gendeki polimorfizmlerin AH ile iliskisi

oldugunu gostermistir (Bertram ve Tanzi 2005; Khanahmadive ark, 2015; Mendiola-

Precoma ve ark, 2016).

Tablo 2.2 Alzheimer Hastalig1 patogenezinde direkt veya risk faktorii olarak etkili olan 20
onemli gen (Khanahmadi ve ark, 2015).

Genin Kodladigi Protein Gen Numarasi(ID)

Sembolii

APP Amiloid-Beta (A4) Onciil Proteini GC21M027252

PSEN1 Presenilin 1 GC14P073603

PSEN2 Presenilin 2 GC01P227058

MAPT Mikrotiibiil liskili Protein Tau GC17P043971

APOE Apolipoprotein E GC19P045408

GSK3a Glikojen Sentaz Kinaz 3 Alfa GC19M042734

GSK3p Glikojen Sentaz Kinaz 3 Beta GC03M119540

CDK5R1 Sikline Bagimh Kinaz 5, Diizenleyici Alt Unite | GC17P030813
1(p35)

CASP2 Kaspaz 2, Apoptoz liskili Sistein Peptidaz GC07P142985

CASP3 Kaspaz 3, Apoptoz liskili Sistein Peptidaz GC04M 185548

PSENEN Presenilin Yukseltici Gama Sekretaz Alt Unitesi | GC19P036236

APBA1 Amiloid Beta Oncil Protein-Baglanma Proteini | GC09M072042
aile Alye 1

APBA2 Amiloid Beta Onciil Protein-Baglanma Proteini | GC15P029213
aile A,lye 2

APBB1 Amiloid Beta Onciil Protein-Baglanma Proteini | GC11M006414
,aile B,lye 1

LRP1 Diisiik Yogunluklu Lipoprotein Reseptor-iliskili | GC12P057497
Protein 1

NCSTN Nikastrin GCO01P160313

CHAT Kolin O-Asetiltransferaz GC10P050817
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CLSTN1 Kalsintenin 1 GCO1M009789

BPTF Bromodomain  Bitki  Homeodomain(PHD) | GC17P065821
Parmak Transkripsiyon Faktori

COL25A1 Kollajen,tip25,al GC04M109731

2.4.2  Alzheimer Hastah ile Tlgili Teoriler ve Amiloid Beta Peptidi Patolojisi

AH gelisiminin hiicresel ve sistemik mekanizmalartyla ilgili olarak giiniimiizde ileri
stirtilen bir kag hipotez s6z konusudur. Bunlar;kolinerjik hipotez, amiloid teorisi, tau
teorisi, mitokondriyal hipotez, oksidatif stres hipotezi, glutamat noérotoksisitesi
hipotezi, metal dengesizligi hipotezi, inflamatuvar hipotez, mikroorganizma
infeksiyon hipotezi, vaskular hipotez ve metabolik hipotezlerdir. Ancak tim bu
hipotezler AP ve tau protein birikimleri ile iliskilidir (An ve ark, 2008; Barage ve

Sonawane 2015; Mendiola-Precomave ark, 2016).

Asetil kolin (Ach), alkoloid tiirevi olan genellikle uyarici rol oynayan bir
norotransmiterdir. Ogrenme, hafiza, stres cevabr ve uyku gibi énemli fizyolojik
olaylarda gorev alan Ach sitozolde kolin ve asetil koenzim A (Asetil-CoA)'dan
sentez edilir. Kolin-O-asetiltransferaz (CHAT) enzimi ile sinaptik vesikdllere
transfer edilen Ach'nin aksiyon potansiyelinin pre-sinaptik alana ulagmasi ile agilan
voltaja bagimli Ca*? kanallarindan hiicre igine giren Ca*? tarafindan sinaptik alana
ekzositozu uyarilmaktadir. Sonugta Ach post-sinaptik hiicre membranindaki
muskarinik reseptorlere veya nikotinik reseptorlere baglanarak uyarici veya inhibe
edici etkilerini gostermektedir. Ayrica sinaptik alandaki fazla Ach'de asetilkolin
esteraz (AChE) enzimi tarafindan kolin ve asetata yikilmaktadir. Kolinerjik hipoteze
gore CHAT ve Ach seviyelerinin serebral korteks gibi alanlarda azalmasit AH
gelisimi i¢in 6nemlidir. Tablo 2.2'de gosterildigi gibi CHAT genindeki mutasyonlar
AH 'de risk faktoridur. Yapilan calismalarda AH'de hipokampustaki kolinerjik
ndronlarda azalma g6zlenmistir. Ayrica AH'de serotonin, néroadrenalin ve dopamin
gibi diger noérotrasmiterlerin metabolizmas1 ile ilgilide aksakliklarinda ©6nemli
olduguna dair veriler s6z konusudur (H. Ferreira-Vieira ve ark, 2016; Mendiola-

Precoma ve ark, 2016).
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APP, tim memelilerden Drosophila melanogaster’e kadar uzanan yaygin bir tek
gecisli transmembran protein ailesinin tiyesidir. APP'nin islevi tam olarak bilinmese
de, hicrelere gecici APP geni igeren vektor aktarimi deneyleri ile hiicre canliligi ve
boliinmesinde proteinin islenmesi ile iliskili olarak hiicre sagkalimi, akson ve dentrit
gelisimi ile hiicre biiyiimesi iizerinde tesvik edici etki gosterdigi belirlenmistir.
Ayrica APP 'min RNA aracili susturulmasinin embriyonik sicanlarda néronal gog

tizerinde olumsuz etki yaptig1 gosterilmistir (O’Brien, R. J. ve Wong, 2016).

Sekil 2.9'da goriildiigii gibi APP'nin membranin sitosolik tarafindaki karboksi ucu (C
ucu) kuyrugu daha kisa iken, membranin ekstraselliiler kismindaki amino ucu (N
ucu) kuyrugu daha uzundur. APP' nin proteolitik olarak isleniminin, tipki embriyonik
gelisimde onemli olan Notch sinyal proteinin aktivasyonunda oldugu gibi onun olas1
gorevlerini yerine getirebilmesi i¢in énemli oldugu belirtilmistir. Normal sartlarda
yine hiicre mebraninda lokalize olan sirasiyla alfa bolgesinden APP'yi kesen enzim
(a-sekretaz) ve gama bolgesinden APP'yi kesen enzim (y-sekretaz) tarafindan ard
arda proteolitik kesilimin yapildig1 amiloidojenik olmayan yolak sonucunda APP'nin
suda cozilebilen drinleri olan ekstrasellliler salgilanan APP-alfa (APPsa), 3
kilodalton (kDa) peptid (p3), APP intraselliiler domain (AICD) ve alfa-C-ucu
fragmenti (a-CTF) peptidlerini olusmaktadir. Bununla birlikte beta bdlgesinden
APP'yi kesen enzim (B-sekretaz veya BACE) aktivitesinin, y -sekretaz aktivitesi
tarafindan takip edildigi amiloidojenik proteolitik islemde suda c¢ozllebilen Grtnler
olan salgilanan APP-beta ( APPsp) ve AICD disinda, suda ¢oziilemeyen 39-43 amino
asit uzunlugunda AP peptidleri olugsmaktadir. AP petidleri hiicre disarisinda birikerek
ilk olarak amiloid fibrilleri, daha sonraki asamada ise amiloid plaklar
olusturmaktadir. Beyindeki hiicre dis1 amiloid plaklarin ve hiicre i¢i tau birikiminin
kolinerjik néron kaybi ile korelasyon gosterdigi belirlenmistir. Ayrica molekiiler
modelleme ¢aligmalar1 ve kinetik analizler AChE'nin AB peptidleri ile hidrofobik bir
etkilesim gerceklestirerek amiloid fibril olusumunu ve sonugta amiloid plaklarin
birikimini tetikleyebilecegini gdstermistir. Bu durumda kolinerjik hipotez ile amiloid
hipotezi arasindaki iliskiyi gézler oniine sermektedir (Barage ve Sonawane, 2015; H.
Ferreira-Vieirave ark, 2016; O’Brien ve Wong 2016).

AP peptidleri hiicrede normal sartlarda da uretilmekteyken 6zellikle ylksek ¢okelim

ve agregasyon gosteren APas2'ye AH'li bireylerden alinan orneklerde; interselliiler
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alandaki senil plaklarin igeriginde ve hastalarin beyin-omurilik sivist (BOS), serebral
arteriyolleri ve menenjiyal kan damarlarinda rastlanmistir. AH' de 6zellikle patojenik
olan A4z 'nin {iretiminin daha fazla {iretilmesi lehine bazi degisiklerin olmasi s6z
konusudur. Amiloid teorisine gore Tablo 2.2'de belirtilen. APP'nin proteolitik
islenimiyle dogrudan iligkili olan BACE, y-sekretazin PSEN-1/2, PSENEN ve
nikastrin alt Gniteleri ile APP'nin kendisi ile proteolitik islemle dogrudan iliskili
olmayan sitoplazmik adaptor protein alt Uniteleri olan APBA1/2 ve APBB1'deki
mutasyonlar veya alel farkliliklar1 6nemlidir (Barage ve Sonawane, 2015; O’Brien ve
Wong 2016).

Ekstraselliiler Alan

-t

Sekil 2. 9 Amiloid 6ncil proteinin, Amiloid beta tireten ve tiretmeyen proteolitik islenim
yolaklar1 (O’Brien ve Wong, 2016).

Sekil 2.10.'da gorildiigi gibi hiicre i¢ci AB' nin mitokondri membraninda lokalize
olmasi sonucunda mitokondri membran kanallar1 bloke olmaktadir. AB ; ETS'de
kompleks 1V, trikarboksilik asit devri (TCA)'nde ise a-ketoglutarat ve pirivat
dehidrogenaz'in islevinin bozulmasini tesvik etmektedir. ETS ve TCA proteinlerinin
inhibe olmasiyla mitokondride ROS {iretimi artmakta ve ATP sentezi azalmaktadir.
Sonugta mitokondriyal DNA (mtDNA) hasar1 olusmakta ve MMP ile cyt-C
sitoplazmaya gecerek apoptotik yolag: tetiklemektedir (Majd ve ark, 2015; Rodolfo
ve ark,. 2010).
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Sekil 2. 10 intraseliiler Amiloid beta'nin mitokondri {izerindeki etkileri (Majd ve ark, 2015).

Sekil 2.11'de gosterildigi gibi AH' de interseliiler alandaki AB varlig: direkt olarak
mikroglia ve astrosit hiicreleri tarafindan algilanmaktadir. Bu hiicreler tarafindan
salgilanan ROS veya IL1pB, IL6, IL18, TNFa ya da TNF6 gibi pro-inflamatuvar
sitokinler tau hiperfosforilasyonu kaynakli intraseliiller tau birikimini ve lokal
noroinflamasyonu tetikleyebilmektedir. Ayrica intraseliiler tau birikimi ya da A
iceren noronlardan interseluler alana gecen ROS' da mikroglia ile astrosit hiicreleri
tarafindan algilanmakta ve bunlarin aktive olmasina neden olmaktadir. Bunun
disinda AP peptidleri beyin kilcal damarlarina gegerek siirekli bir pro-inflamatuvar
sitokin sentezi dongisune neden olabilmektedir. Vaskular hipotez'e gore; interseltler
alandan temizlenemeyen AP peptidleri BBB' den gecerek serebral amiloid
anjiyopatiye sebep olmaktadir ve serebral kan akisi azalmaktadir. Sekil 2.11'de
gosterildigi gibi pek c¢cok AH risk faktorii ile iligkili olarak gelisen sistemik
degisiklikler sonucu iiretilen pro-inflamatuvar sitokinler ya da perifere kagan AP
pargaciklart BBB'den beyine gegerek veya ileri glikozilizasyon son Urlin reseptorleri
(RAGE) araciligiyla beyindeki sinyal yolaklart ve ROS seviyesini degistirerek
ndroinflamasyonun tetiklenmesine ve sonucta néronal kayba neden olabilmektedirler
(Sardi ve ark, 2011; W.Wangve ark, 2015).

APOE, 6nemli bir kolesterol tasiyicisidir ve lipidasyonu MSS'nin 6nemli immin
sistem hiicreleri olan astrositler tarafindan saglanmaktadir. APOE ayrica hidrofobik
AP peptidlerine baglanarak onlarin glial hiicrelerin yiizeyindeki diisiik yogunluklu
lipoprotein (LDL) iligkili reseptorler ve koreseptdrler tarafindan taninarak endosite

edilmesine ve bu sekilde interselliiler alanin ABs2'den temizlenmesine yardimeci
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olmaktadir. APOE'in {i¢ farkl: allel tarafindan kodlanan izoformu (ApoE4, ApoE3
ve ApoE2) ile lipidasyon seviyesi onun Af'ye olan ilgisini ve dolayisiyla AP42'nin
temizlenme sistemini etkilemektedir. Ozellikle ApoE4 aleli iceren bireyler AH igin
riskli bir populasyon igindedirler. Ayrica glial hiicre yiizeyindekidiisiik Yogunluklu
Lipoprotein Reseptor-iliskili Protein 1 (LRP1)'in mutasyonu veya allel farkliliklari
da AH icin gelisimi i¢in 6énemlidir.Ayrica yeni bulgular APOE'nin AB'den bagimsiz
olarak lipid metabolizmasi, tau patolojisi, noroenerjitik, norogelisim, sinaptik
plastisite, norovaskdlerite ve noéroinflamasyon ile iliskili olarak AH gelisiminde
onemli bir rol oynayabildigini gostermektedir (Liu ve Xu 2011; Mendiola-Precoma
ve ark,.2016; Sardive ark, 2011; Wolfve ark,.2013).
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Sekil 2. 11 Alzheimer ve noéroinflamasyon arasindaki olasi iligkilerin sematize edilmesi.
(W.Wang ve ark, 2015).

AH'da metabolik ve genetik olmayan risk faktorleri olan hiperkolestiromi,
hiperhomosisteinomi, hipertansiyon, obezitejtip 2 diyabet ve gastrointestinal
mikrobiyatadaki degisiklikler olduk¢a 6énemlidir. Ornegin hiperkolestiromiye bagl
olarak gelisen plazma membranindaki kolesterol seviyesindeki artiglarin kolesterol
acisindan zengin lipid sallar1 aracilig1 ile artan y-sekretaz aktivitesi ile AP Uretimini
tetikledigi  gosterilmistir. Metabolik hipotez-1'e  gdre beyinde kolesterolin
metabolizmasiyla olusan oksistereol ara Urtinlerinden 24-hidroksikolesterol (24-
OHC) ve 27-hidroksikolesterol (27-OHC)'tin hastalik durumunda degisen
metabolizmaya bagli olarak AH 'de plazma sivisinda bir biyobelirte¢ olarak tespiti
s0z konusudur (Mendiola-Precomave ark. 2016; Zarrouk ve ark, 2017).
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Obezite; kardiyovaskular hastaliklar, hiperkolestiromi, metabolik sendrom ve tip-2
diyabet ile iligkilidir. Obezite ile artan adipoz doku tarafindan otokrin, parakrin ve
ekzokrin olarak sentezlenen dizenleyici molekdillere adipokinler denilmektedir
Metabolik hipotez-2'ye gbre; obezite ile bozulan adipokin dengesi TNFa, IL6 ve
leptin gibi proinflamatuar sitokinlerin anlatimlarini arttirirken antinflamatuar sitokin
adiponektin ve BDNF anlatimini azaltmaktadir. BBB'den gecgen adipokinler beyinde
hipokampus gibi spesifik bolgelerde reseptorlerine baglanarak onlar aktive
etmektedirler. Sonugta TNF-a gibi proinflamatuar sitokinler B hiicresi niklear faktor
kappa-hafif zincir-aktivatorii (NFxB) inflamatuvar sinyal yolagini aktive ederek
downstream hedeflerden olan BACE-1'in aktivasyonuna neden olmaktadirlar. Bu
nedenle yiiksek yag iceren diyetlerin APP' nin B-sekretaz kesilimini ve instlin
direnciyle iligkili mitokondriyal hasar1 arttirdig1 gosterilmistir. AH'de dnemli olan bir
bagka mekanizma ise bir glutamat agonisti olan N-metil-D-aspartik asit (NMDA)'in
reseptoriunin (NMDR) anormal aktivasyonuna bagli olarak hiicre igerisine yiiksek
oranda almman Ca*? iyonlar1 ile gelisen eksisotoksisitedir. NMDA reseptoriiniin
anormal aktivasyonunun da AP peptidleri tarafindan tesvik edildigi bilinmektedir.
AH'da bir risk faktort olan hiperhomosisteinominin, NMDA reseptorii aktivasyonu
ve noroinflamasyonu tetikledigi belirlenmistir (Mendiola-Precoma ve ark, 2016;
W.Wang ve ark, 2015).

Son yillarda yapilan caligmalara gore bagirsak mikrobiyatasindaki degisiklikler
nedeniyle vicutta; degisen lipid ve glikoz metabolizas1 sonucu gelisen metabolik
hastaliklar, otoantikor olusumu sonucu otoimmiin hastaliklarin gelisimi veya degisen
bagirsak gecirgenligi sonucunda olusan sistemik enfeksiyonlar gorilebilmektedir.
Sonug olarak degisen norolojik faktorler, endokrin sistem veya immiinite nedeniyle
AH' de dahil pek ¢cok NH'nin tetiklenebildigi veya etkilerinin bu yolla arttig1 ifade
edilmektedir (Hu, Wang ve Jin 2016; Vogt ve ark, 2017).
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2.5 TAU PATOLOJILERININ GENETIK VE MOLEKULER ALT YAPISI

Mikrotiibiil iligkili proteinler (MAP), hiicre iskeletinin elemanlarindan olan
mikrotiibiillerin yapisal ve islevsel olarak diizenlenmesinde onemli rol oynayan
protein gruplaridir. MAP' larin en bilindik ¢esitleri MAP-2 ve tau yapisal olarak
farkliliklar gostermektedir. MAP-2 genis yapist nedeniyle, i¢i bos silindirik yapilar
olan mikrotiibiilleri yaygin bir sekilde yan yana dizinlemektedir. Bu nedenle sinir
hlcrelerinde somatodentritik alanlarda bulunmaktadir. Tau proteini ise N-ucu
domainlerinin daha kisa olmas1 nedeniyle olmasi nedeniyle mikrotiibiillerin akson
boyunca siki bir sekilde demetlenmesinde rol oynamaktadir (Dehmelt ve Halpain
2004; Wang ve Mandelkow 2016).

2.5.1 MAPT Geni, Tau Proteini ve Taupatilerin Genetik Altyapisi

Tau proteinini kodlayan MAPT geni insan 17. kromozomunun uzun kolunda (17g21)
lokalize olmustur. Okaryotik organizmalarda gen ifadesinde ¢esitliligi arttiran bir
post transkripsiyonel modifikasyon olan alternatif RNA ekson kesilimi (alternatif
kesilim) sayesinde 16 eksondan olusan MAPT geninden sentez edilen tau proteinin
30" dan fazla farkli izoformu mevcuttur. Ekson4A'y1 igeren 8-9 kilobaz (kb) mMRNA
transkriptleri retina ile periferik sinir sistemi (PSS)' nde yiiksek molekiiler agirlikli
(HMW) tau proteininin translasyonunda kullanilmaktadir. Sekil 2.11'de gosterildigi
gibi ekson-2/3/10' un alternatif kesilimleri ile olusan 6 kb'lik alti tau izoformu
beyinde ylksek oranda sentezlenmektedir. Yapisal olarak dort bolgeden olusan tau
proteininin N-terminal asidik bdlge (ON, 1N veya 2N) ve mikrotiibiil baglanma
bolgesi (MTB)'nin bulunma veya tekrar sayilar1 (3R veya 4R), farkli izoformlarda
degismektedir. MTB art1 yiiklii lizin amino asidi a¢isindan zengindir, bu nedenle eksi
yukli mikrotiibiiller ile iliski kurmaktadir. 4R izoformu 3R izoformuna kiyasla
mikrotilllere daha ylksek afinite gostermektedir. N -terminal domainlerin islevleri
tam olarak bilinmemekle birlikte tau'nun hiicresel lokalizasyonunda 6nemli olduklari
diistiniilmektedir(Maina ve ark, 2016; Wang ve Mandelkow, 2016).
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Sekil 2. 12 MAPT geni ve tau mRNA'sinin alternatif kesilim trinleri (Maina ve ark,. 2016).
MAPT, 16 eksondan olugmaktadir. Ekson- 14 Tau mRNA'sinin 3' translasyon edilmeyen
kismmi igermektedir. Ekson-2/3/10" iin alternatif kesilimi tau proteinin MSS'de yaygin
sekilde bulunan 6 izoformunun cesitliligini saglamaktadir. Tau proteini yapisal olarak dort
bolgeden olusmaktadir: Amino (N) ucu asidik bdlgesi, prolince zengin bdlge (PRD),
mikrotiibiil baglanma tekrar domaini (MTB) ve karboksi (C) ucu bélgesi.

Tau'nun 6kb'lik mRNA trankripti ile poliadenilasyon bdlgesi farkliligi sonucu olusan
2kb'lik tau mRNA transkriptinden translasyona ugrayan izoformu ise genellikle
nukleusu hedeflemektedir. Ayrica6 kb'lik mRNA transkriptinin alternatif kesilimi ile
olusan tau izoformlarindan 1N4R gorece yliksek oranda, diger izoformlar ise daha
diisiik oranda nuklesu hedefleyebilmektedir. Sekil 2.13 'te gosterildigi gibi nuklear
tau’ nun kromozom stabilitesi, RNA ve DNA korunmasi (Sekil 2.14), nuklear veya
nukleolar transkripsiyonal diizenleme ile ribozomal RNA (rRNA) 'nin islenmesi ve
olgunlagmasi islevlerinde rol oynayabilecegine dair kanitlar bulunmustur (Maina ve

ark, 2016; Wang ve Mandelkow, 2016).
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Sekil 2. 13 Nuklear Tau' nun potansiyel gérevleri (Maina ve ark,. 2016).

Insanda 17. kromozomda bulunan MAPT'de 80' in iizerinde mutasyon belirlenmistir.
Bu mutasyonlar alternatif kesilim bélgelerini  ve peptid dizilimlerini
degistirebilmektedir. Alternatif kesilimi etkileyen mutasyonlar 4R ve 3R tau
izoformlarinin oranini etkilemektedir. MTB yakininda bulunan yanlis anlamli
mutasyonlardan bazilari; 272. glisin/valin (G272V), 279. asparjin/lizin (N279K),
301. prolin/lgsin (P301L) donistimleri ve 280. lizin delesyonudur. Bu mutasyonlar
tau'nun mikrotiibiillere olan afinitesini azaltmakta ve bu sekilde tau birikiminin
tetiklenmesine neden olmaktadir. Tau proteini ile iliskili pek ¢ok hastalik (taupati)
bulunmaktadir. Birincil taupatiler olarak adlandirilan FTDP-17, arjirofilik tanecik
hastaligi (AGN), sporadik ¢oklu sistem taupatisi (SMST), ilerleyen supranuklear
palsi (PSP) ve kortikobazal dejenerasyon (CBD) disinda ikincil taupatiler olarak
bilinen AH ve Creutzfeldt-Jakop hastaliklart bulunmaktadir. Taupatilerin ¢ogu
sporadik olarak gelismekle birlikte 6zellikle FTDP-17, PSP ve CBD gibi bazi
taupatilerde MAPT genindeki ailesel gegisli mutasyonlar s6z konusudur (Matarin ve
ark, 2015; Wang ve Mandelkow 2016). Ayrica yeni yapilan calismalarda bazi tau

mutasyonlarinin kanserde risk faktorii oldugu gosterilmistir (Rossi ve ark, 2018).

Tau proteini AH' da hicre ici protein birikimleri olan NFT'lerin igeriginde

bulunmakla birlikte, yapilan caligmalarda tau ile benzer sekilde ortalama 3
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mikrotiibiil baglanma bolgesi iceren MAP2 bu yumaklarda bulunmamaktadir. AH 'de
APP, PSENI ve PSEN2' deki mutasyonlarin ve yaslanmanin sporadik tau birikimini
tetikledigi, ancak MAP2 kaynakli olan protein birikimi saptanamamis
norotoksisitenin  AH'dan bagimsiz olarak yaslanma ve diger taupatilerle
tetiklenebilecegi gosterilmistir (Dehmelt ve Halpain 2004). Tau'nun saglikli
noronlardaki gorevleri Sekil 2.14'te gosterilmistir. Akson boyunca mikrotubullerin
organizasyonun saglayan tau aksonal iletimi diizenlemekle birlikte NF'ler ile birlikte
aksonun biitiinliigline de yardimci olmaktadir. MAP2 yoniinden zengin olan
dentritlerde diisiik oranda bulunan tau'nun gorevi tam olarak aciklanamamistir

(Wang ve Mandelkow 2016).
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Sekil 2. 14 Tau proteininin saglikli néronlardaki olas1 gorevlerinin sematize edilmesi (Wang

ve Mandelkow 2016).

2.5.2 Tau' nun Post-Translasyonal Modifikasyonlarmin Taupatiler ile Tliskisi

Tau genellikle hicre icerisinde lokalize olan bir protein olmakla birlikte néronal
aktivite varliginda sinaptik alandan ekzositozla interselller alana verilebilirler. Bu
nedenle genellikle saglikli bireylerde CSF'de veya beyin Interstisyel sivis1 (ISF)'nda
tau'ya rastlanabilmektedir. Hiperfosforilasyon, asetilasyon, ubikuitinasyon veya

kesilimide igeren g¢esitli  post-translasyonel — modifikasyonlar tau’ nun
mikrotibdllerden serbestlenmesine neden olabilmektedir. Sonugta Sekil 2.15'te
gosterildigi gibi aksonal iletimde bozulma, tau agregasyonu veya patolojik tau'nun
eksozomlar veya ekzositoz ile ISF'ye gecmesi s6z konusudur. ISF'deki tau endositoz,

reseptor aracili endositoz veya eksozomlarin plazma membrani ile flizyonuyla
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saglikli noronlara iletilebilmektedir. Patolojik tau'nun pre-sinaptik alanlarda yanlis
lokalizasyonu ile sinaptik vesikiil kaybi, dentritler ya da post-sinaptik alanlarda
yanlis lokalizasyonu ile de post-sinaptik iletimin bozulmasi ve sonu¢ olarak
sinapslarin kayb1 veya patolojik tau'nun saglikli néronlarda tau birikimi baslatmasina
bagh toksisite s6z konusudur. Ornegin AP toksisitesi gibi stres faktorleri, tubulin
tirozin ligaz-benzeri enzim 6 (TTLL6) tarafindan tau'nun dentritlerdeki yanlis
lokalizasyonunu tetiklemektedir. Ardindan spastin enziminin ATPaz aktivitesi ile
mikrotiibiil biitiinliigiiniin bozulmas1 uyarilmaktadir. Ayrica patolojik tau nukleusta
DNA ile baglantisinin kaybolmas: nedeniyle DNA koruyucu islevini yerine
getirememektedir (Sekil 2.15). Nuklear tau' daki mutasyonlar veya post-translasyonal
diizenlemedeki anormalliklerin 6zellikle AH ve kanser gibi pek ¢ok hastaligin
patolojisinde Onemli oldugu gosterilmistir (Maina ve ark, 2016; Wang ve
Mandelkow, 2016).

Pathological tau D ettt '

PathoLog|cal tauggzﬁﬁ'.p%‘
|:| r

Sekil 2 15 Taupatilerin noronlardaki muhtemel etkilerinin sematize edilmesi (Wang ve
Mandelkow 2016).

Tau proteinin anormal dizeyde fosforile durumda olmasi NFT olusumunu
tetiklemektedir. Tau proteinin agregasyonunun agamalar1 Sekil 2.16'da gdsterilmistir.
Eksi yiikli fosfat gruplarinin asirt miktarda olmast MTB' nin mikrotiibiiller yerine

fosfat gruplariyla etkilesimine neden olur ve sonucta mikrotiibiillerden serbestlenen
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tau, Alz50 asamasi olarak adlandirilan kompakt yapiy1 olusturur. Bu asamadan sonra
proteolitik kesimler sonucu olusan tau-66 formu, normal formuna kiyasla tau
polimerlerinin ve sonug¢ olarakta eslesmis helikal filament (PHF) 'lerin olusumunu
kolaylastirmaktadir. PHF'lerin ¢okelmesi sonucunda ise NFT'ler olusmaktadir.
Yapilan ¢alismalarda ayrica AH beyin biyopsilerinde nukleuslarda da PHF'lerin
varligina rastlanmistir (Lim ve ark,. 2014; Mainave ark, 2016). Yapilan proteomik
calismalarda NFT'lerin mitokondrilerde voltaj bagimli anyon kanali (VDAC), adenin
nukleotid translokator ve ETS kompleks-1/IV/V'i hedefleyerek mitokondriyal
fonksiyon bozuklugunu tetikledikleri gosterilmistir (Rodolfo ve ark, 2010).
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Sekil 2. 16 Tau agregasyonunun agamalart (Lim ve ark, 2014).

Tau fosforilasyonu tipki diger proteinlerde oldugu gibi kinazlarin ve fosfatazlarin
aktiviteleri arasindaki denge ile diizenlenmektedir. Bu dengenin tau kinazlarimin
aktivitesinin artmasi1 ve/veya tau fosfatazlarinin aktivitesinin azalmast lehine
degismesi tau proteininin fosforile formunun birikmesine neden olmaktadir. 2N4R
tau Uzerinde 85 potansiyel fosforilasyon bolgesi tasimaktadir. Bu fosforilasyon
bolgelerinin 80'i serin/treonin (Ser/Thr) kinazlar, 5'i tirozin (Tyr) kinazlar tarafindan
hedeflenmektedir. Tau' yu fosforile eden 20" nin izerinde kinaz bulunmaktadir (Sekil
2.17). Bunlar: stres ile aktive olan kinaz (SAPK)/c-Jun N-ucu kinazi (JNK),
mitojenle aktive edilen kinaz (MAPK) ailesinden p38, tau protein kinaz 1/2
(TPK1/2), GSK3a, GSK3p, sikline bagimli kinazlar (Cdks); hiuicre bolinme devri
kinazi-2 (cdc2) ile CDKS5, kalsiyum-kalmodulin bagimli protein kinaz-2 (CaMK2),
kasein kinaz (CK)' lar; CK1 ile CK2, mikrottbul afinite dizenleyici kinaz (MARK),
protein kinaz A (PKA), ribozomal protein S6 kinaz beta-1 (p70S6K), l6since zengin
tekrar kinazi-2 (LRRK-2), adenozin monofosfat (AMP) ile aktive edilen protein
kinaz (AMPK), olim iligkili protein kinaz (DAPK), Fyn kinaz ve ikili-spesifik
protein kinaz -1A (Dyrk1A)' dir. Sekil 2.17'de gosterilen AT8 (S199/S202/T205),
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AT100 (T212/S214), AT180 (T231) ve PHF-1(S396/5404), tau Uzerindeki fosforile
olmus yanlarinda parantez i¢inde belirtilen ikili ve U¢li Ser/Thr bolgelerini taniyan

monoklonal antikorlardir (Mietelska-Porowskave ark, 2014; Tenreiro ve ark, 2014).
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Sekil 2. 17 2N4R Tau proteini tizerindeki farkli fosfo-epitop bolgelerini hedefleyen farkli tau
kinazlar1 (Tenreiro ve ark, 2014). Mavi renkle belirtilenler Sistein-Prolin/ Treonin-Prolin
(SP/TP) motiflerini, sar1 ile belirtilenler Lizin-X-Glisin-Sistein (KXGS) motiflerini, gri ile

belirtilenler prolin yonelimli kinazlarin (6rnegin Fyn, LRRK?2) fosforile ettigi epitoplari ve
yesil ile belirtilenler ise prolin yonelimli olmayan serin/ treonin kinazlarin hedefledigi
epitoplart gostermektedir. Kirmizi ile belirtilen kisimlar ise FTDP-17 ile iligkili bazi
mutasyonlar1 gostermektedir.

Tau fosforilasyonunun diizenlemesiyle ilgili olan bir diger enzim grubuda protein
fosfatazlar (PP): PP1, PP2A, PP2B, PP2C ve PP5 'tir. PP2A beyindeki tim fosfataz
aktivitesinin %70'ini yerine getirmesi nedeniyle tau'yu defosforile eden baslica
enzimdir (Wang ve Mandelkow 2016). Yapilan calismalarda PP2A ve PP2B
aktivitelerinin AH beyin biyopsilerinde hastalik tagimayanlara kiyasla daha diisiik
oldugu gosterilmistir. Okadaik asit gibi bazi inhibitorlerin varligt PP2A ve PPl
aktivitesini engelleyerek tau fosforilasyonunu arttirdiklar1 gézlenmistir. Ayrica vicut
sicakligindaki diistise bagl olarak her 1°C'de PP2A aktivitesinin iissel bir sekilde
azalmasma bagli olarak tau fosforilasyonunun % 80 oraninda arttig1 ifade
edilmektedir. Ornegin farelerde anestezi kaynakli hipoterminin fosfo-epitopa bagl
olarak tau fosforilasyonunu 1,5 ile 31 kat arasinda arttirdig1 gosterilmistir (Bretteville
ve ark, 2012; Kamat ve ark, 2013).

Tau agregasyonunun onemli bir asamasida Alz50 fragmentinin proteazlar tarafindan
kesilmesidir. Onemli tau proteazlari: kaspazlar, kalsiyumla aktive olan proteazlar

(Kalpainler), trombin, katapsinler ve puromisine duyarli aminopeptidaz (PSA)'dir.
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Bu proteazlarin aktivitelerinin ¢esitli hiicresel stres kosullarinda degismesi tau
birikimini tetikleyebilmektedir. Tau proteini fosforilasyon ve kesilimi disinda
asetilasyon, glikolizasyon, glikasyon, deamidasyon, izomerizasyon, nitrasyon,
metilasyon ve ubiquitinasyon gibi diger bazi post-translasyonal modifikasyonlara
maruz kalmaktadir. Yapilan c¢alismalarda O-bagli  glikolizasyonun tau
fosforilasyonuna kars1 koruyucu, N-bagl glikolizasyonun ise tau fosforilasyonu ve
birikimini tetikledigi gosterilmistir. MTB'deki lizin metilasyonun ise tau
agregasyonunu engelledigi belirtilmektedir. Ayrica glikasyon, deamidasyon ve
izomerizasyonun PHF'lerin yapisinda gozlenmesi nedeniyle tau birikimini tetikledigi,
nitrasyonun ise hedefledigi bolgenin konumuna gore tau birikiminden koruyucu veya
tetikleyici etkileri olabilecegi 6ngoriilmektedir (Hanger ve Wray 2010; Lim ve ark,
2014; Wang ve Mandelkow 2016).

Sporadik taupatilerin tetiklenmesinde potansiyel mekanizma su sekilde ifade
edilmistir: baslangicta mekanik hasar, oksi-radikaller, okside olmus LDL, AP
oligomerleri gibi hasar sinyalleri dinlenme durumundaki mikrogliyalar tarafindan
algilanir, sonucta NFkB sinyal yolagi aktive olur ve pro-inflamatuvar sitokinler
yiiksek oranda salinir. Noronlar tarafindan algilanan pro-inflamatuvar sitokinler
CDKS5 ve GSK3pB gibi tau kinazlarinin anormal aktivasyonunu saglamaktadir.
Sonugta hiperfosforile olan tau sirasiyla PHF'leri ve NFT'yi olusturmaktadir. Bunun
yaninda ailesel tau mutasyonlari ile tetiklenen patolojik tau da burada dongiiye katilir
ve her iki kaynakla da olusan tau oligomerleri ve PHF'ler ekstrandronal alana
salinarak, mikrogliyalarin aktivasyonunu uyarirlar. Sonugta bir ndroinflamasyon
dongiisii olusur ve patolojik tau ayn1 zamanda APOE araciligi ile mikrogliyalarin ve
noronlarin hasar sinyali ile uyarilmasini tetiklemektedir. Bu pozitif geri besleyicili
taupati modeli noroinflamasyon dongiisii nérodejenerasyonu arttirmaktadir (Cortés

ve ark, 2018).

2.6 TAUPATILER iLE DIiGER PROTEINOPATILERIN iLiSKiSi

Proteinopatiler arasinda kesisen noktalar bulunmaktadir. Birincil taupati ¢esitlerinden
olan FTDP-17, PSP, CBD ve Pick cisimcigi hastaliginda temel olarak tau birikimi
s0z konusudur. Fosforile olmus a-syn'in lewy cisimcigi olarak birikim gosterdigi
hastaliklar (Sinukleopatolojiler) PH disinda; demans ile birlikte gorilen PH (PHD),
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demans ile birlikte gorilen LCH (DLB) ve ¢oklu sistem atrofisi (MSA)' dir. ikincil
taupatiler olan AH ve Creutzfeldt-Jakop hastaliginda birincil olarak biriken A veya
prion proteinleri taupatiyi tetiklemektedir. PDD, DLB, AH'min Lewy cisimcigi tiirevi
(LBVAD), Guam-Parkinson-ALS demans kompleksi ve Down sendromunda NFT,
lewy cisimcigi veya A birikimleri biiylik oranda birlikte gézlenmektedir. Ayrica AH
ve PH' li bireylerin otopsilerinde her iki grupta da NFT ve lewy cisimciklerinin

goriilebildigi belirlenmistir (Alafuzoff ve Hartikainen 2017; Moussaud ve ark, 2014).

2.6.1 Amiloid-Beta Iliskili Hiicresel Sinyal Yolaklar

Hiicre disarisindaki AP oligomerlerinin bazi sinaptik reseptorlere baglanarak
hiicresel stresi ve sonugta noron kaybini tetikledigine dair kanitlar gittikge
artmaktadir. AP oligomerlerinin olas1 sinaptik reseptOrleri: insilin reseptori (IR),
NGF reseptorii (NGFR), hicresel prion proteini (PrPc), metabotropik glutamat
reseptori-5 (MGIURS), efrin tipi-A reseptor 4 onculu (EphA4), efrin tipi-B reseptor 2
onculi (EphB2), NMDAR ve Wnt sinyaline ait frizzledd koreseptéri olarak
belirtilmistir. AP oligomerlerinin baglanmasi ile aktive veya inhibe olan bu
reseptorlerin sonucunda hicre icerisinde tirozin kinaz ( Tyr K), Fyn ve hicresel
Abelson tirozin kinaz (c-Abl) gibi Tyr kinazlar ile CDK5 ve GSK3 gibi Ser/Thr
kinazlar aktive olmaktadir (Beraldo ve ark, 2016; 1zzo ve ark, 2014).

Dentritlerde yanlis lokalize olan patolojik tau, aym1 zamanda bir tau kinaz olan
Fyn'ye yapi-iskelesi proteini gorevi yaparak onun AP oligomerilerine baglanan PrPc
araciligr ile aktive olarak NMDAR'" fosforile etmesini tetiklemektedir. Sonugta
direkt AP oligomerlerinin baglanmasi veya PrPc'ye AB oligomerlerinin
baglanmasiyla Fyn tarafindan fosforile olarak aktive olan NMDAR'dan hicre
icerisine Ca*? girisi gergeklesmektedir. Ayrica membran kolesterol oranmin yiiksek
oldugu lipid sallarina baglanabilen AP oligomerleride hiicre icerisine Ca*? girisini
tetikleyebilir. AP tesviki ile hiicre igerisine giren Ca*?aracilig1 ile AMPK ve CDKS5
gibi kinazlar aktive olmaktadir (Nisbet ve ark, 2015). Sonugta reseptor
sinyalizasyonu veya Ca*? ile aktive olan kinazlar tarafindan tau, a-syn ve NF'ler gibi
hedefler fosforile edilir ya da hiicre igerisine giren Ca*?iyonlar1 araciligiyla kaspaz-3
ya da kalpainler gibi proteazlarin aktivasyonu saglanmaktadir (Hoover ve ark, 2010;
Millerve ark, 2014; Wray ve Noble, 2009).
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Sekil 2.18'de gosterildigi gibi hiperaktive olmus tau kinazlar1 tarafindan
hiperfosforile edilmis tau; kaspazlar tarafindan C-ucundan, Kalpain tarafindan ise C-
ucu ve N-ucundan kesilime ugrayarak agregatlar olusturmaya baslamaktadir.
Ozellikle néronal PGD'de 6nemli olan kaspaz-3 aktivasyonu, Kalpainler tarafindan
veya hiicre i¢i Af'nin MMP'yi uyarmasi ile saglanmaktadir. Sonugta olusan kronik
oksidatif stres tau fosfatazlarini inhibe ederek ve oksidatif stres ile aktivitesi artan bir
MAPK olan p38 tarafindan tau'nun fosforilasyonu arttirarak tetiklemektedir.
Kaspazlar tarafindan kesilen tau'nun da MMP' yi tetikledigi belirlenmistir. Ayrica
dentritlerde yanlis lokalize olan patolojik tau'nun bir Ca*? /kalmodulin bagiml
Ser/Thr fosfataz olan kalsinorini aktive etmesiyle defosforile edilen, ayn1 zamanda
hiicre dist AP oligomerlerinin  baglanmasiyla a-amino-3-hidroksi-5-metil-4
izooksazol-propiyonik (AMPA) reseptorii (AMPAR) olarak adlandirilan iyonotropik
glutamat reseptoriinin (AMPAR) hiicre ig¢ine alinip yikilmasi sonucunda uyarici
glutamarjik sinyalin azalmasi s6z konusudur. Sonugta tau sitotoksisitesine veya
kaspaz kaskadina bagli olarak noronal 6liim gergeklesmektedir (Hoover ve ark, 2010;
Miller ve ark, 2014; Wray ve Noble, 2009).
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Sekil 2. 18 Hiicre dis1 Amiloid beta oligomerleri ile tau birikimi ve néronal 6liim arasindaki
iliskiler (Wray ve Noble, 2009).

2.6.2 Noroflament Patolojisi

NF'ler, néronlar ve bazi néron-benzeri hiicrelerde sentezlenen ara filamentler (IF)'
dir. Agir-NF (NF-H), orta -NF (NF-M), hafif -NF (NF-L), a-interneksin gibi tip 4
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IF'ler ile periferin gibi tip-3 IF'ler olmak Uzere 5 monomer grubuna ayrilan ve
heteropolimer yapilar olusturan NF'lerin birincil yapilari, molekiiler agirliklari,
fosforilasyon ile O-bagli glikolizasyon bolgeleri Sekil 2.19'da gosterilmistir. Buna
gore bas kisimlar1 olarak adlandirilan N-ucu bélgelerinde PKA ve protein kinaz-C
(PKC) gibi kinazlar tarafindan hedeflenmektedir. Kol bolgesi ise a-heliks protein
yapilarinin bir araya gelmesi ile olusan sargili bobin domainlerinden olusmaktadir.
NF'ler arasinda asil uzunluk ve amino asit dizilis farkliginimi igeren kisimlar olan
kuyruk bolgeleri ise NF-M ile NF-H'de daha yiiksek oranda fosforile olmaktadir.
Glutamik asit (Glu) agisindan zengin segment (E segment), NF-M'de iki tekrarli
olarak (E1 ve E2) bulunmaktadir. E segmentleri agirlikli olarak tau kinazlarindan
GSK3 tarafindan fosforile edilmektedir. NF-H'da bir blyuk lizin-serin-prolin (KSP)
domaini, NF-M'de ise iki adet kisa KSP domaini (KSP-1 ve KSP-2) bulunmaktadir.
KSP domainleri agirlikli olarak tau kinazlarindan olan GSK3 ve CDKS5'in de dahil
oldugu prolin yonelimli kinazlar tarafindan fosforile edilmektedir. Ayrica Ser-Pro,
Lys-Glu veya Lys-Glu-Pro tekrarlari agisindan zengin domainler NF-L ve periferin
disindaki NF'lerin C-ucu kuyruk bélgelerinde bulunmaktadir (Khalil ve ark, 2018;
Yuanve ark,.2012).
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Sekil 2. 19 NF'lerin birincil yapilari ve modifikasyonlar: (Khalil ve ark, 2018).

NF'ler ozellikle aksonlarin saglamliginda o6nemli rol oynamaktadir. NF
fosforilasyonu normal sartlar altinda NF ¢apraz baglanmasi, ndritlerin biytmesi,
NF'lerin akson boyunca taginmasi ve proteazlara karsi direnci saglamaktadir. Ancak

AP oligomerleri gibi ¢esitli stres faktorleri tarafindan GSK3, JNK1, p44/42, CK1
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veya p38'in anormal aktivasyonu ya da PP1, PP2A veya PP2B'nin inaktive olmasi ile
NF'lerin hiperfosforilasyonu ve birikimine neden olmaktadir. Sonugta aksonlarin
biitiinliigli bozulmakta ya da mitokondri ve ER aktivitesinin bozulmasi ile tetiklenen
kaspaz-3 aktivasyonu sonucunda noronal olim gergeklesmektedir. Roskovitin
(ROSC) gibi CDKS5 inhibitorleri ya da SB-216763 gibi GSK3 inhibitérleri tarafindan
bu norodejeneratif etkinin azaltilabilecegicesitli caligmalarda gosterilmistir (Sekil
2.20). Cesitli mutasyonlar ve/veya NF'lerin anormal fosforilasyonuna bagli olarak
AH, baz1 FTD gesitleri, ALS, PH, DLB, spinal muskular atrofi (SMA), diyabetik
ndropati, giyant aksonal noropati gibi hastaliklarda ndronlarda NF birikimlerine ve
CSF ile plazma sivilarinda NF formlarina rastlanilmistir (Dale ve Garcia 2012,
Khalil ve ark, 2018; Lee ve ark, 2012; Lee ve ark, 2014; Yuanve ark, 2012).
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Sekil 2. 20 Noroflament hiperfosforilayonu ve néronal 6liim arasindaki iliski (Lee ve ark,
2012)
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2.6.3 Alfa-Sindklein Patojisi

Sinlkleinler; a, B, v ve sinoretin olarak 4 gruba ayrilan bir protein ailesidir. Alfa-syn
140 amino asitlik, asidik yapida sinaptik bir proteindir. Baslica gérevleri; membran
biitlinliigiiniin korunmasi, sinaptik plastisite, vesikiillerin tasinmasmin kontrolii,
dopamin gibi nOrotransmiterlerin sinaptik vesikiiller araciligi ile ekzositozu ve
tubulinler ile baglanti kurulmasiyla mikrotiibiil iliskili aktivitedir. Sekil 2.21'de
gosterildigi gibi yapisal olarak 4 ana kisma ayrilmaktadir: N-ucu amfipatik bdlge
(mavi), Ap olmayan komponent (NAC)' ide igeren hidrofobik merkez bélgesi (mor),
yuksek asidik C-ucu bolgesi (yesil) ve tamamlanmamis lizin-treonin-lizin-glutamik
asit-glisin-valin (KTKEGV) tekrarlar1 (sar1). Alfa-syn geni (SCNA), insanda 4.
kromozomda konumlanmistir ve ailesel gecisli; 30. alanin/prolin (A30P), 46. Glu /
Lys (E46K) ve 53. Ala/Thr (A53T) tek nokta mutasyonlari (Sekil 2.22, kirmizi) PH
patogenezinde 6nemlidir. Alfa-syn mRNA'st demir (Fe™) cevap elementi (IRE)
icermektedir. Bu nedenle sitoplazmik Fe* konsatrasyonunun artmasi durumunda a-
syn protein tretimi ve birikimi artmaktadir. Alfa-syn pek ¢ok kinazin hedefidir.
Bunlar ; c-Abl, Rous sarkoma (Src) ailesi kinazlari: Src, Fyn, lenfosit hicresi -
spesifik-TyrK (Lck)/Yamagushi sarkoma viriis onkogeni (Yes)-iligkili yeni protein
TyrK (Lyn) ve Felin Gardner-Rasheed sarkoma viral onkogen homologu (Fgr),
Spleen TyrK (Syk), Dyrk1lA, CK1, CK2, G-protein baglantili reseptor kinaz 2/5
(GRK2/5) ve Polo-benzeri kinaz-1/2/3/4 (PLK 1/2/3/4)'dir. Alfa -syn (zerindeki in
vivo caligmalar ile belirlenen fosforilasyon bolgeleri (Sekil 2.21, mavi): 39.Tyr
(Y39), Ser 87 (S87), Y125 ve S129, in vitro ¢alismalarla belirlenen fosforilasyon
bolgeleri ise Y133 ve Y136 (Sekil 2.21, yesil)'dir. Alfa-syn'in hiperfosforilasyonu
lewy cisimcigi olusumunu tetiklenmektedir (Alafuzoff ve Hartikainen, 2017;
Tenreiro ve ark, 2014).
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Sekil 2. 21 Alfa-sinikleinin birincil yapisi, hedefleyen protein kinazlar ve fosforilasyon
bolgeleri (Tenreiro ve ark, 2014).

LCH veya AH ile PH'in ge¢ evrelerinde AP ve Lewy cisimciginin birlikte birikimi
s0z konusudur. AH'de, amiloid icerikli olmayan plaklar (NACP) yapisinda a-Syn
bulundurmaktadir. NAC domaini, a-syn yapisinda bulunan 35 amino asitlik oldukca
hidrofobik bir bolgedir ve AP ile etkilesime girerek amiloid plak olusumunu
tetiklemektedir. Ayrica yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalarda LCH'da Af'nin a-Syn
birikimini tetikledigi gosterilmistir (Sekil 2.22). Tanimlanan modelde bir molekul Ap
varligindaki molekiiler etkilesimler ile a-syn monomerleri sirasiyla dimer, trimer,
tetramer ve merkezi por benzeri pentamerler olusturmaktadir. Sonucta MMP
aktivasyonu sonucu Cyt-c salimimi ile apoptoz tetiklenebilmektedir. Ayrica
fosfotidil-inositol-3-kinaz (P13K) sinyal yolagi ve APOE' ninde a-syn ve Af'nin
etkilesiminde 6nemli oldugu gosterilmistir (Alafuzoff ve Hartikainen 2017; Crews ve
ark, 2009; Majd ve ark, 2015).

Fosforile olmus a-syn monomerlerinin mitokondri dis memranin translokazi (TOR)
aracilig1 ile mitokondriye girip ETS-kompleks-1'in inhibisyonuna bagl olarak ROS
veya reaktif nitrojen turevleri (NOS)'min {iiretimini tetikledigi belirtilmektedir. Bu
nedenle a-syn'in nitrasyonu veya oksidasyonu araciligi ile birkimi artarken ayrica
mitokondriyal DNA ve mitokondriyal matriks proteinlerinin hasarlanmasi ile
mitokondriyal stres ve apoptozun tetiklenebilecegi belirtilmektedir. Ayrica ROS
iiretimi ile mikrogliyalarin aktivasyonu ve nodroinflamasyon tetiklenmektedir. A
varliginda tetiklenen mikroglial aktivasyon ve ndroinflamasyonun etkisi ile aktive
olan CK-2 ve PLK-2 tarafindan tetiklenen o-syn S129 fosforilasyonunun UPS
inaktivasyonu ve oksidatif strese neden oldugu, bu fosforilasyonun engellenmesi

durumunda ise otofaji mekanizmasi ile a-Syn oligomerlerinin temizlenmesinin aktive
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edildigi gesitli ¢alismalarda gosterilmistir. PP2A, S129 defosforilasyonunda 6nemli
rol oynadigindan cesitli hiicresel stres kosullarinda inhibe olmasinin siniikleopati
gelisimi agisindan 6nemli oldugu soylenebilir. Ayrica tau birikimi ile a-Syn
birikiminin karsilikli  olarak birbirlerini tetikleyebildigi ¢esitli caligmalarda
gosterilmistir (Sekil 2.22) (Ganguly ve ark, 2017; Marsh ve Blurton-Jones 2012;
Rocha ve ark, 2018; Tenreiro ve ark, 2014).

Kinase CK-2
Activation @ PLK-2

nitration
oxidation

Sekil 2. 22 Amiloid beta, alfa-siniklein ve tau' nun potansiyel etkilesimleri (Marsh ve
Blurton-Jones 2012)

Tau ve a-syn'in nérodejenerasyon modellerinde birbirlerini tetikleyebilmesi ile ilgili
pek cok yaklasima bagli ¢alisma bulunmaktadir. Genetik caligmalarda, SCNA,
MAPT ve GSK3 genlerindeki polimorfizimlerin PH, DLB gibi hastaliklarda
sinerjitik etkiden bagimsiz olarak riski arttirabildigi belirlenmistir. SCNA'nin ailesel
mutasyonlarinda veya gen ikilenmesi ve lg¢lenmesi gibi durumlarda tau birikiminin
tetiklendigi gosterilmis, ancak diger PH iliskili ailesel mutasyonlarda somut bir veri
elde edilememistir. MAPT genindeki mutasyonlarin ise ayni aile igerisinde bile
parkinsonizm gibi heterojenik norodejeneratif fenotiplere neden oldugu
belirlenmistir. Ayrica insanlarda MAPT geninin % 75 oraninda goriilen H1
haplotipine gore yaklasik 900 kb insersiyon bolgesi igeren H2 haplotipinin taupatiler
ve onunla iligkili siniikleopatilere kars1 koruyucu tipte oldugu gosterilmistir (Goedert
ve ark, 2017; Moussaud ve ark, 2014).
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Tau ve a-syn'in birbirlerinin birikimlerini tetiklemesi ile ilgili molekiiler ¢aligmalar;
yanasma bdlgelerinin ve mutasyonlarin etkilesim iizerindeki etkileri veya tau ile a-
syn'in kinazlar ya da tubulin ile etkilesimlerine dayalidir. Tau' nun MTB'si ile a-
syn'in C-ucu bolgesinde 55. ve 140. amino asitler arasindaki bolgenin etkilesime
girebilecegine dair veriler elde edilmistir. Tau S214 fosforilasyonun o-syn ile
baglanmayi arttirdigi, a-syn iizerindeki ailesel PH ile iliskili A30P, E46K ve A53T
mutasyonlarmin da tau ile baglanmay1 arttirdig1 cesitli calismalarda gosterilmistir.
Tau Uzerindeki P301L mutasyonunun ise a-syn ile etkilesimini azalttigi gézlenmistir.
Alfa-syn'in GSK3p, PKA, LRRK2, JNK ve ekstraseliler sinyalleri diizenleyen kinaz
(ERK veya p44/42)'lar ile baglanti kurarak tau fosforilasyonu ve birikimini arttirdigi
belirlenmigtir. Ayrica a-syn'in tubulin ile baglanti kurarak tau'nun tubulinler ile
baglanmasini azalttigi ve dolayli olarak tau fosforilasyonu ile birikimini arttirdig
belirlenmistir. Alfa-syn tizerindeki ailesel PH ile iliskili A30P, E46K ve A53T
mutasyonlarinin  ise mikrotiibiil stabilitesini azalttigt ve PKA aracili tau
fosforilasyonun arttirdigi, o-syn oligomerlerinin ise mikrotibiil iliskili motor
proteinlerden olan kinesin ile tubulin etkilesimini bozdugu gosterilmistir. Ayrica in
vivo calismalarda dogal tip veya P302L mutant tau'nun vektorler aracili ile
anlatiminin arttirtlmasinin a-syn birikimi ve salgilanmasin tetikledigi gosterilmistir.
Bunun yaninda tau anlatimimnin arttirilmasinin UPS ile otofajide 6nemli bir eleman
olan, ayn1 zamanda da tubulini deasetile eden histon deasetilaz-6 (HDACS6)
aktivitesini inhibe ederek a-syn birikimini ve tubulin destabilitesini tetikledigi
gOsterilmistir (Leyk ve ark, 2015; Moussaud ve ark, 2014; Perez ve ark, 2009;
Sengupta ve ark, 2015).

Alfa-syn ve tau' nun patolojik etkilerine dair yapilan DNA temelli ¢aligmalarda iki
yeni hipotez ortaya atilmistir (Sekil 2.23). Bu hipotezlerin temeli a-Syn ve tau'nun
DNA {izerindeki bazi genlerin sitozin/guanin (CG) tekrarlar1 acisindan zengin
promotorlarina baglanmas ile iliskilidir. DNA fizyolojik sartlar altinda B-DNA
konformasyonuna sahiptir. ilk hipoteze goére CG agisindan zengin gen
promotorlarina baglanan a-syn veya tau B-DNA yapisini degistirerek transkripsiyon
faktor (Tf)'lerinin baglanmasini etkileyerek gen anlatim profillerini degistirmektedir.
Sonugta noronal hiicre fonksiyonlar1 bozulmakta ve ndronal hiicre Olimii
tetiklenmektedir. Bir diger hipotez ise transkripsiyon sirasinda CG agisindan zengin

DNA bolgelerinin negatif supersarim olusumu ile B-DNA yapisindan Z-DNA
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yapisina degisimi ile iligkilidir. Normal sartlarda transkripsiyon sonrasinda Z-DNA
yapisi, B-DNA yapisina geri donmektedir. Ancak transkripsyon sirasinda tau ve o-
syn'in baglanmasinin Z-DNA yapisini stabilize ettigi ve transkripsiyonel strese neden
oldugu belirtilmektedir. Sonugta TF'ler ve RNA polimeraz'in promotor bolgesine
baglanmasi inhibe olmaktadir. Bu durumda bazi genlerin susturulmasi, ndronal
fonksiyonlarin bozulmasi ve sonunda hiicre O6liimiiniin tetiklenmesi s6z konusu

olmaktadir (Maina ve ark, 2016; Raove ark,.2012).
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Sekil 2. 23 Alfa-sinlklein ve tau'nun spesifik DNA boélgelerine baglanarak néronal 6limii
tetiklemesine dayanan hipotezler (Rao ve ark, 2012).

2.7 TAU KINAZLARI iLE ILISKILi HUCRESEL SINYAL YOLAKLARI
VE NORODEJENERASYONDAKI ONEMI

2.7.1 Glikojen Sentaz Kinaz-3

GSK3, prolin yonelimli serin-treonin kinaz ailesine mensup bir enzim olup tim
Okaryotlarda ortologlar1 ve paraloglari bulunmaktadir. GSK3-alfa (GSK3a) ve
GSK3-beta (GSK3p) memelilerde iki farkli genden sentez edilmekte olup her iki
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paralog enzimde; hiicre biiyiimesi ile canliligi, enerji metabolizmasi, gelisim, duygu
durumu, immun cevap ve sirkadyen ritimde nemli olan sinyal yolaklarinda merkezi

bir rol oynayan serin-treonin kinazlardir (Hur ve Zhou 2010; Li ve Jope, 2010).

2.7.1.1 GSK3'iin Genetigi ve Molekiiler Yapisi

Insanda 19. kromozomda bulunan GSK3a geninden sentezlenen 51 kilodalton (kDa)
molekiiler agirliga sahip bir protein olan GSK3a ve 3. kromozomdaki GSK3f
geninden sentez edilen ekson8 A'nin alternatif kesilim iirtinleri 47 kDa'lik GSK3p1 ile
48kDa'lik GSKP2 enzimlerinin primer yapilari kinaz domainleri agisindan yiiksek
homoloji gostermekle birlikte, C-ucu amino asit dizilimleri ve GSKa' nin N-ucu
bolgesinde glisin (Gly) amino asidi agisindan zengin bir alan igermesi bakimindan
farkliliklar bulunmaktadir (Sekil 2.24). GSK3B1'ye gore kinaz domaininde 13 amino
asitlik bir ilave bolge tasiyan GSK3B2 sentez edilen toplam GSK3p miktarinin
%15'ini kapsamaktadir ancak merkezi sinir sisteminde bu izoform bulunmaktadir ve
GSK3pB1'e gore tau fosforlasyonunu daha az tesvik etmektedir. GSK3B2 beyinde
dominant olarak sentez edilen izoform olmasi nedeniyle 6zellikle AH ve diger
taupatilerde 6nemli rol oynamaktadir. GSK3p' nin anormal aktivitesi tau Gzerindeki
Ser 199/202/400/404 ve Thr 50/149/153/386/403 gibi bazi domainlerde
fosforilasyonu arttirmaktadir (Cai ve ark, 2012; Kaidanovich-Beilin ve Woodgett
2011; Lim ve ark, 2014).

GSK3 paraloglarinin aktivitesinin diizenlenmesinde fosforilasyon 6nemli bir post-
translasyonel modifikasyondur. GSK'in fosforilasyonu baska kinazlar ya da
otofosforilasyonla diizenlenebilmektedir. Sekil 2.24'te gosterilen ve her iki paralog
GSK3 formunda da mevcut olan baglanma domainleri spesifik subsratlarin
seciliminde o6nemlidir. Kinaz domainlerinin GSK3a' da Tyr279 ve GSK3f'nin
alternatif izoformlarinda Tyr216 fosforilasyonlar1 enzim aktivitesini arttirirken,
GSK3a'nin Gly zengin domaininin Ser21 ve GSK3B'min alternatif izoformlarinin
Ser9 fosforilasyonlar1 ise enzim aktivitesini inhibe etmektedir (Cai ve ark, 2012;
Kaidanovich-Beilin ve Woodgett 2011; Lim ve ark, 2014).
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Sekil 2. 24. Memelilerde GSK3 proteininin farkli paraloglarinin sematize edilmesi (Cai ve
ark, 2012)

2.7.1.2 GSK3 1liskili Tau Kinazlari, Hiicresel Sinyal Yolaklar1 ve

Nérodejenerasyon ile Iliskisi

Sekil 2.25' te GSK3 {in aktivitesini diizenleyen pek ¢ok sinyal yolagi bulundugu, ayn1
zamanda GSK3' Un; hiicre 6liimii, hiicre sagkalimi, hiicre devrinin ilerlemesi, hiicre
blyumesi ve boliinmesi, gen transkripsiyonu ve protein sentezi, stres cevabi ve
immiin sistem hiicrelerinin aktivitesi ile iligkili proteinleri diizenleyen kinaz oldugu
gOzlenmektedir. GSK3'lin aktivitesini dlzenleyen baslica sinyal yolaklari: biiyiime
faktorleri, hormonlar veya sitokinlerin baglanmasiyla aktive olan reseptor TyrK
(RTK), G-protein reseptorleri veya hiicre ici steroid hormon reseptérlerinin aktive
ettigi PI3K/protein kinaz-B (PKB veya AKT) sinyal yolagi, pek ¢ok sinyal yolag ile
etkilesimde olan ve onemli hiicre i¢ci monomer konstantrasyonlarina bagli olarak
protein sentezi gibi pek ¢ok metabolik olayin diizenlenmesinde goérev alan
rapamisinin mekanistik hedefi (mTOR) sinyal yolagi, 6zellikle embriyonik gelisim
ile hiicre sagkaliminda 6nemli olan Wnt/B-Katenin sinyal yolagi ve stres ile aktive
olan p38 sinyal yolagidir (Kaidanovich-Beilin ve Woodgett 2011; Maurer ve ark,.
2014; Metcalfe ve Bienz 2011).
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Sekil 2. 25 GSK3 ile iliskili sinyal yolaklarina genel bir bakis (Maurer ve ark, 2014).

Post-mitotik noéronlarda IL-3, insulin, insilin-benzeri biylime faktorleri (IGFs),
NGF, BDNF ve Nt3/4/5 ile NPC'lerde FGF ve BMP gibi buyume faktorleri,
norotrofinler veya morfojenlerin varligi ile fosforile olan RTK'ler adaptor proteinler
aracili ile PI13K'y1 aktive etmektedir. Sonugta hiicre membraninin sitosolik yiizeyine
bakan inositol fosfolipidlerinin bas bolgesini fosforile edilmektedir. Burada
fosforilasyon bolgesini taniyarak aktive olan fosfoinositide bagiml kinaz-1(PDK-1)
ve mTOR' un rapamisine duyarli olmayan refakatcisi (Rictor))mMTOR kompleksi
(MTORC2) tarafindan aktive edilen AKT tarafindan Ser21 veya Ser9 fosforilasyonu-
na wugrayan GSK3 inaktive olmaktadir. Ayrica GPCR'lere baglanan
norotransmiterler, biiyime faktorleri veya peptid hormonlar1 tarafindan uyarilan
Fosfolipaz-C (PLC), PP2A/Arestin-2 ve adenilil siklaz enzimleri ile PKC, AKT ve
PKA aktive edilerek GSK3'in inhibe edici fosforilasyonunu saglayabilmektedir.
PIBK/AKT veya ERK aracilig: ile aktive olan,hiicre i¢i besin yetersizligi gibi stres
kosullarinda AMPK vb. proteinler araciliyla inaktive olan mTOR'un rapamisine
duyarh refakatgisi (Raptor)/mTOR kompleksi (mTORC1) normal sartlarda protein,
niikleotid ve lipid sentezi, ribozom biyogenezi gibi baz1 metabolik olaylar tetikleyen
baz1 proteinleri aktive etmekte, otofajiyi ise inhibe etmektedir. mMTORC1' nin aktive

ettigi proteinlerden birisi olan p70S6K ribozom biyogenezini tesvik etmekte, ayrica
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GSK3'U Ser21 veya Ser9 fosforilasyonu ile inhibe etmektedir (Bedse ve ark, 2015;
Hermida ve ark, 2017; Hur ve Zhou, 2010; Kaidanovich-Beilin ve Woodgett, 2011,
Maurerve ark, 2014; Taga ve ark, 2011)

AH risk faktorlerinde belirtildigi gibi yetersiz insilin sinyali PI3K sinyal yolaginin
caligmamasi aracilifiyla tau hiperfosforilasyonu ile iligkilidir. Bunun yaninda AP
oligomerleri tesvikiyle; aktive olan CK2 ve CAMKII kinazlar1 araciligiyla IR
endositozunu, anlatimi artan TNF-o araciliiyla tetiklenen JNK tarafindan, insdlin
reseptdr subsrati-1 (IRS-1)'in inhibe edici fosforilasyonuna sebep olmaktadir. Insiilin
direncinin ise; AP'y1 yikan enzimlerden olan insulin degrede edici enzim (IDE)
anlatimini azalttigi, PI3K/AKT sinyal yolaginin islememesine bagli olarakta noral
sagkalim, biiylime, sinaptik plastisite, 6grenme ve hafizay1 azalttigi, ayrica nitrik
oksit (NO.) sentetaz aktivasyonunu azaltarak NO.iiretimini diisiirdiigi ve sonugta
serebral kan akisini azalttigi, pro-inflamatuvar sitokinler ile ROS 'un seviyesini
arttirdig1 belirlenmistir (Baranellove ark, 2015; Bedseve ark,. 2015; Bosco ve ark,
2011).

MAPK ailesi: ERK'ler, SAPK/INK, ERK/Blyuk MAPK-1(BMK1) ve p38 grubu
protein Kkinazlar olarak 4 alt gruba ayrilmaktadir. Forbol esterleri tarafindan aktive
edilen PKC ya da plazma membranindaki kinaz veya kinaz uyumlu reseptorlerine
baglanan biiylime faktorleri araciligiyla aktive olan MAPK sinyal yolagindaki ERK
ve onun hedefi p90 ribozomal S6 kinaz-1 (p90RSK1) tarafindan da GSK'iin inhibe
edici fosforilasyonu s6z konusudur (Kaidanovich-Beilin ve Woodgett 2011).
PI3K/mTOR/AKT sinyal yolag: tarafindan aktive edilen p70S6K'mm ayni zamanda
Tau Uzerinde Ser 262/214 ve Thr 212 (zerinden fosforile ederek ve ribozomal
protein S6 fosforilasyonu araciligiyla tau mRNA'sinin sentezini arttirarak PHF
olusumunu tetikledigi gosterilmistir. p38 kendi icinde a, B, y ve & olarak
lokalizasyonlar1 ayn1 veya farkli olan dort alt tipe sahiptir. inflamasyon, hiicre
cogalmasi/sagkalimi/farklilagsmasi, stres cevabi1 ve apoptoz ile ilgili hedefleri
bulunmaktadir. TNFa, IL-1B/17, lipopolisakkaritler (LPS), mekanik stres, UV,
osmotik stres, trombin, yiksek glukoz, NO., estradiyol, GPCR veya RTK'lar

tarafindan aktive edilen p38'de GSK3'lin inhibe edici fosforilasyonunu
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tetiklemektedir. Ap  aracili  sitotoksisite ile de tetiklenebilen p38 tau
hiperfosforilasyonunda rol oynamaktadir. Ayrica oligomerik A aracili ile tetiklenen
rat sarkoma viral onkogen homolog (Ras) guanozin trifosfati hidrolize eden
monomerik enzim (GTPaz)/ERK sinyal yolagi ve GSK3 tarafindan APP Thr 668
fosforilasyonu ve tau hiperfosforilasyonu tetiklenmektedir. Benzer sekilde JNK'nin
AP  toksisitesi araciliyla tetiklenen glutamatarjik sinaps kaybinda tau
hiperfosforilasyonu ve APP Thr 668 fosforilasyonu ile iliskili oldugu
belirtilmektedir. APP Thr 668 fosforilasyonu onun kesilimini tetiklemekte ve
boylece AP kendi iiretimini tetiklemektedir (An ve ark, 2005; Kirouac ve ark, 2017,
Lee ve Kim 2017; Li ve Jope 2010; Pei ve ark, 2008; Taga ve ark, 2011).

GSK3 aktivitesini diizenleyen bir baska molekiil grubu olan Wnt'ler gelisim ve
homeostaside 6nemli olan parakrin faktorlerdir. Wnt sinyal molekiilii tek gecisli
LRP-5/6 ve ¢ok gecisli Frizzled es-reseptorleri tarafindan sitoplazmik alanda
algilanmaktadir. Wnt sinyali yoklugunda sitozolde yapi iskelesi proteinleri aksin ve
Adenomatous poliposis koli (APC) tarafindan tutulan kompleksteki GSK3 ve CK1
kinazlar1 beta-katenin (B-katenin) Tf'sini fosforile ederek onun yine ayn1 komplekste
bulunan Beta-transdisin tekrari iceren ubikuitin ligaz (E)-3 (E3) sinifina ait BTRCP
tarafindan ubikuitin (Ub)'lenerek UPS tarafindan yikilmasina neden olmaktadir. Bu
nedenle nukleustaki 3-katenin tarafindan hedeflenen genler kapali durumdadir. Farkli
gorlslere gore; Wnt sinyali varlifinda aktive olan koreptorlere baglanan dishevelled
yapi-iskelesi proteini araciligiyla aksin ve APC'nin tutulmasi sonucunda GSK3, CK1
ve BTRCP'yide iceren kompleksi dagitilir ya da GSK3 ile CK1 aktive olan LRP5/6
ve dishevelled tarafindan tutularak inaktive edilir Sonug¢ta UPS tarafindan
yikilmaktan kurtulan B-katenin nukleusa gogerek hiicre sagkalimu ile ilgili dnemli
genlerin sentezini saglamaktadir. Wnt sinyalindeki bozukluklarin AH ve kanserde
dahil pek ¢ok hastalikla iligkisi bildirilmistir (Hur ve Zhou 2010; Kaidanovich-Beilin
ve Woodgett 2011; Maurer ve ark, 2014; Metcalfe ve Bienz, 2011).

Aktif GSK3 proteini pek cok hiicresel olayda rol oynamaktadir. Ornegin Bcl-2
ailesinden proapoptotik Bax't direkt fosforile ederek aktive etmekte, antiapoptotik
Mcl-1"1da inaktive etmektedir. Blyume faktorl eksikligi, DNA hasar1 ve ER stres

gibi cesitli hiicresel stres kosullarinda GSK3, insan immun yetmezligi viriisii (HIV)
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transaktivator proteini (Tat)-etkilesimli protein-60kDa (Tip60)'1 aktive ederek p53
aracilt apoptozu tesvik etmektedir. Pro-inflamatuvar sitokinler, antijenler, cesitli
protein epitoplar: veya LPS gibi patojenik belirtegleraracilig ile aktive edilen TNFR,
B-hucre reseptort (BCR), TCR ve TLR gib reseptorler NFxB sinyal yolagini aktive
etmektedir. NFxB sinyal yolagi; kanonikal ve kanonikal olmayan sinyal yolaklari
olarak ikiye ayrilmaktadir. Ayrica RTK'lar veya GPCR'ler araciligi ile aktive edilen
AKT araciligi ile de NFkB TF'lerinin aktivasyonu s6z konusudur. NFkB TF'leri, pek
cok retikuloendoteliyosiz (REL)-benzeri domain igeren alt {initenin olusturdugu;
RELA/p65, RELB, NF«xB1/p105, NFkB1/p50, REL, NF«xB2/p52 ve en bol bulunan
p65/p50 homodimer veya heterodimer protein kompleksleri seklinde DNA'ya
baglanmaktadir. DNA'ya baglanan NFkB TF'lerinin transkripsiyonal hedefleri
arasinda C-IAP ve FLIP gibi hiicre sagkalimmi tetikleyen proteinlerde
bulunmaktadir. Aktif GSK3, NF«B inhibitorlerinden pl100'Un UPS tarafindan
yikilmasini1 saglayarak hiicre sagkalimini tetikleyebilmektedir (Lawrence, 2009;
Maurer ve ark, 2014; Weizmann Institute of Science, 2017). Bununla birlikte NFxB
p50/p65'in noronlardaki transkripsiyonal hedefleri arasinda APP ve BACEl'de
bulunmaktadir (Snow ve Albensi 2016).

AH'de p53 ve GSK3p'nin etkilesimi direkt ile ilgili ¢alismalarda elde edilen hipotez
su sekildedir: normal sartlar altinda p53 seviyesi arttifinda bir Ub ligaz 3 sinifindan
fare cift dakika 2 (Mdm2) enzimi tarafindan Ub'lenerek proteozomlarda yikimi
uyarilmaktadir, bununla birlikte DNA hasar1 gibi stres kosullar1 altinda p53 GSK3f3
ile etkilesime girerek stabilize edilir, bu durumda p53 GSK3B'min aktivitesini
tetikleyerek tau hiperfosforilasyonunu ve AP iiretimini saglamaktadir. Sonugta
tiretilen AP, p53'in transkripsiyonunu tetiklemekte ve ayrica UPS'yi inhibe ederek
p53'iin yikiminmi engellemektedir. Bu sekilde bir dongii olusmakta ve AH patogenezi
ilerlemektedir (Proctor ve Gray, 2010).

Aktif GSK3'Un hedeflerinden biride Okaryotik translasyon baslama faktorii-2-beta alt
iinitesi (eIF2B)'dir. Ornegin insiilin sinyali olmadiginda GSK3B fosforilasyonu
araciligr ile inaktive edilen edilen elF2B protein sentezinin baglatamamaktadir.
Yiksek glukoza bagl olarak insiilin sinyali varliginda ise defosforile edilerek aktive
olmaktadir ve protein sentezi baslamaktadir (Mariappan ve ark, 2008). Aktif
GSK3'ln hedeflerinden Miyelositomatosis viral onkogen homologu (Myc) Tf, siklin
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D ile siklin E hiicre buylmesi ve hiicre devrinin ilerlemesi i¢in énemlidir. GSK3
tarafindan fosforile edilerek inaktive edilen T hicresinin nuklear faktori (NF-AT),
kalsindrin aktivitesiyle defosforile edilerek nukleuse gocmektedir. Ozellikle T hiicre
aktivasyonuyla adi anilsada MSS'de mikrogliya aktivasyonunda 6nemlidir. Diisiik
kalsinorin  aktivitesinin  AH'deki sinaptik fonksiyon bozuklugu, mikrogliya
aktivasyonu ve ndronal 6liimle baglantisi gosterilmistir. Ayrica AH evrelerinde farkli
NF-AT'lerin nukleusta biriktigi, in vitro calismalarda ise NF-AT'nin inhibe
edilmesinin AP tesvikli néronal hasar1 azalttig1 gosterilmistir (Abdul ve ark, 2010;
Maurer ve ark, 2014). Tau kinazlarindan ERK, JNK ve p38 tarafindan aktive edici
fosforilasyona maruz kalan aktivatér protein-1 (AP-1) Tf alt Unitelerinden proto-
onkogen Jun ailesi yine bir diger tau kinazi olan GSK3 tarafindan inhibe edici
fosforilasyona ugramaktadir. Jun alt Gnitelerinin yine AP-1 alt Unitelerinden Fos
ailesiyle farkli sekillerde olusturduklari dimerler hiicre sagkalimi, stres cevabi gibi

pek cok farkli gorevden sorumludur (Sweeney ve Firestein, 2007).

2.7.2 Sikline Bagimh Kinaz-5 ve NOrodejenerasyon

Sikline bagiml kinaz (Cdk)'lar ailesinden olan CDKS, diger Cdk'lerdan farkli olarak
mitotik hiicrelerde hiicre devrinde aktif rol oynamamaktadir. Ayrica CDKS5'in
aktivitesi kendine 6zgli baglanma proteinleri olan CDKS5 diizenleyici alt {inite 1
(CDKR1 veya p35) ve CDKS diizenleyici alt tinite 2 (CDKR2 veya p39) tarafindan
duzenlemektedir. p35 beynin serebral korteksinde yiiksek oranda sentezlenirken, p39
baskin olarak arka beyin ve post-natal serebral kortekste sentezlenmektedir.
CDKJ5/p35 birlikteligi ekzositoz, sinaptik plastisite, néronal sagkalim, noral gelisim
ve gog¢, farkli kinazlar arasinda iletisim, hiicre adhezyonu, hiicre iskeleti
proteinlerinin dizenlenmesi ve bellek gibi pek ¢ok hiicresel ya da sistemsel olayin
diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Castro-Alvarez ve ark, 2014; Shah ve Lahiri,
2014; Shukla ve ark, 2012).

Cogalan hiicrelerde Cdk-bagimli inhibitor (CKI)'ler, 6rnegin CKI-1A (p21 Cipl) ve
CKI-1B (p27 Kipl) tarafindan veya Wee kinazlar ve membran-iliskili Tyr ve Thr-
spesifik Cdc2 inhibitér kinaz (Mytl) tarafindan fosforilasyon ile inhibe edilmektedir.
Bununla birlikte siklinler ve Cdk7 fosforilasyonu ile aktive edilmektedir. Post-
mitotik noronlarda ise SiklinD1, SiklinE ve GST-P1 (GSTP1) tarafindan inhibe
edilen CDKS, Siklinl, p35 ve p39 protein birliktelikleri veya Abl, EphA tarafindan

50



fosforile edilerek aktive olmaktadirlar. ER stres veya eksisotoksisite kaynakli hiicre
ici Ca*? konsantrasyonunun artmasi ile aktive olan kalpainler tarafindan kesilen p35
veya p39 proteinlerinin drlnleri olan p25 veya p29 drinleri CDK5'in
hiperaktivasyonuna neden olmaktadir. p35'in CDKS tarafindan fosforilasyonu ve bu
fosforilasyonun PP2A ile PP1 tarafindan geri dondiiriilmesi tarafindan protein
kompleksinin aktivitesi duzenlenmektedir (Castro-Alvarez ve ark, 2014; Shah ve
Lahiri, 2014; Shukla ve ark, 2012).

Norotoksik sinyaller altinda CDKS5'in noronal o6liimii  tetiklemesinde farkl
mekanizmalar s6z konusudur. Ornegin AP tesvikiyle CDKS aktivitesinin
Transkripsiyonun sinyal doniistiirlicisii ve aktivatorii-3 (STAT3) Tf"yi fosforile
ederek nukleusa gociinii tesvik etmektedir. Sonucta STAT3'lin hedef genlerinden
BACE-1'in anlatimi tesvik edilerek APP kesilimi ve AP Uretimi tetiklenmektedir.
Ayrica AP tesvikiyle artan CDKS5 aktivitesinin GSK3p ve PP1 inhibe edici
fosforilasyonunu ancak sonugta tau fosforilasyonunu, p38 ve JNK'nin aktive edici
fosforilasyonunu ve golgi cisimcigi fragmentasyonun tetikledigi belirlenmistir
(Cheung ve Ip, 2012).

Artan CDKS5 aktivitesinin; sagkalim genlerinin sentezinden sorumlu olan miyosit-
spesifik ylkseltici faktor-2D (MEF2D)' nin inhibe edici fosforilasyonu, HDACL' in
inhibisyonu araciligi ile ¢ift zincirli DNA kiriklarinin artmasi ve hiicre devri
proteinlerinin anormal sentezi, antiapoptotik protein hungtingtinin ya da DNA c¢ift
zincir kiriklar ile aktive olan Ataksi-Telenjiektazi kinaz (ATM)'in fosforilasyonun
veya p53'in direkt fosforilasyonu aracilii p53 proteinin stabilizasyonu ve
aktivasyonu, DNA' nin baz-kesip ¢ikarma onarimi (BER)'dan sorumlu olan
apurinik/apirimidinik endontikleaz-1 (APE-1)"in inhibe edici fosforilasyonu ve ndron
sitoplazmasinda konumlanan antioksidan enzim peroksiredoksin-2 (Prx2)'nin inhibe
edici fosforilasyonuyla tetiklenen oksidatif stres araciligi ile ndronal oOliimii
tetikleyebilmektedir (Zhu ve ark, 2011).
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Sekil 2.26 Norotoksik sinyaller altinda CDKS aracili noronal 6liimiin sematize edilmesi (Zhu
ve ark, 2011).

2.8 ENDOPLAZMIiK RETIKULUM STRESI VE
NORODEJENERASYONDAKI ONEMi

ER, sitosolden tek katli lipid membrani tabakasiyla ayrilmis tubular yapida biiyiik bir
organel sistemidir. ER sinyali igeren proteinler sitosolden ¢esitli kanallar araciligi ile
ER liimenine veya membranina girerek golgi cisimcigi, endozomlar ve plazma
membranin arasinda bir zar ve protein akimina katilmaktadirlar. Sitoplazmadaki
proteinler ise icerdikleri sinyallere go6re nukleus, mitokondri, kloroplast ve
peroksizomlara gitmekte veya sitosolde kalmaktadirlar. ER liimenine alinan
proteinler saperon ER saperon proteinleri tarafindan bir kalite kontroline maruz
kalmaktadir. ER liimenindeki ya da membranindaki yanlis katlanmis proteinlerin
dogal yapilarina katlanmalar1 saglanamazsa ER-iliskili protein degredasyonu
(ERAD) adi verilen proteinleri sitosole donerek UPS ile yikimlarini igeren bir
dizenleme mekanizmasi devreye girmektedir. (Bermales ve ark, 2012; Hetz ve
Saxena 2017; Lemus ve Goder 2014; Perri ve ark, 2016).

NoOronlarda oksidatif stres, genetik mutasyonlar, SNP'ler, noral yaslanma, UPS ve
ERAD fonksiyonundaki bozukluklar, post-translasyonal modifikasyonlardaki
degisimler, noroinflamasyon, salgt yolaklarindaki bozukluklar ve Ca*?

diizenlenmesindeki bozukluklar proteinlerin yanlis katlanmasi veya birikimini
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tetiklemektedir. Bu durumda ER limenindeki veya sitosoldeki protein birikimleri ER
stresi tetikleyebilmekte veya ER streside protein birikimlerini tetikleyebilmektedir.
Sonugta Kkatlanmamis protein cevabi (UPR) adi verilen bir sistem devreye
girmektedir. UPR protein katlamasi ve kalite kontrolii mekanizmalarini tetikleyerek
ER stresini baskilayabilir, bu durumda protein birikimleri ile bozulan néronal
plastisite diizeltilebilmektedir. Ancak ER homeostasisisin yeniden saglanmamasi
durumunda uzun siren ER stresi sinaptik fonksiyon bozuklugu, aksonal
dejenerasyon veya noronal 6limu tetikleyebilmektedir. ER stresi pek ¢ok hastalikla
iliskili olmakla birlikte 6zellikle proteinopatilerdeki rolti Gnemlidir (Bermales ve ark,
2012; Hetz ve Saxena 2017; Lemus ve Goder 2014; Perri ve ark, 2016).

2.8.1 Endoplazmik Retikulum Stresinin Molekiiler Mekanizmasi

ER'de proteinlerin kalite kontrolii: saperonlar tarafindan protein katlanmasinin dogru
kontroli ve ERAD aracilig1 ile yanlis katlanmis proteinlerin degredasyonu ile
olmaktadir. ERAD ile kalite kontrolinde yanhs katlanmis proteinler ER
membranindaki 6zel translokon sistemi ile sitosole geri transloke edilmektedir. Bu
esnada ER membraninda bulunan E3 tarafindan geri-transloke edilen proteininin
sitosolik kismi Ub' lenir ve olaya diger E1 ve E2'ninde katilmasiyla ¢oklu-ubikuitin
zinciri (PUC) olusur. Yine sitosolde bulunan deubikitinaz (DUB) tarafindan dogru
katlanmig proteinler iizerindeki Ub kaldirthip ER'ye geri translokasyonlari
saglanmaktadir. Uzayan Ub zincirleri ER limenindeki veya sitosoldeki proteinlerin
proteozomlara yonlendirilmesini saglamaktadir (Lemus ve Goder 2014; Omura ve
ark, 2013).

ER saperon proteinleri; protein disilfit izomeraz (PDI), Ca*? iliskili kalretikulin
(CALR) ile kalneksin (CALNX), glukoz-diizenlenmis protein-78 kDa (GRP78) veya
diger adiyla immunoglobulin agir zincir baglanma proteini (BIP), 1s1 sok proteini
(HSP) 90 (HSP90) veya GRP94, GRP170 ve HSP47'dir. ER membraninda bulunan
transmembran stres algilama proteinleri: inositol gerektiren enzim 1o (IRE1a), aktive
Tf 6 (ATF6) ve protein kinaz RNA-benzeri ER kinaz (PERK)'dir. Normal sartlarda
ER liimeninde proteinlerle etkilesmeyen BIP saperon proteinleri tarafindan ER
liimenine bakan kisimlari tutularak inaktive durumda olan bu tranmembran stres

algilayic1 proteinler, ER limeninde hatali katlanmis veya biriken proteinlerin varlig
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durumunda BIP saperon proteinlerinden serbestlenirler ve aktive olurlar. PERK ve
IREla, N -ucu domainleri ER Iimeninde bulunan tek gegisli tip-1, ATF6 ise N-ucu
domaini sitosolik yuzeye bakan tek gecisli tip-2 transmembran proteinlerdir.
PERKve IREla'nin sitosolik domainleri Ser/Thr kinaz aktivitesi tasimaktadir. ER
stresi durumunda PERK'in otofosforilasyon ve oligomerizasyonu, IREla' nin ise
bunlara ¢k olarak endoriboniikleaz aktivitesinin tesvik edilmesi s6z konusudur.
Sonugta UPR aktive olmaktadir (Sekil 2.27) (Bermales ve ark, 2012; Cabral-Miranda
ve Hetz 2017; Graner ve ark, 2015).
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Sekil 2.27 Memelilerde ER stresi ve UPR iliskili sinyal yolaklar: (Cabral-Miranda ve Hetz
2017).

PERK aktivasyonu ile elF2o'nin inhibe edici fosforilasyonu araciligiyla genel
translasyon inhibe edilmektedir. Ancak elF2a bagimsiz olarak bazi spesifik
mRNA'larin translasyonu devam eder ve aktive Tf4 (ATF4) bunlardan biridir.
ATF4'in transkripsiyonel hedefleri arasinda; ER saperonlari, otofaji iliskili genler,
redoks ve amino asit metabolizmasi ile ilgili genler bulunmaktadir. Kronik ER stres
durumunda ATF4'Un transkripsiyonel hedeflerinden olan CCAAT/yukseltici-
baglanma-proteini-homolog protein (CHOP) Tf bulunmaktadir. CHOP Tf; PP1'in
duzenleyici alt Unitesi-15A ya da buyime tutulumu, DNA hasan ile tetiklenen
protein 34 (GADD34), ER oksidorediiktaz 1a (Erola), TRAILR-2 ve yalnizca BH3

54



ile TM domaini iceren proapoptotik proteinlere ait genlerin aktivasyonundan
sorumludur. Erola araciligi ile ER'nin hiperoksidasyonu sonucu inositol trifosfat
reseptor (IP3R)'Unun aktivasonu sz konusudur. Bu durumda; ER limenindeki
yilksek konsatrasyondaki Ca*® nin sitosole veya IP3R ile VDAC'!n HSP70
ailesinden GRP75 (HSP75) tarafindan baglanmasiyla olusan mitokondri iliskili ER
membrani (MAM) araciligr ile mitokondriye gegmektedir. Normal sartlar altinda
IP3R aracili MAM olusumu BiP, AKT, Bcl-2/XI tarafindan inhibe edilirken kronik
ER stres durumunda sitosolde kalpain aktivasyonu ile kaspaz-12 kesilimi ile
baglatilan apoptotik yolagin, MAM araciligiyla gergeklesen MMP ile i¢sel apoptotik
yolagin ya da TRAILR?2 araciligi ile dissal apoptotik yolagin tesviki s6z konusudur.
Ayrica GADD34 tarafindan diizenlenen PPl'in akitivasyonu ile elF2a'nin
defosforilasyonu sonucunda protein translasyonunun yeniden baslatilmasit soz
konusudur (Cabral-Miranda ve Hetz, 2017; Deldicque, 2013; Perri ve ark, 2016;
Sano ve Reed 2013; Schéfer ve ark, 2014).

IREla aktivasyonuyla tetiklenen IREla-bagimli mRNA yikilimi (RIDD) ile
sagkalimu tetikleyen proteinlerin ve ER'1 hedefleyen salgi proteinlerinin mRNA'larim
hedeflenmektedir. Ayrica IRElo'nin endoniikleaz aktivitesi X-kutusu baglanma
proteini-1 (XBP1) icerisindeki 26 nikleotidlik bir intron bdlgesinin kesilimini
tetiklenmekte ve olusan Kesilmis XPB1 izoformu (XBP1s) mRNA'sindan aktif
XBPl1s TF'1U sentezlenmektedir. XBP1'in transkripsiyonal hedefleri arasinda ER
saperonlari, ERAD, otofaji, lipid biyosentezi sagkalim ile iliskili genler
bulunmaktadir. IREla fosforilasyonu sonrasi TNF reseptori iliskili faktor 2
(TRAF2) ve MAPK ailesinden apoptoz sinyal duzenleyici kinaz 1 (ASK1)
aktivasyonuda saglanir. Boylece kappa B'nin inhibitorii (IkB) kinaz (IKK)'nin aktive
edici fosforilasyonu ile IkB'nin fosforilasyonu ve UPS'de yikilimi sonrasit NFxB
sinyal yolagi aktive edilir. Boylece pro-inflamatuvar genlerin sentezi tetiklenir.
Ayrica p38 ve SAPK/INK'larin aktivasyonu sonucu; AP1 fosforilasyonu aracili
inflamatuvar genlerin sentezinin tetiklenmesi, antiapoptotik Bcl-2 ailesi Uyelerinin
inhibe edici fosforilasyonlar1 veya Tflerin aktivasyonu ile pro-apoptotik genlerin
sentezi, BIM ve BAD'!n aktive edici fosforilasyonlar1 araciligi ile icsel yolaktan
apoptozu tetiklenmesi soz konusudur. ER stresi durumunda ATF6, Golgi aygitina

transfer olmakta ve buradaki bolge 1/2 (SP1/2) proteazlar tarafindan kesilerek

55



sitosolik ATF6 fragment (ATF6f)'ini olusturmaktadir. Sonugta aktive forma gecen
ATF6f TF 'miin bazi hedefleri; ERAD, CHOP, XBP1 ve ER saperon genleridir
(Cabral-Miranda ve Hetz 2017; Deldicque, 2013; Perri ve ark, 2016; Sano ve Reed
2013; Schafer ve ark, 2014).

2.8.2 Norodejeneratif Hastahklarin Endoplazmik Retikulum Stresi ile Tliskisi

NH'lerde biriken farkli proteinler, ¢esitli mekanizmalar aracilii ile ER stresini
tetiklemektedir (Sekil 2.28). Oregin AH'de biriken tau, Hungtington hastaliginda
biriken hungtingtin ve ALS'de biriken mutant SOD1 proteinleri ERAD aracili kalite
kontrolii ile proteozomal yikima ket vurmaktadir. Ayrica AH'de biriken AP, prion
hastaliginda biriken prion ve hungtingtin birikimleri ER'den Ca*? salimimimi tesvik
ederek homeostasisi bozmaktadir. PH'da a-syn, ALS'de mutant vesikul-iligkili
membran protein- iliskili protein B (VAPB) ya da hungtingtin protein birikimleri
ER'den Golgiye vesikiil trafigini ve ER stres sinyal proteinleri aracili UPR
aktivasyonunu inhibe etmektedirler. Alfa-syn , mutant SOD1, prion veya ALS'de
RNA baglanma proteini olan sarkomda erimis (FUS)'in mutant formunun birikimleri
ER saperonlarindan PDI ailesine mensup ER-yerlesik proteini 57 (ERp57) ve BIP'in
inhibisyonu araciligiyla dogru protein katlanmasi ve post-translasyonal

modifikasyonlarina ket vurulabilmektedir (Hetz ve Saxena 2017).
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Sekil 2.28 Norodejeneratif hastaliklarda biriken proteinlerin ER ve UPR Uzerindeki etkileri
(Hetz ve Saxena 2017).

2.8.2.1 Endoplazmik Retikulum Stresinin Taupatiler ve Alzheimer Hastaligi ile
Iliskisi

GWAS!'lar araciligr ile PERK geninine ait farkli alellerin PSP gibi ¢esitli taupatiler
icin risk faktorii oldugu belirlenmistir. Yapilan c¢aligmalarda ER stresinin NFT
olusumunun erken asamalarinda noronlarda tetikleyici unsur oldugu, ayrica
taununda ER stresini tetiklemesiyle karsilikli bir aktivasyonun s6z konusu oldugu
belirlenmistir. IRELla fosforilasyonu ile aktive olan XBP1s TF'niin hedefleri arasinda
bulunan APP bulunmaktadir. Ayrica IREla ile aktive edilen JNK yolagida sentezi
artan APP'nin kesilimini tetikleyen fosforilasyonunu uyarmaktadir. Sonugta AP
birikimi  tetiklenmektedir. Yapilan c¢alismalarda BIP ile HSP27 gibi ER
saperonlarinin anlatimlarmm AH'li bireylerin beyin otopsilerinde yiiksek oldugu,
BiP'in amiloid plaklar ile PDI' nin ise NFT ile aym bdlgelerde konumlandig
gosterilmigtir. Ayrica fosforile olmus PERK ve elF2aminda NFT'ler ile aym
bolgelerde konumlandig1 gosterilmistir. AH'de hiperfosforile tau'nun; diz ER ile
Golgi'nin yapisal degisimlerini, tau'nun anormal N-glikolizasyonunu ve diz ER ile

mitokondrilerin azalmasini tetikledigi gesitli ¢alismalarda gosterilmistir (Bruch ve
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ark, 2017; Cabral-Miranda ve Hetz, 2017; Igbal ve ark,. 2010; Perri ve ark, 2016;
Yuan ve ark, 2018).

2.9 HUCRESEL GERI DONUSUM SISTEMLERI VE
NORODEJENERASYONDAKI ONEMI

Hilcrede proteinlerin katlanma ara driinleri NH'de oldugu bazi saperonlar,
mutasyonlar, oksidatif stres veya post-translasyonal —modifikasyonlardaki
degisiklikler araciligr ile yanlis katlanabilirler. Bu yapilar baz1 saperon proteinleri
aracili ile katlanma ara iirlinleri formuna geri dondiirtilebilir. Bu durumda
proteinlerin dogal formlarina katlanmalar1 tesvik edilebilir. Ancak yanlis katlanan
proteinlerin miktar1 fazla oldugunda molekiiler saperon sistemleri yetersiz kalir ve
hiicresel geri doniisiim sistemlerinin devreye girmeleri gerekir. Bu sistemler otofaji
ve UPS'dir. Hiicrede dogal protein formlar1 ve yanlis katlanan proteinler daha ¢ok
UPS tarafindan temizlenirken otofaji ile yanlis katlanan proteinler ve onlarin
oligomerleri, yaslanmis organeller gibi daha biiyiik yapilar geri doniistiiriilmektedir.
Hiicresel geri doniisiim sistemleri yetersiz kaldiginda ise yanlis katlanan protein
oligomerleri ve fibrilleri inkliizyon cisimciklerini olusturmaktadir (Dantuma ve Bott
2014; Lackie ve ark, 2017).

2.9.1 Otofaji Cesitleri ve Mekanizmasi

Otofaji; makrootofaji, mikrootofaji ve saperon aracili otofaji (CMA) olarak 3 ana
sinifa ayrilmaktadir. Mikrootofaji sitoplazmik icerikteki proteinlerin lizozom
membrani tarafindan invajinasyonu ile, CMA ise sitosolde HSP70 ve es-saperonlar
aracilig1 ile taninan lizin/fenilalanin/glutamik asit/arjinin/glutamin (KFERQ) motifi
iceren proteinlerin lizozom membranindaki lizozom-iliskili membran proteini-2
(LAMP-2A) tarafindan lizozom igerisine translokasyonu ile yikilmalarini
icermektedir. Makrotofaji: ER, trans golgi ag1 (TGN), plazma membrani, nukleus
membrani veya mitokondridis membrani gibi farkli kaynaklardan elde edilen veya de
novo olarak sentez edilen fagofor yapisinin biyik protein oligomerleri veya yash
organelleriigine alacak sekilde uzayip kapanarak otofagozom, ge¢ endozom veya
lizozom ile otofagozomun kaynasmasiyla olusan otofagolizozomlarda asit hidrolazlar
tarafindan otofagozomun i¢ membraninin ve liimenal igeriginin sindiriminin

gerceklesip aciga cikan metabolik Onciillerinin sitosole birakilmasi asamalarin

58



iceren mekanizmadir. Makrootofaji iligkili protein (Atg)'ler, makrootofajiyi
duzenleyen yaklasik 33 proteinin bulundugu bir ailedir (Choi ve ark, 2013; Okamoto,
2014; Yates ve ark, 2017).

2.9.1.1 Makrootofajinin Molekller Mekanizmast

Makroofajide ilk olarak mMTORCL1 sinyalinin inhibisyonuna bagli olarak Unc51
(C.elegans)-benzeri otofaji aktive edici Ser/Thr kinaz (ULK1 veya AtglA)
kompleksinin uyarilmasi s6z konusudur. ULK 1 kompleksi: ULK1, ATG101, ATG13
ve Fokal adezyon kinaz (FAK)-iliskili protein-200kDa (FIP200 veya ATG17)'den
olusmaktadir. ULK1 ve ATG13, mTOR tarafindan inhibe edici, AMPK tarafindan
aktive edici fosforilasyona, TIP60 tarafindan asetilasyona ve TRAF6 tarafindan
coklu-Ub' ne ugramaktadir. ULK1, kendisini ve ayrica ATG13, FIP200 ile ATG10L'i
fosforile etmektedir. Ub ve asetilasyon ULK1 kompleksini tetiklemektedir. Normal
sartlarda golgi, TGN ve endozomlar arasinda tasinan bir transmembran protein olan
Atg9'un, aglik vb. otofaji tetikleyici stres varliginda ULK1 ve ATGI13 tarafindan
fosforile edilerek otofagazom olusturacak bolgede birikimi saglanir. Atg9, fagofor
olusturulma bolgesi (PAS)'m belirlenmesini saglayan proteindir. Daha sonra
vakuolar protein siniflandirma (Vps) 34 (Vps 34) kompleksi, ULK1 kompleksi
tarafindan fosforilasyon ile aktive edilerek PAS'ta birikmekte ve otofajik vesikiliun
cekirdeklenmesini saglamaktadir. Vps34 kompleksi: PI3K-katalitik alt Gnite tip-3
(PIK3C3 veya Vps34), sargili bobin miyozin-benzeri Bcl2-iliskili protein (Beklinl,
ATG6 veya VPS 30), UV-direncli-iliskili (UVRAG, Beklin-1 baglanma proteini
veya p63) ile otofaji ve Beklin 1 diizenleyici 1 (Ambral)'den olusmaktadir. ULK1
tarafindan aktive edilen kompleks Vps34 araciligi ile fosfotidil inositollerin bas
gruplar1 fosforile edilmektedir. Bu sayede otofagozom membraninin uzamasiyla
iligkili ~ Ub-benzeri  konjugasyon  sistemleri  otofagozom  membranina
yonlendirilmektedir. MAP 1-hafif zincir 3a (LC3A veya ATG8E) veya MAP1 hafif
zincir 3p (LC3B veya ATGS8F), ilk olarak bir sistein proteaz olan ATG4 tarafindan
kesilerek LC3A/B-I'i adin1 almakta, ardindan ise E1 benzeri Ub-benzeri duizenleyici
aktive edici enzim (ATG7) ve E2 benzeri Ub-benzeri konjuge edici enzim (ATG3)
aracilig1 ile ubikutinlenmektedir. ATG10, E3 benzeri aktivite gosteren ATG5 ve
ATG12'nin konjugasyonunu saglamaktadir. ATG5/ATG12, LC3-I'in lipidasyonunu
saglayarak onun otofagozom tizerindeki fosfotidil etanolaminler ile LC3A/B-II adini

alacagi konjugasyonunu saglamaktadirlar. ATG16 benzeri 1 (ATG16L1) ise
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ATG5/ATG12 ile LC3'nin etkilesimini saglamaktadir. Segici otofaji s6z konusu
oldugunda ise yanlis katlanan proteinlerin veya hasarli organellerin Oncelikle
Ub'lenmesi,ardindan ise Ub-baglanma proteini sekuestozom 1 (p62) gibi bir adaptor
protein ve 0zgll otofaji reseptorii aracili ile otofagozom membrani ile baglanti
kurmasi gerekmektedir. LC3A/B-II yapisinin olusumu otofagozom yapisinin kapanip
olgunlagsmasini ifade etmektedir (Sekil 2.29). Daha sonra olgunlasmis otofagozom ile
ge¢ endozom veya lizozom membranlarinin kaynasmasi ise ¢6zUnlr N-etilmaleimid -
duyarl faktor baglanma protein reseptdr (SNARE)'leri ve Ras-iliskili GTP-baglanma
proteini 7 (Rab7) GTPaz tarafindan diizenlenen bir protein kompleksi ile
saglanmaktadir (Gatica ve ark, 2018; Miller ve ark, 2015; Okamoto, 2014; Sano ve
Reed 2013; Yates ve ark, 2017; Zachari ve Ganley, 2017; Zaffagnini ve Martens
2016).

2.9.1.2 Makrootofajinin Hucre Oltimi, Endoplazmik Retikulum Stresi ve mTOR

Sinyal Yolag ile Iliskisi

ER stresi sonucunda IP3R'den salinan Ca*?nin aktive ettigi CaMK kinaz( CaMKK)
mTORCL1'i inhibe ederek otofajiyi tetikleyen ULK1 kompleksinin aktive edilmesini
saglamaktadir. Anti-apoptotik protein Bcl-2 ile Beklin 1'n etkilesimi otofajiyi inhibe
etmektedir. ER stresinde IREa araciligiyla JNK aktivasyonu ile Bcl 2'nun inhibe
edici fosforilasyonu, Beklin 1'm serbestlenmesi sonucu otofaji tetiklenmektedir. Bir
baska mekanizma ise kronik ER stresi ile tetiklenen MAM aracili mitokondri Ca *2
konstrasyonu artiginin, mitokondri biitiinliigliniin bozulmasi sonucu sitoplazmik
ATP'yi arttirmas1 ile AMPK'nin ve dolayisiyla makrootofajinin inhibe edilmesini
ongormektedir. Ayrica IREa araciliyla aktive olan XBP1s TF, Beklin-1 anlatimini
arttirarak otofajiyi tetiklemektedir. Proapoptotik BIM araciligi ile Beklin 1'in
mikrotubullerde tutulumuda otofajiyi inhibe etmektedir.Apoptotik kaspazlarin
aktivasyonu ile Beklin 1 ve ATG 4'Un kesilimi de otofajiyi inhibe etmektedir.
ATG12'nin konjuge olmayan formu pro-apoptotik yalnizca BH3 ve TM domaini
iceren proteinlere benzerlik gostermektedir. Bu nedenle Bcl 2'yi tutarak icsel
yolaktan apoptozu tetiklemektedir. Ancak anti-apoptotik Bcl-xI'in anlatiminin yiiksek
olmasi, ATG3 ve ATGI2'nin konjugasyonunu saglayarak apoptozun inhibe
edilmesine neden olmaktadir. Eksisotoksisite veya ER stresi araciligi ile tetiklenen
Kalpain aktivasyonu sonucu ATGS5'in kesilimide otofajiyi inhibe etmektedir.
Bununla birlikte PERK aktivasyonu ile aktive olan ATF4 TF'U ATG12 ve CHOP
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anlattmin1  arttirmaktadir. Ayrica CHOP araciligtyla da  ATGS'in - anlatim
tetiklenmektedir. Sonucta PERK aktivasyonu ile otofaji tetiklenmektedir (Sekil 2.29)
(Gorman, 2008; Sano ve Reed, 2013; Tait ve ark, 2014).

Ca® ENDOPLASMIC RETICULUM

ULK complex Vesicle nucleation Vesicle elongation Autophagosome

Sekil 2.29 Makrootofajinin molekiiler mekanizmasi ve ER stres ile iligkisi (Sano ve Reed
2013).

Otofagozolizozomun asidifikasyonu vakuolar tip-ATPaz (V-ATPaz) pompast ile
saglanmakta ve bu olay diizenleyici proteinlerle kontrol edilmektedir. mMTORC1
tarafindan bu dizenleyici genleri kodlayan Tf'nin inhibe edici fosforilasyonuda
otofajik icerigin yikimimi engellemektedir (Puertollano ve ark, 2018). Otofajinin
duzenlenememesi veya anormal derecede tetiklenmesi hicre  6limini
tetikleyebilmektedir. Ornegin anormal derecede tetiklenen otofajinin FADD
tutulumunu arttirarak RIPK3 aktivasyonu araciligi ile nekroptozisi tetikleyebilecegi
veya RIPK1 yikilimi ile nekroptosizi inhibe edebilecegi Ongoriilmiistiir. Ayrica
otofajinin tetiklenmesi ancak tamamlanamamasinin RIPK1 stabilizasyonu ve ROS
iretiminin artmasiyla nekroptozisi tetikleyebilecegi belirtmektedir (Duprez ve
ark,2009; Gorman, 2008; Kroemer ve ark, 2009; Matarin ve ark, 2015; Tait ve ark,.
2014).

2.9.2 Molekiiler Saperonlar ve Norodejenerasyon

AP ile es konumlanan molekiiler saperonlardan; HSP10 protein katlanmasi gorevi ile
mitokondri, sitosol, ER ve nukleusta ya da HSP60 protein birikiminin 6nlenmesi

gorevi ile mitokondride bulunmaktadir. Tau, AB, hungtingtin ve o-siniiklein ile es
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konumlanan HSP27; sitosol, ER ve nukleusta protein yikimi gérevi yapmaktadir. Af,
hungtingtin, oa-syn ve prion ile es konumlanan; HSP70 protein
katlanmasi/katlananmamis forma dondiiriilmesi gorevlerini sitosol, ER, nukleus ve
mitokondride, HSP90 ise protein yikimi veya Tf gorevleri ile sitosol ve ER'de
bulunmaktadir. Hungtigtin ve a-syn ile sitosolde es konumlanan HSP40 gen anlatimi,
translasyonun baslamasi, protein katlanmasi veya dogal haline dondiiriilmesi,a-Syn
veya prion ile sitosol ve ER'de es konumlanan HSP104/110 ise 1s1 dayaniklilig
gorevlerini gerceklestirmektedir (Maiti ve ark, 2014; Wang ve ark, 2014).

HSP90, ATP veya ADP bagl degilken agik konformasyonda olan ve yalnizca C-ucu
domainleriyle etkilesen dimerlerden olusmaktadir. ATP baglandiginda ATPaz
aktivitesi gosteren N-ucu domainleri de dimerize olarak kapali konformasyonu
alirlar,bu durumda ATP hidrolizi tetiklenerek ADP bagli yari-acik konformasyona
erisilmektedir. ADP'nin ayrilmasi sonucunda ise kapali konformasyona tekrar erisilir
ve bu bir dongu seklinde devam etmektedir. Yanlis katlanmis proteinlere yuksek ilgi
genellikle ADP bagli formdadir. HSP90 aktivitesi; istemci proteinler: kinazlar, farkli
enzimler, Tfler ve hiicre iskeleti elemanlari, es saperonlar: HSP 40/70/104,
prostaglandin E sentaz 3 (p23), Cdc37 ile ATPaz homolog 1 (Ahal), gegici reseptor
potansitel (TRP) domaini iceren: Hsp70/Hsp90 organize edici protein (HOP), E3
gorevindeki HSP70'in C-ucu-etkilesimli protein (CHIP) ile PP5 vb. proteinler
tarafindan kontrol edilmektedir (Maiti ve ark, 2014). Ornegin HSP70 ATP
hidrolizinin tesvikini dizenlemektedir. Yanlis katlanmis proteinlerde HSP90"'n rolii
tam anlamiyla aciklanamamistir. Clnkii yapilan calismalarin sonuglar1 tezatliklar
igermektedir. Ornegin; /n vivo C.elegans modelinde HSP90 ve es-saperonlarmin
nakavt edilmesi sonucu AP toksisitesi artarken, in vivo AH modeli farelerde HSP90
inhibitorlerinin kullanilmas1 AP toksisitesini inhibe etmektedir. Bununla birlikte
HSP70'in genel olarak nérodejenerasyona karsi korumada oénemli oldugu, HSP90'in
ise 1s1 sok faktorii 1 (HSF1) Tf' 'nii inhibe ederek HSP70 ile HSP40 gibi diger
saperonlarin anlatimlarin1 azaltmasi araciligr ile NH'yi tetikledigi belirtilmektedir

(Lackie ve ark, 2017; Wang ve ark,. 2014).

2.9.3 Hiicresel Geri Doniisiim Sistemlerinin Norodejenerasyondaki Onemi

Pek ¢ok NH'de gerceklesen farkli protein birikimlerine benzer sekilde, Taupatiler ve

AH'de biriken tau proteinin hiicresel yikim mekanizmalari; monomerik tau'nun Ub-
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bagimsiz olarak 20 sedimenastasyon katsayisi (S)'na sahip proteozomlarda yikimi ya
da fosfo tau, kesilen tau ile PHF'nin 26S UPS'de yikimi ve NFT'nin segici veya segici
olmayan otofaji ile yikimidir. Proteozom sistemi 20S kor bolgesi ile iki adet bas
bolgesi olarakta ifade edilen 19S diizenleyici kisimdan olugsmaktadir. Normal sartlar
altinda tau 20S kor bolgesi tarafindan taninarak yavas sekilde yikilabilmektedir,
ancak stres kosullar1 altinda iken UDb-edilmis tau 19S bas bolgesi kisimlarinca
taninarak hizl bir sekilde yikimi diizenlemektedir (Lee ve ark, 2013; Wang ve ark,
2014).

2.9.3.1 Alzheimer Hastaliginda Molekiiler Saperonlarin Hiicresel Geri Déniisiim

Sistemleri ile Iliskisi

Sekil. 2.30'da gosterildigi gibi, AP oligomerleri HSP90/70/40 saperon sistemi aracili
ile AB monomerlerine ¢evrilebilmekte ya da otofaji ve proteozomlardaki yikimi
tesvik edilmektedir. Ayrica HSP70 aracili ile APP'nin hiicre membranina verilmesi
engellenerek AP iiretimi digiiriilmektedir. AH patogenezinde ¢ok 6nemli olan A
fibrilleri veya diger stres kosullar1 araciligiyla tetiklenen tau kinazlarinin aktivitesi ile
olusan fosfo (p)-tau; saperonlarin aktivitesinin diisik olmasma bagl olarak
birikebilir, HSP90/70 saperon sistemi ile ¢Ozunur hale getirilebilir, kaspaz 3
tarafindan kesilimi engellenebilir ya da fosforilasyonu engellenebilir. Saperon
sistemine CHIP'in kattlimiyla UDb edilerek HSP90 inhibisyonu sonucu
proteozomlarda, CHIP/HSP70 ve LAMP-2A araciligiyla CMA'da veya otofajik
sistemde yikimi tesvik edilebilir (Maiti ve ark,.2014). Ayrica ROS, p62, HDACS,
catal kafa kutusu O (FOXO) Tf"leri veya K63 Ub zinciri araciligiyla PHF ve fosfo
tau'nun UPS ya da otofaji ile yikimu tetiklenebilmektedir (Lee ve ark, 2013; Maiti ve
ark, 2014; Zhang ve ark, 2017).
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Sekil 2. 30 Molekiiler saperonlarin, otofaji ve UPS ile iliskili olarak AH'deki rolil (Maiti ve
ark, 2014)

2.9.3.2 Alzheimer Hastalig1 ve Taupatilerin Hiicresel Geri Doniisiim Sistemleri

Uzerindeki Etkileri

AH'de AP ile oligomerlerinin ve p-tau'nun 26S proteozomu inhibe ettigi
gosterilmistir. Ayrica Ub kodlayan gendeki ¢er¢eve kaymasi mutasyonu tarafindan
UPS'nin inhibisyonunun AH gelisimi ile iligkili oldugu gosterilmistir. E3 gorevi
yapan parkin ve ERAD -iliskili 5-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A (HMG-CoA)
redilktaz degregasyon 1 homolog (HRD1)'in aktivetesinin AH'de azaldigi, CHIP'in
ise arttig1 gosterilmistir. DUB  aktiviteli Ub-C-ucu-hidrolaz L1 (UCHL1)'in
aktivitesinin ise AH'de azaldig: belirlenmistir AH iligkili hiperfosforile tau'nun UPS
ve kalpainlere direncli oldugu gosterilmistir. HSP70'in diizenleyici partneri olan Bcl
2-iligkili athanojen 1 (Bagl)'in anlatiminin artmasinin tau'nun CMA' da yikilmasini
engelleyerek 20S proteozom sisteminde yikilmasini tetikledigi belirlenmistir
(Dantuma ve Bott, 2014; Igbal ve ark, 2010; Riederer ve ark,. 2011; Sweeney ve ark,
2017; Zhang ve ark,. 2017; Zheng ve ark, 2016).

AH iligkili ailesel PSENI mutasyonu ile bazi sporadik faktorlerin lizozom
asidifikasyonu ve otofagozom flizyonunu engelledigi belirlenmistir. Bu durumda
otofajik vakuoller, tau ve p62 hiicrede birikmektedir. Bu nedenle bozulmus otofaji
sistemiyle biriken p62 ve fosfo tau'nun 26S proteozomlari inhibe ettigi, bu nedenle
birikimi daha da artan ve kesilen tau'nunda proteozom inhibisyonunu daha fazla
tetikledigi one siirtilmektedir(Chesser ve ark, 2013; Zhang ve ark, 2017). Tau
fosforilasyonunun onun otofaji veya proteozomlarda yikimini engelleyebilecegi
belirlenmistir. Ornedin  Ser262/356  fosforilasyonlar;, taunun CHIP-HSP90
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kompleksince taninmasini engelleyerek proteozomlarda yikilimimi engellemektedir

(Wang ve Mandelkow 2016).

2.10 FEOKROMASITOMA-12 HUCRE HATTI

NH patogenezinin incelenmesi, ilag denemelerinin yapilabilmesi i¢in ¢esitli in vitro,
in vitro ve ex vivo modeller bulunmaktadir. Ornegin AH ve taupatilerde birincil
hipokampal veya kortikal ndronal kiiltiir kurulabilecegi gibi, koken olarak MSS ve
PSS ile benzeyen, nérona 6zgl gen anlatimi veya endokrin profile sahip olan; PC12,
HEK293, SH-SY5Y veyaSK-N-AS gibi hiicre hatlar1 kullanilabilmektedir. In vivo
modeller olarak ise C.elegans, Drosophila melanogaster, Danio rerio, Mus musculus
ve Rattus norvegicus gibi model organizmalar tercih edilmektedir. Ex vivo
tekniklerle istenilen NH'ye 0zgii modeller olusturulabilmektedir (Rine, 2014,
Schlachetzki ve ark, 2013; Westerink ve Ewing 2008).

PC12, eril Rattus norvegicus (si¢an) bobrekistl bezindeki kromafin hicrelerinden
trevlenen noéroendokrin timor olan feokromasitomadan elde edilmis, kiiciik ve
diizensiz sekilli hiicre hattidir. (Sekil 2.31). Hucre populasyonunun iki katina ¢ikma
stiresi 48 saattir. PC12 hucreleri 38+XY (40) kromozom tasimaktadir. NGFR ile
beyin veya sempatik ndronlarda da sentez edilen Tyr tiirevli katekolamin sinifindan
dopamin ve ndoroepinefrin'i sentezlemekte, ancak epinefrini sentezlememektedir.
Bunlarin disinda nikotinik Ach reseptori, AChE, gama-aminbutirik asit (GABA) ve
tirozin hidroksilaz sentezlemektedir. Androjen veya NGF uygulanmasi durumunda
PCI12 hiicreleri farklilagarak sempatik noronlara benzer sekilde; cogalmanin durmasi,
ndrit gelisimi, ndrotransmiter salinmasi ve eletriksel aktivitenin artmasi 6zelliklerine
sahip olmaktadir. Tropomiyozin reseptér kinaz A (TrkA), Bl integrin, androjen
reseptord (AR), filamin A ve PI3K-dkompleksi aracililigiyla tetiklenen Rac GTaz
aktivasyonu sonucunda aktin filamentler iligkili ndritogenesizi sagladig
gosterilmigstir. PC12'min yiiksek veya diislik oranda farklilagsmis ya da farklilagsmamais
cesitleri bulunmaktadir (ATCC 2016; Donatoa ve ark, 2015; W.-L. Wang ve ark,
2015; Westerink ve Ewing 2008).
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ATCC Number: CRL-1721
Designation:  PC-12

.»@f‘q’j_ﬂ‘

A e
=]

=0

vy

Low Density Scale Bar=100um  High Density ’ ~ Scale Bar= 100ym

Sekil 2.31 PC12 hiicrelerinin az yogun ve ¢ok yogun oldugu durumlardaki morfolojileri
(ATCC, 2016).

2.11 STEROID TUREVLERI VE BRASSINOSTEROIDLER

BR'ler polihidroksile olmus steroid tiirevli fitohormanlardir. Hiicre uzamasi ve
boliinmesi, kok biiylimesi ve yer ¢ekimine karsi cevabi, fotomorfogenez, stomatal ve
vaskuler farklilasma, tohum ¢imlenmesi, tireme, bagisiklik, oksidasyon iiriinlerinin
eliminasyonu, etilen sentezi, biyotik veya abiyotik stres cevabi gibi pek ¢ok olayda
onemli rol oynamaktadirlar (Tang ve ark, 2016). Sekil 2.32'de gosterildigi gibi BR'ler
yapisal olarak hayvanlardaki kolesterolden tirevlenen; aldesteron, kortikosteron,
kortizol, 20-hidroksiekdizon, estradiyol gibi dstrojen gesitleri, androjen (testesteron)
ve progesteron gibi steroid hormonlara benzemektedir (Becraft, 2001). Ayrica D
vitamini olarak da bilinen kalsitiriyol ve A vitamini tirevi retinoik asit de steroid
yapidadir. BR'ler A, B, C ve D olarak dort steroid halka tasimaktadir. Steroid
halkalardan dallanan veya steoid halka yapisinda olmayan bolgedeki karbon (C)
iskeletinden dallanan baz1 gruplardaki degisiklikler, BR'lerin ¢esitliligini
saglamaktadir. BR ler Cyt P450 ailesinden bir enzim tarafindan genellikle ER'de
sentezlenmektedir (Tang ve ark, 2016).
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Sekil 2.32.Hayvansal steroidler ve BR'lerin molekiiler yapisi (Becraft, 2001).

2.11.1 Bitkisel ve Hayvansal Steroidlerin Sinyal Mekanizmasi

Steroid hormonlarin bitki ve hayvan hiicrelerindeki farkli molekiiler etkilesimleri
Sekil 2.33'de gosterilmistir. Hayvan dolasim sisteminde steroid hormonlar tasiyict
proteinlere bagli sekilde bulunmaktadir. Tasiyici proteinlerden ayrilan steroid
hormonlar hidrofobik yapilar1 geregi genellikle plazma membranindan ¢oziinerek
gecmekte veya plazma membranindaki bazi reseptorlerle etkilesmektedirler. Plazma
membranindan diflize olan steroid hormonlar sitosol veya nukleusta kendine has
yapidaki steroid hormon reseptor (SR)'lerine baglanmaktadir. SR'ler normal sartlar
alinda HSP kompleksleri tarafindan tutularak inhibe edilen Tflerdir. Steroid
hormonlarin baglanmasiyla HSP'lerden ayrilir ve dimerizasyonla aktive olurlar.
Ardindan es-aktivatorleri veya es-inhibitorleri ile birlikte hedef genlerini aktive ya da
inhibe etmektedir. Ayrica plazma membraninda bulunan bazi 6zel reseptorler
araciligr ile de genellikle transkripsiyonel olmayan hizli cevaplarin verilmesini tesvik

etmektedirler (Boonyaratanakornkit ve Edwards, 2007).

Bitkilerde, BR'ler gibi steroid hormonlar plazma membranindaki BR duyarli 1
(BRI1) reseptoriine baglanmaktadir. BRI1 sitosolik bolgesinde hem Ser/Thr, hem de
Tyr kinaz 6zelligi tasimaktadir. BR'nin, BRI1'e baglanmasi ile es reseptori BRI1
iligkili reseptér kinaz 1 (BAKI1) heterodimerizasyon gergeklestirerek aktive
olmaktadir. Sonugta cesitli fosforilasyon ve defosforilasyonlari igeren bir sinyal
mekanizmasi tetiklenmektedir. PKC inhibitor protein-1 (14-3-3), hayvanlarda ve
bitkilerde yiiksek oranda korunmus olan bir fosfoserin baglanma proteini ailesidir.
BR varliginda ilk olarak BRI1 ‘e bagh durumdaki BRI1-kinaz inhibitor 1 (BKI1)'in
fosforile olarak. 14-3-3 tarafindan tutulup inhibe edilmesi saglanir. Bu sayede
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BRIl'in aktivasyonu arttirilarak BR sinyalizasyon kinaz 1 (BSK1) ve temel
diferansiyal buyuime 1 (CDG1) kinazlarmin fosforilasyon aracili aktivasyonlari
tetiklenmektedir. Aktive olan BSK1 ve CDGI1 araciligiyla BRI1-baskilayict 1
(BSU1) fosfaztazin fosforile edilerek aktivasyonu saglanmaktadir. BSUI ve
PP2A'min aktivasyonu GSK3 benzeri kinaz olarakta adlandirilan BR duyarli 2
(BIN2) kinazin fosforile gruplarinin uzaklastirilarak inaktivasyonu saglanmaktadir.
BR sinyali yoklugunda BIN2 fosforilasyonu ve 14-3-3 tutulumu araciligi ile inaktive
edilen brassinazol-direng 1 (BZR1) ile BR duyarli etil metansulfonat (EMS)
baskilayic1 1 (BES1) Tf'leri, BR varliginda defosforile edilerek nukleusa gogmeleri
ve hedef genlerini aktive etmeleri saglanmaktadir (GeneCards, 2017; Tang ve ark,

2016; Vukasinovic ve Russinova, 2018).
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Sekil 2. 33 Steroid hormonlarin hayvan ve bitki hiicrelerindeki farkli molekiiler etkilesimleri
(Vukasinovic ve Russinova, 2018).

2.11.2 Epibrassinolid

BR ailesine ait olan 24-Epibrassinolid veya EBR; kapali formiilii C2sHagOs,
molekiiler agirligi 480,345 g/mol olan bir steroid hormondur. 4 adet verici, 6 adet ise
alict H bagina, 5 adet rotasyon yapabilen baga, 1 adet kovalent bagli birime,
belirlenmis 8 adet stereo merkeze, tanimlanmamis 5 adet stereo merkeze sahiptir
(Sekil 2.34). EBR; dimetil stlfoksit (DMSO), dimetil formamid (DMF) ve etanol
(ETOH) gibi organik solisyonlarda ¢oziinmektedir (Kim ve ark, 2016). EBR'nin
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Lycopersicon esculentum (domates) ve Brassica juncea L (Hindistan hardali)
bitkilerinde katalaz (CAT), SOD ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzimatik
antioksidan aktivitelerini arttirdigi, ayrica Oryza sativa L (piring) ve Brassica juncea

L bitkilerinde lipid peroksidasyonunu azalttig1 gosterilmistir (Carange ve ark, 2011).
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Sekil 2. 34 24-Epibrassinolid'in molekiiler yapisi (Kim ve ark, 2016).
2.11.2.1 Epibrassinolid’'in Apoptotik Etkisi

Malikova ve ark.'mmn (2008) yaptigi ¢alismada EBR'nin 6strojen reseptorii (OR)
bulunan (OR+) insan meme adenokarsinoma hticre hattt MCF7'de apoptotik etkinligi
gosterilmistir (Malikova ve ark, 2008). Ayrica, Kvasnica ve ark.(2014)'nin yaptigi
calismada EBR'in hiicre kilturiinde akut T-lenfosit 16semi hiicre hattt CEM, MCF7
ve insan servikal adenokarsinoma hiicre hatti Hela' da diisiik dozlarda apoptotik
etkinligi gosterilmis, bununla birlikte saglikli insan fibroblast hucrelerinde bu
etkinlik gdzlenmemistir (Kvasnica ve ark, 2014). Obakan ve ark (2014) yaptig
calismada, hiicre sagkalimi ile ilgili Onemli bilesenler olan poliaminlerin
katabolizmasi ile EBR'nin apoptotik etkinliginin iliskisi, sirastyla androjen reseptori
(AR) bulunan (AR+) ya da bulunmayan (AR-) insan prostat karsinoma hiicre hatlar1
LnCAP ve DU145'de gosterilmistir (Obakan ve ark, 2014). Ayrica Obakan ve ark
(2015) yaptiklar1 ¢alismada hucre kultiriinde amino asitlerin stabil izotoplar ile
isaretlenmesi (SILAC) yontemi kullanilarak LnCAP hiicrelerinde EBR ile tetiklenen
ER stresi aracili aracili apoptozda anlatimi en anlamli bigimde degisen proteinin ER

saperon molekiilii CALR oldugu gosterilmistir (Obakan ve ark, 2015).
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Obakan-Yerlikaya ve ark. (2017) vyaptiklar1 SILAC ¢alismasindan Yyola
cikarak,steroid hormon bagimsiz gelisen insan kolorektal adenokarsinoma hiicre
hatlar1 HT29, DLD-1 ve SW480 ile kolorektal karsinoma hiicre hatti HCT166'da
EBR ile tetiklenen ER stresi aracili apoptozda CALR'liin anahtar rolii oynadigi
gosterilmislerdir (Obakan-Yerlikaya ve ark, 2017). Ayrica Istanbul Kiiltiir
Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Molekiler Biyoloji ve Genetik Boltimi, Kanser
Molekdiler Biyolojisi laboratuvarlarinda yapilan Tiibitak 2209 projesi kapsaminda
HEK293 ve fare embriyonik fibroblast hiicresi (MEF) gibi saglikli dokuyu temsil
eden hiicre hatlarinda EBR'nin diisiik dozlarda toksik etkisi gdzlenmemistir. Ozbey
(2016) yuksek lisans tez ¢aligsmasi kapsaminda EBR'nin p53 dogal tip HCT116, p53
DNA baglanma bolgesi mutant HT29 ve mutant p53 tasiyan HT29 hiicrelerine dogal
tip p53 anlatimi kazandirilmasiyla elde edilen HT29'larda p53 bagimli veya bagimsiz
sekilde apoptozu tetikledigi gostermistir. Ayrica laboratuvarlarimizda yapilan
calismalarda EBR uygulamasinin otofaji veya apoptoz ile sonuglanmasinin karar

mekanizmas1 SW480 ve DLD1 hiicrelerinde gosterilmeye ¢aligiimistir.

2.11.3 Steroid Turevlerinin Nérokoruyucu EtkKisi

Yao ve ark. (2002) yaptiklari ¢alismada 22R- OHC'nin, PC12 ve néron benzeri
farklilasmis insan Ntera/D1 teratokarsinoma (NT2N) hiicrelerinde AP tesvikli hiicre
oliimiine kars1 koruyucu rolii oldugu gosterilmislerdir (Yao ve ark, 2002). Karaciger-
X-reseptor (LXR)'leri oksisteroller tarafindan aktive edilen SR'lerdir. Koldamova ve
ark (2003) ise yaptiklart caligmada, 22R-OHC ile 9-cis-retinoik asid tarafindan aktive
edilen LXR ve retinoik X-reseptori (RXR)'nin ATP- baglanma kaseti tasiyicist Al
(ABCAI1)'in anlatimmi diizenleyerek glial hiicreler ile karistirilmig primer
hipokampal kudltir hticrelerinde kolesterol taginimini tetikleyerek Ap iretimini
azalttig1 gosterilmistir (Koldamova ve ark, 2003). L. Lecanu ve ark. (2005), benzer
bir calismada PC12 hiicrelerinde AP toksisitesinin 22R-OHC ve ondan tiiretilmis
spirostanoller tarafindan engellendigi gostermislerdir. Ayrica bilgisayar modellemesi
ile 22R-OHC'nin AB' ya iki olas1 bolgeden baglanarak toksisiteyi azaltabilecegi

ongoriilmiistiir (Koldamova ve ark, 2005).

Zhang (2004) yaptig1 ¢alismada steroid yapida olan ostrojen gesidi 17-B-estradiyol,
testesteron ve metil-testesteron'un SR'ler aracili HSP70 anlatimini arttirarak insan

primer noronal hicre kultirinde AP tesvikli toksisiteyi engelledikleri gostermistir
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(Zhang, 2004). Prasanthi ve ark. (2009) tarafindan 24-OHC ve 27-OHC'nin SH-
SYSY hiicrelerinde AP toksisitesine karsi farkli etkileri oldugu gosterilmistir 24-
OHC ile 27-OHC'nin LXR'ler aracilig1 ile Ap miktarmi ve degredasyonunu kontrol
edebilecegi Ongorilmistir. 24-OHC'nin  ABCA1 anlatimin1 arttirarak  APP'nin
amiloidik olmayan yolakta islenimini, 27-OHC'nin ise amiloidik yolakta islenimini
tetikledigi belirlenmistir (Prasanthi ve ark, 2009). Papadopoulos ve Lecanu (2012)
yaptiklar1 derleme ¢alismasinda Gynura japonica bitkisinden izole edilen 22R-OHC
stabil analogu (22R,25R)-200-spirost-5-en-3p3-yl heksanoat (Kaprospinol) ve
tirevlerinin AP  toksisitesine karst koruyucu etkisinin olast molekiiler
mekanizmalarimi agiklamiglardir. Buna gore kaprospinol Aps2 monomerlerine
baglanarak;  onlarin  noéronlara ya da  mitokondriye  girisini = veya
oligomerizasyonlarina ket vurarak amiloid plaklarin1 ya da yliksek norotoksik
amiloid-tiirevli difiize olabilen ligandlar (ADDLs)'yi olusturmasini engelleyebilir.
Bunun yaninda in vivo calismalarda amiloid plaklari ortadan kaldirmasi etkisi
gosterilmistir. Ayrica APs2 peptidlerini mitokondriden c¢ikarabilir veya Af'ya
baglanmasindan bagimsiz olarak mitokondriyal ETS'yi koruyabilir ya da kaybedilen
fonksiyonlarini geri kazandirabilir (Papadopoulos ve Lecanu, 2012).

2.11.3.1 Epibrassinolid'in Olasi Norokoruyucu Etkisi

Carange ve ark. (2011) yaptiklari calismada, EBR'nin ETS kompleks 1 inhibitori 11-
metil-4-fenilpiridinyum (MPP*) ile PH modeli olusturulmus NGF uygulamasiyla
farklilagtirllmis PC12 hiicrelerinde CAT, SOD ve GPx'i diizenleyerek antioksidant
yapisi sayesinde noral 6liimii azalttigi gosterilmistir (Carange ve ark, 2011). Benzer
sekilde Ismaili ve ark. (2012) nin yaptig1 ¢aligmada 2 dogal BR ve 5 sentetik
analogun MPP* ile PH modeli olusturulmus NGF uygulamasiyla farklilagtirilmis
PC12 hiicrelerinde nérokoruyucu etkisi gosterilmis, ayrica steroid B halkasinin ve
yan zincirin nérokoruyucu aktivitede onemli oldugu belirtilmistir (Ismaili ve ark,

2012; Papadopoulos ve Lecanu, 2012).

Istanbul Kiiltiir Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Bolima, Kanser Molekiler Biyolojisi grubu laboratuvarinda gergeklestirilen
TUBITAK 3001 projesi kapsaminda dogal tip ve p53 nakavt HCT116 hiicrelerinde
30 mikromolar (uM) EBR'nin; 24 ve 48 saat uygulanmasmmin GSK3p S9

fosforilasyonunu kontrol grubuna gore azaltarak hilicre sagkalimina ket vurdugu, 72
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saat uygulanmasinin ise kontrol grubuna gére GSK3p S9 fosforilasyonunu 6nemli
sekilde arttirarak hiicre sagkalimimi tetikledigi gosterilmistir. Ayrica Shafag
Nahmadova (2016) yiiksek lisans tez ¢alismasi kapsaminda AH modeli SK-N-AS
hicrelerinde 1 uM ve 10 uM EBR uygulamalarimin GSK3p S9 fosforilasyonunu
arttirdigr belirlenmistir. Bu nedenle EBR'nin potansiyel bir GSK3p inhibitori
olabilecegi ve bu nedenle de AH ve taupatilerde torapotik olarak kullaniminin séz

konusu olabilecegi diistiniilmiistiir.

Caenorhabditis elegans (C.elegans), nematodlar subesine ait hermafrodit veya erkek
eseme sahip mikroskobik organizmalardir. Sinir aglari oldukga basittir ve seffaf
olmalar1  nedeniyle  floresan = mikroskobisi ~ boyamalarinda  rahatlikla
izlenebilmektedirler. BLAST analizi sonuglarina gore tau fosforilasyon bolgelerinin
insan ile yiliksek homoloji gosterdigi belirlenen C.elenganslarm AH gibi
norodejeneratif hastaliklarin in vivo calisilmasina avantaj saglayacak mutant suslari
genetik miihendisligi yontemleriyle elde edilmistir. /n vitro AH hastalik
modellerinde oldugu gibi in vivo hastalik modellerinde de Tau kinaz inhibitérlerinin
calisilmasinda diisiik seviyeli tau fosforilasyon diizeyleri bir sorun teskil etmektedir.
Ancak bu sorunlar plazmid aktarimi veya tau hiperfosforilasyonunu tetikleyecek
mutasyon caligmalar1 ile ¢oziilebilmektedir. Bu nedenle C.elegans'lar tau kinaz

inhibitdrlerininde ¢aligilmasinda 6nemli bir potansiyele sahiplerdir.

Istanbul Kiiltiir Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Bolumu, Kanser Molekiler Biyolojisi grubu laboratuvarinda in vitro olarak
gerceklestirilen ¢aligmalar neticesinde olusturulan EBR'nin potansiyel bir GSK3f3
inhibitorii olabilecegi hipotezi C.elengans model organizmasiyla in vivo olarak
gosterilmek istenmistir. Bu baglamda gergeklestirilen European Cooperation 1n
Science & Technology (COST) aksiyonu kapsaminda AH modeli, GSK3 islevsel
olmayan ve saglikli C.elegans suslarinda, bir diger potansiyel GSK3 inhibitori olan
LiCl ve potansiyel CDKS5 inhibitori ROSC ile karsilastirmali olarak EBR'nin
etkinligi incelenmistir. Ozellikle APs> toksisitesi gozlenen CL2120 AH modeli
C.elegans susunda, kontrol susuna gore EBR'nin LiCL ve ROSC'e gore daha az
toksik geldigi, sagkalimi LICL ve ROSC'e goére anlamli bicimde arttirdigi
gosterilmistir. Bu c¢alismada EBR'nin potansiyel bir GSK3 inhibitori olarak

kullanimin1 desteklemistir.
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In vitro ve in vivo 6n calismalar neticesinde laboratuvarlarimizda taupati modeli
olusturulmus veya olusturulmamis HEK293, SH-SY5Y ve PC12 hicrelerinde
EBR'nin norokoruyucu etkisi gosterilmistir. Bu yiliksek lisans tezi g¢alismasinda
taupati modeli olusturulmus PC12 hiicrelerinde EBR'nin ndrokoruyucu etkisinin
hiicre sagkalimi, ER stres ve hiicresel geri doniisiim mekanizmalari ile iliskili olarak

arastirilmasi amaglanmistir.
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3 MATERYAL VE YONTEM

3.1 MATERYALLER

Bu tez caligmas1 kapsaminda kullanilan cihazlar, hiicre kiiltiirii donanimlar,

kimyasallar, antikorlar ve kitler Boliim 7, Ekler kisminda belirtilmistir.

3.2 YONTEMLER

3.2.1 pRK5-EGFP-Tau Plazmidi Eldesi

pPRK5-EGFP-Tau ekspresyon vektori (Sekil 3.1) ile transfekte edilmis E.coli
bakterileri ampisilin igeren Luria Bertani (LB) besiyerine ekilmistir ve 37 santigrat
derece (°C)' de 16 saat boyunca sallayicida biiyiitiilmiistiir. Ardindan sallayicidan
alinan bakteri siispansiyonlarinin optik yogunluk 260 (ODa260) degerleri 6l¢iilmiis ve
uygun bulunanlardan plazmid izolasyonu Zymo Pure Plazmid Miniprep Kkiti
protokolliine gore gergeklestirilmistir. Elde edilen plazmid siispansiyonlarinin
konsantrasyon ve safliklari NanoDrop cihazi kullanilarak belirlenmistir. Ardindan

plazmid siispansiyonlar1 -20°C'de saklanmustir.
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Sekil 3. 1 PC12 hiicre hattina transfeksiyonu yapilan dogal tip (wt) tau plazmiti. (Addgene
#46904.)

3.2.2 Hucre Doku Kiltiru

American Type Culture Collection (ATCC)’dan temin edilmis PC12 hiicre hatti, %
10 fetal sigir serumu (FBS), 100 Unite (U) / mililitre (ml) penisilin ve 100 mikrogram
(ug)/ml streptomisin antibiyotikleri ilave edilen RPMI besiyeri kullanilarak, % 5
karbondioksit (CO2) ve 37°C'de bulunan etiivde inkiibe edilmistir. PC12 hicrelerine
pRK5-EGFP-Tau plazmid transfeksiyonu gergeklestirilmis ve yukarida belirtilen
kosullarda inkiibasyonu saglanmistir. Transfeksiyon islemi sirasinda pRK5-EFGP-
Tau plazmidi ve transfeksiyon ajan1 FuGene HD, 1 pg/ml plazmid igin 3 pl
FUGENE-HD oran1 olacak sekilde % 10 FBS icermeyen RPMI besiyerinde
karistirilmistir. Bu islemin ardindan plazmid-transfeksiyon ajanmi ¢ozeltisi, uygun
petride % 70 yogunluga ulasan PC12 huicreleri tzerindeki % 10 FBS igceren RPMI
besiyerine damla damla olacak sekilde verilmistir. Deneylerde kullanilan EBR ve
LiCl, ana stok konsantrasyonlari sirasi ile 5 ve 10 milimolar (mM) olmak tizere

DMSQ'da ¢oziilerek hazirlanmustir.
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3.2.3 Doza Bagh Huicre Canlilik Testi

Ilk deney diizeneginde PC12 hiicrelerinin 96 kuyucuklu hiicre petrisine 10.000
hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekimleri gerceklestirilmistir. Ekimi gergeklestirilen
hicrelere 1 gece sonra 0-30 uM EBR uygulamasi yapilmistir. Bir diger deney
diizeneginde ise 96'lik hiicre petrisine 10.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekimleri
gerceklestirilen PC12 hiicrelerinin bir kismina ekimden bir gece sonra 0-1 pg pRK5-
EGFP-Tau plazmidinin transfeksiyonu gerceklestirilmistir. Plazmid
transfeksiyonundan 24 saat sonra her transfeksiyon gerceklestirilen ve
gerceklestirilmeyen PC12 hiicrelerine 0 puM, 1 uM ve 10 uM olmak lzere EBR
uygulamas1  gergeklestirilmistir. Her iki deney dizeneginde de EBR
uygulanmasindan 24 saat sonra her kuyuya 10 pl 3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromid (MTT) tuzu uygulanmistir ve ardindan 4 saat inkiibasyonu
gerceklestirilmistir. Bu siirecte hiicredeki oksidatif metabolizmanin miktariyla dogru
orantili olarak MTT tuzunun formazan kristalleri seklinde metabolize edilmesi
beklenmistir. MTT tuzu uygulamasindan 4 saat sonra hucreler Uizerindeki besiyerleri
uzaklastirilmis ve ardindan 100 pul DMSO uygulamasi ile olusan formazan
kristallerinin ¢oziilmesi islemi gergeklestirilmistir. 96'lik hiicre petrisi 10 dakika
karanlikta inkiibe edildikten sonra Bio Rad Elisa Reader' da DMSO'da ¢6ziinen
formazan kristallerinin 570-655 nm dalga boyu altindaki absorbanslarina bagli olarak

yayimlanmalar1 dl¢iilmiistiir.

3.2.4 Hucre Sagkaliminin Tripan Mavisi Boyamasi Sonras1 Gosterilmesi

PC12 hicrelerinin 6'lik hiicre petrilerine 25.000/kuyu olacak sekilde ekimleri
gerceklestirilmistir. Zamana bagli olarak (24-72 saat) farkli kondusyonlar ile
muamele edilmis (kontrol grubu, 10 pM EBR, 10 pM LiCl, pRK5-EGFP5-Tau
plazmidi, pRK5-EGFP-Tau plazmidi + 10 uM EBR veya 10 uM LiCl), daha sonra
tripsin/EDTA ile kaldirilmis ve 2000 dakikadaki doniim sayisi (rpm) de 5 dakika
santrifiij gerceklestirilmistir. Elde edilen hicre pelletleri 1:1 oranda karistirilmis
RPMI besiyeri ve % 10 luk tripan mavisi ile ¢oziilmiistiir, ardindan Neubauer
laminda sayimlart gergeklestirilmistir. Tripan mavisi yalnizca o6li hiicrelerin
membranlarindan gecebildigi igin canli hiicrelerin ayirimlari gozle 151k mikroskobu

altinda gerceklestirilmistir.
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3.2.5 Hucre Akis Sitometresi

PC12 hiicrelerinin 75.000 hiicre / kuyu olacak sekilde 6'lik hiicre petrisine ekimi
gerceklestirilmistir. Farkli kondiisyonlar ile muamele edilen (kontrol grubu; 1, 10
veya 20 uM EBR; pRK5-EGFP-Tau plazmidi; pRK5-EGFP-Tau plazmidi + 1, 10
veya 20 UM EBR) tim hiicre gruplart EBR uygulamasindan 24 saat sonraya denk
gelen zaman diliminde tripsin/EDTA ile kaldirilmistir ve 2000 rpm' de 5 dakika
santrifllj edilmistir. Hiicre akis sitometresi kullanilan boyalara gére farkli amaglarla

kullanilmustir.

3.2.5.1 Propidyum IyodiirBoyama ile Hiicre Devri Analizi

PI boyast DNA'ya baglanmaktadir ancak canli hiicrelerin membranlarindan
gecememektedir. Fiksasyon islemi gerceklestirilen hiicrelerin membranindan niifuz
eden PI boyast PC12 hiicre populasyonunun farkli kondiisyonlarda hiicre devri
fazlarindaki dagilimin1 DNA igerigine gore analiz etmek icin kullanilmaktadir. Bu
nedenle elde edilen hiicre pelletleri 1X PBS ile yikandiktan sonra 500 pl % 70" lik
ETOH ile muamele edilmis ve -20 °C' de en az 1 hafta fiksasyon islemine maruz
birakilmistir. Fiksasyon islemi sonrasinda hiicreler 2000 rpm' de 5 dakika santrifiij
edilmis ve etanol uzaklastirilmistir. Ardindan hiicre pelletleri 1X fosfat-tamponlu tuz
cozeltisi (PBS) ile yikanmis ve 2000 rpm' de 5 dakika santrifiijle PBS
uzaklastirilmistir. Her bir rnege ait pellet 245 pl BD Pharmingen™ kiti Baglanma
Sollisyonunda ¢o6ziilmistiir. Ardindan 2,5 pl RNaz (10 mg/ml) ve 2,5 ul PI boyasi
(10 pg/ml) ilave edilmistir. Ornekler oda sicakliginda ve karanlikta 30 dakika inkiibe
edilmistir. Ardindan BD Accuri™ Cé6akis sitometresi cihazinda FL-2 filtresi (585/40

nm) kullanilarak her bir 6rnege ait 10.000 hiicrenin analizi gergeklestirilmistir.

3.2.5.2 Anneksin-V/Propidyum IyodiirBoyama ile Hiicre Olumii Analizi

Bu yontemin temeli apoptotik, nekrotik ve saglikli hiicrelerin farkli morfolojik ve
biyokimyasal ozelliklere sahip olmasidir. Normal sartlarda plazma membraninin
sitoplazmik yarisinda konumlanan fosfotidilserinler apoptotik hcrelerde flip-flop
hareketi sayesinde membranin ekstrasellller yizeyine go¢cmektedir. Anneksin-V
boyasi bu fosfotidilserinlere baglanarak apoptotik morfolojinin tayininde rol oynar.
PI boyasi ise heniiz membran elektrik dengesi bozulmamis erken apoptotik hiicreler
ve saglikli hiicreleri boyamamakta olup spesifik morfolojisi geregi memranlarinda

por olusan nekrotik hiicrelerin ve membran potansiyeli bozulmus ge¢ apoptotik
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hiicreleri boyamaktadir. Bu iki boyanin farkli hiicre gruplarini boyamasima bagh
olarak apoptotik ve nekrotik hiicre gruplari ile saglikli hiicrelerin populasyondaki
dagilimi akis sitometresinde analiz edilmektedir. Bu nedenle 1X PBS ile yikamasi
gergeklestirilen hiicre pelletleri 245 pl BD Pharmingen™ kiti Baglanma
Solisyonunda Baglanma Soliisyonu igerisinde ¢oziildiikten sonra 2,5 pl (50 pg/ml)
Aneksin-V (535/617 nm) ve Pl (485/535 nm) boyalari ilave edilmistir. Karanlikta ve
oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edilen her bir 6rnege ait 10.000 hiicrenin analizi

BD Accuri™ C6 akis sitometresi cihazinda gerceklestirilmistir.

3.2.5.3 Dikloro-Dihidro-Fluoreskein Diasetat (DCFH-DA) ile Reaktif Oksijen

Tarlerinin Tayini

Hicresel stresin bir gostergesi olan ROS'un olusumu DCFH-DA boyama ile tespit
edilmektedir. Bu nedenle PC12 hiicrelerinde tau anlatiminin arttirilmasi ve/veya
EBR uygulanmasina bagli olarak ROS seviyesinin gosterilmesi amaciyla elde edilen
hicre stispansiyonuna 2 pg/ml DCFH-DA (495/529 nm) eklenmistir. Karanlikta ve
oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edilen her bir 6rnege ait 10.000 hiicrenin analizi

BD Accuri™ C6 akis sitometresi cihazinda gerceklestirilmistir.

3.2.6 Fluoresan Mikroskobi

PC12 hiicreleri 75.000/kuyu olacak sekilde 6'lik hiicre petrilerine ekimleri
gergeklestirildikten bir giin sonra farkli kondiisyonlara (kontrol grubu; 1/10/20 pM
EBR; pRK5-EGFP-Tau plazmidi; pRK5-EGFP-Tau plazmidi + 1 veya 10 uM EBR)
maruz birakilmistir. Tiim farkli kondiisyonlara maruz birakilan hiicre gruplarina, EBR
uygulamasindan 24 saat sonrasina denk gelecek zaman diliminde farkli fluoresan

boyalari uygulanmistir.

3.2.6.1 Propidyum Iyodiir (P1) Boyama ile Olii Hiicrelerin Gosterilmesi

PI, DNA'ya baglanan ancak canli hucre membranlarindan niifuz edemeyen bir
boyadir. Bu 0zelligi sayesinde fluoresan mikroskobu altinda canli-6l0 hiicre
ayirimlarinin yapilmasinda kullanilan bir boyadir ve fluoresan mikroskobunda yesil
renkli dalga boyuna ait 15181 absorbe ettiginde kirmiz1 renkte 151k yayimlanmaktadr.
Bu nedenle 1 ml RPMI besiyerineana stok konsantrasyonu 1 mg/ml olan PI (485/535

nm) boyasindan eklendikten sonra 6'lik hiicre petrisi 30 dakika etlivde karanlikta
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inkiibe edilmistir. Ardindan her bir kondiisyona ait hiicre gruplar1 fluoresan

mikroskobunda goriintiilenmistir.

3.2.6.2 4,6-Diamidino-2-fenilindol (DAPI) ile Apoptotik Hicrelerin Gosterilmesi

Apoptotik hiicre oliimiinlin gostergelerinden birisi DNA'nin ¢esitli endoniikleazlar
tarafindan kesilmesidir. Bunun sonucunda DNA'da ip merdiven goriintiisii ortaya
cikmaktadir ve DAPI boyasi olusan DNA kiriklarina baglanarak apoptotik hiicrelerin
fluoresan mikroskobu altinda analizini saglamaktadir. DAPI boyasi fluoresan
mikroskobu altinda agik mavi renk dalga boyuna karsilik gelen 15181 absorbe
ettiginde mavi renkte 1s1k yayimlamaktadir. Bu nedenle besiyerine ana stok
konsantrasyonu 5 mg/mg olan DAPI (350/470 nm) boyasindan eklendikten sonra
6'lik hiicre petrisi 10 dakika etiivde karanlik etiivde inkiibe edilmistir. Daha sonra her

bir kondiisyona ait hiicre gruplar1 fluoresan mikroskobu altinda goriintiilenmistir.

3.2.6.3 3,3'-Diheksilokarbosiyanin Iyodiir (DiOC6) ile Mitokondri Membran
Potansiyelindeki Degisikliklerin Gosterilmesi

Icsel yolak aracihigiyla apoptotik hiicre 6liminiin temel gostergesi mitokondri
membran potansiyelinin bozulmasi ve bu sekilde membrana ait bazi bilesenlerin
sitosole  salinmasidir. DiOC6  lipofilik  karakter tasityan ve  dislk
konsantrasyonlarinda canli hiicre mitokondrilerine segici olarak baglanan bir boyadir.
Bu 6zelligi nedeniyle DiOC6 boyas1 fluoresan mikroskobu altinda canli hiicrelerin
tayininde kullanilmaktadir. DiOC6 (482/504 nm) boyast fluoresan mikroskobu
altinda mavi renge ait dalga boyundaki 15181 absorbe ettiginde yesil renkte dalga
boyuna sahip 151k yayimlamaktadir. Bu nedenle 1 ml RPMI besiyerine ana stok
konsantrasyonu 4 mM olan DiOC6 boyasindan 1 pl eklendikten sonra 6'lik hiicre
petrisinin 15 dakika karanlik etivde inklibasyonu gerceklestirilmistir. Ardindan her

bir kondusyona ait hiicre gruplar1 fluoresan mikroskobu altinda incelenmistir.

3.2.6.4 Dikoloro-Dihidro-Fluoreskein Diasetat(DCFH-DA) ile Reaktif Oksijen ve

Nitrojen Turlerinin Gosterilmesi

Belirtilen kondiisyonlara maruz birakilan PC12 hiicrelerini bulunduran 6'lik hiicre
petrisi 2 pg/ml DCFH-DA (495/529 nm) ile maruz birakildiktan sonra 15 dakika
karanlik etlivde inkiibe edilmistir. Ardindan 6'lik hiicre petrisi fluoresan mikroskobu

altinda goriintiilenmistir.
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3.2.6.5 Mitotracker ile Mitokondri Membran Potansiyelindeki Degisikliklerin
Gosterilmesi

Kapali formiilii C3sH3sCI2N2 olan bu organik klorid tuzu, tiyol gruplar ile etkilesen
klorometil gruplar araciligi ile aktif mitokondrilerde birikmektedir. DIOC6 ile aym
amagcla kullanilmaktadir. Belirtilen kondiisyonlara maruz birakilan 6'lik hiicre petrisi,
1 uM kontrasyona sahip olacak sekilde mitotracker koyu kirmizisi (579/599 nm)
ilave edildikten sonra 45 dakika karanlik etiivde inkiibe edilmis ve ardindan

fluoresan mikroskobu altinda goriintiilenmistir.

3.2.6.6 Lizotracker ile Otofagolizozomlarin Tespiti

Kapali formiilii C20H24BF2Ns0 olan bu boya canli hiicrelerde asidik organellerde
birikmektedir. Boyanin asidik pH'da protonlanmasi fluoresans 0Ozelligini
arttirmaktadir. Belirtilen kondiisyonlara maruz birakilan 6'lik hiicre petrisi, 1 pM
kontrasyona sahip olacak sekilde lizotracker (577/590 nm) ilave edildikten sonra
karanlik etiivde inkiibe edilmis ve ardindan fluoresan mikroskobu altinda

goruntilenmistir.

3.2.6.7 Acridine Orange ile Otofagolizozomlarin Tespiti

Kapali formiili C17H19 N3 olan ve Acridine Orange baz olarak da bilinen bu katyonik
boya pH'a bagli olarak ¢ift iplikli DNA' ya baglandiginda yesil, tek iplikli DNA veya
RNA'ya baglandiginda ise kirmizi fluoresans 1s1ma yapmaktadir. Ayrica yiiksek
asidik ortamlar olan ge¢ otofajik vakuollerde de birikerek kirmizi fluoresans 1s1ma
yapmaktadir. Belirtilen kondiisyonlara maruz birakilan 6'lik petriler konsantrasyonu
1 uM olacak sekilde Acridine Orange (460/650 nm) ilave edildikten sonra karanlik

etlivde inkiibe edilmistiir ve ardindan fluoresan miikroskobu altinda goriintiilenmistir.

3.2.7 immunoblotlama

Gen anlatimin1 protein seviyesinde gostermek i¢in en sik kullanilan yontem
immiinoblatlamadir. Bu calisma kapsaminda 60 santimetrekare (cm?) lik hiicre
petrilerine 150.000/kuyu olacak sekilde PC12 hiicrelerinin ekimi gergeklestirilmistir.
Farkl1 kondiisyonlara (kontrol grubu; 1/10/20 uM EBR; pRK5-EGFP-Tau plazmidi;
PRK5-EGFP-Tau plazmidi +1/10/20 puM EBR) maruz birakilan PC12 hiicrelerinden
total protein izolasyonu veya THERMO SCIENTIFIC, NE-PER™ kiti protokoliine

gore nuklear-sitoplazmik protein izolasyonu gergeklestirilmistir. Protein izolasyonu
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icin; kaziyici, 1.5 ml mikrofj tupt ve izotonik tuz ¢Ozeltileri olan tris-tamponlu tuz
cozeltisi (TBS) ya da PBS kullanilarak petri kabindaki farkli kondiisyonlara maruz
birakilmig PC12 hiicreleri kaldirilmistir. Fosfarile olmayan proteinlerin elde edilmesi
icin PBS, fosforile proteinlerin eldesi icin ise TBS kullanilmaktadir. Ardindan hiicre
stispansiyonlar1 13.200 rpm birimi hizinda +4°C santrifiijde ¢oktiirilmistiir. Elde
edilen hiicre pelletleri; fosforile olmayan protein izolasyonu igin % 10 proteaz
inhibitord iceren memeli hiicresi lizis sollisyonunda, fosfo protein eldesi icin proteaz
inhibitoriine ek olarak fosfataz inhiborl iceren memeli hiicresi lizis solusyonunda
veya niiklear-sitoplazmik protein eldesi icin THERMO SCIENTIFIC, NE-PER™ Kkiti
soliisyonlarinda homojenize edilmistir. Homojenize olan hiicre igerikleri +4°C
santrifiijde ¢oktiiriilmiis ve elde edilen st fazdaki proteinlerin sigir serum albumini
(BSA) standart kabul edilerek Bradford yontemi ile konstrantrasyonu belirlenmistir.
Her bir kondiisyona ait proteinler konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra igeriginde;
sodyum dodesil siilfat (SDS) deterjani, gliserol, 2-merkaptoetanol, bromofenol
mavisi ve pH-6,8 tris-hidroklorik asit (HCL) bulunan 5X-laemmli soltsyonu ile
karistirtlmistir. Ardindan 95°C'de 5 dakika denatire edildikten sonra hedef kDa'ya
gore % 10, % 12 veya % 15 akrilamid konsantrasyonuna sahip jellere yiiklenerek
SDS-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yontemi ile ayrilmislardir.
Jellerdeki kDa'larina gére ayrilan proteinler, hedef kDa'ya gore farkli siirelerde voltaj
uygulanarak, farkli kalinlardaki (0,2 mm ya da 0,45 mm) poliviniliden diflortr
(PVDF) membranlara kullanilarak transfer edilmistir. Bu islemlerde Bio-Rad
firmasina ait cihazlar, sirasiyla yliriitme tamponu ve transfer tamponu kullanilmstir.
Protein transfer edilen PVDF membranlar % 5 yagsiz siit kullanilarak bloklanmustir,
ardindan sirasiylal'er gece hedef proteine 6zgiin 1:1000 oraninda % 5 yagsiz siit ile
diltie edilen birincil antikorlar ve Armoracia rusticana (bayir turpu) bitkisinden izole
edilen peroksidaz (HRP) enzimi konjuge edilmis olan birincil antikorlara 6zgun
1:3000 oraninda % 5 yagsiz siit ile diliie edilen ikincil antikorlar ile muamele
edilmistir. Ardindan birincil ve ikincincil antikorlarin spesifik olmayan
baglanmalarini 6nlemek amaciyla tween deterjani igeren TBS soliisyonu ile muamele
edilen PVDF membranlar daha sonra TBS solusyonu ile muamele edilerek tween
deterjanindan arindirilmistir. Hedef proteine 6zgiil antikorlar ile muamele edilen
PVDF membranlar daha sonra igeriginde; HRP'nin subsrat1 hidrojen peroksit (H20>)
ve kemiliiminesans madde lumtnol de bulunan bir soliisyonla muamele edilerek Bio-

Rad ChemiDoc™ cihazinda UV 15131 altinda goriintiilenmistir.
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3.3 ISTATISTIKSEL ANALIZ

Hiicre akis sitometresinden elde edilen veriler BD C6 Biosciences programi
kullanilarak analiz edilmistir. Ayrica hiicre akis sitometresi PI hiicre devri analizi
sonuglart "Graph Pad Prism" programi kullanilarak grafige dokiilmistiir.
Immiinoblotlama deneyi sonucu elde edilen bantlar image J programi kullanilarak
sayisal degere dokiilmistiir. MTT deneyinin en az g tekrar ile elde edilen verilerin
grafigi  "GraphPad Prism" programi kullanilarak  ¢izilmistir.  Gruplarin
karsilastirilmasinda 2 way ANOVA testi kullanilmis ve Bonferroni dogrulama

yontemiyle anlamli degisimler igin p degeri < 0.05 olarak belirlenmistir.
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4 SONUCLAR

4.1 EPIBRASSINOLID'IN DOGAL TiP PC12 HUCRE HATTI
UZERINDEKI ETKILERI

4.1.1 MTT Testi ile Dogal Tip PC12 Hiicrelerinde EBR'nin Hiicre Canlihigina

Etkisinin Gosterilmesi

Taupati modeli olusturulacak PC12 hiicrelerinde nérokoruyucu etkisi gosterilmek
istenen EBR'nin etkin ve toksik olmayan dozlarinin se¢ilimi i¢in 6ncelikle dogal tip
PC12 hicrelerinde doza bagli olarak (0-30 pM) MTT analizi gergeklestirilmistir.
Buna gore kontrol grubu hiicreleri canliligt % 100 olarak kabul edilmis, doza bagl
ilag uygulanan gruptaki hiicrelerin kontrol grubuna gdre bagil hiicre canliliklari
hesaplanmistir. Kontrol grubuna goére hiicre canliligini yaklasik olarak % 20- % 50
arasinda azaltan 1 pM, 10 uM ve 20 uM EBR dozlar1 dogal tip PC12 hucreleri
uzerindeki diger etkilerinin incelenmesi i¢in ilk etapta secilen dozlar olarak
belirlenmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4. 1 EBR'nindogal tip PC12 hiicrelerinde doza bagli olarak hiicre canliligina etkisinin
MTT yodntemi ile gosterilmesi. 24 saat boyunca EBR'nin 0; 0,1; 0,5; 1; 10; 15; 20 ve 30 pM
dozlar1 uygulanmasi sonucunda bagil hiicre canliligi dl¢iilmiistiir. **p < 0,001; ***p <
0,0001; ****p < 0,00001.
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4.1.2 EBR'nin Doza Bagh Olarak Alzheimer Hastaligi ve Hiicre Sagkalimi
Qliskili Proteinler Uzerindeki Etkisinin Dogal Tip PC12 Hiucrelerinde

Gosterilmesi

EBR'nin doza baglh uygulandigt MTT testinde segilen 1, 10 ve 20 uM dozlarinin
dogal tip PC12 hucrelerinde AH ve hiicre sagkalimi iliskili proteinler Gzerindeki
etkisi immunoblotlama yontemi ile gosterilmistir (Sekil 4.2). EBR uygulamasinin
doza bagh olarak 6zellikle 10 ve 20 uM EBR uygulanmasiyla kontrol grubuna gore
APP anlatimin1 belirgin sekilde azalttigi, benzer sekilde APP'nin kesiliminden
sorumlu enzimlerden olan total BACE anlatiminin da 1 ve 20 pM EBR
uygulanmasiyla kontrole gore azaldigi gozlenmistir. NF-L anlatiminin doza bagh
EBR uygulanmasiyla kontrol grubuna gore arttifi ve bu artisin en belirgin oldugu

dozun 10 pM oldugu gézlenmektedir (Sekil 4.2 A).

Tau kinazlarindan GSK3a ve GSK3f anlatiminin 10 pM EBR uygulamasiyla kontrol
grubuna gore belirgin sekilde azaldigi gozlenmistir. Buna karsin GSK3a Ser21
fosforilasyonunun doza bagli EBR uygulamasiyla kontrol grubuna gore belirgin
sekilde arttig1 gosterilmistir. Total tau seviyesinin EBR uygulanmasiyla doza bagl
olarak kontrol grubuna gore 6zellikle 10 ve 20 uM EBR uygulamasiyla arttigi, buna
karsin tau Ser 202 fosforilasyonunun 10 ve 20 uM EBR uygulanmasiyla kontrol
grubuna gore belirgin sekilde azaldigi gosterilmistir. Tau kinazlarindan CDKS5
anlatiminin doza bagli EBR uygulanmasi ile 6zellikle de 1 uM EBR uygulamasinda
kontrol grubuna gore belirgin sekilde azaldig1 gozlenmektedir (Sekil 4.2, A). GSK3
ve CK tarafindan fosforile edilerek UPS' de yikilan B-Katenin Tf'nin total
anlatiminin doza baglh EBR uygulanmasiyla 6zellikle 10 uM' da kontrol grubuna
gore belirgin sekilde arttigr (Sekil 4.2, A), nuklear-sitoplazmik protein izolasyonu ile
de 1 puM ve ozellikle 10 pM EBR uygulanmasiyla kontrol grubuna gore nukleusa
gociiniin arttig1 gézlenmistir (Sekil 4.2, B).
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Sekil 4. 2 EBR'nin dogal tip PC12 hiicrelerinde doza bagli olarak AH ve hiicre sagkalimu ile
iligkili proteinler {izerindeki etkisinin immiinoblotlama ile gosterilmesi. EBR 'nin doza baglh
etkisi, dogal tip PC12 hiicrelerinden total ve niiklear-sitoplazmik protein izolasyonu sonucu
elde edilen eksraktlarin SDS-PAGE ile ayrilmasi ve ardindan uygun antikorlar ile
isaretlenmesi ile gosterilmistir. Sonuglar en az 2 bagimsiz deneyde gosterilmis olup total ve
sitoplazmik eksraktlar igin B-Aktin, nuklear ekstraktlar i¢in ise Histon 3 yikleme kontroli
olarak kullanilmstir.
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4.1.3 Dogal Tip PC12 Hiicrelerinde EBR'nin Doza Bagh Olarak Hiicre
Oliimii, DNA Kiriklari, Mitokondri Membran Potansiyeli ve Reaktif Oksijen

Tiirleri Olusumu Uzerindeki EtKkisi

EBR'nin dogal tip PC12 hiicrelerinde doza bagli MTT analizi ile secilen 1, 10 ve 20
MM konsantrasyonlarinin hiicre o6liimi, DNA kiriklari, mitokondri membran
potansiyeli ve ROS/RNS {iretimi iizerindeki etkisi ¢esitli boyamalar ile fluoresan
mikroskobunda gosterilmistir. Isik mikroskobu goriintiillerinde doza bagli EBR
uygulamasinin, 20 UM EBR uygulamas1 disinda kontrol grubuna gére PC12 hiicre
yogunlugu iizerinde 6nemli bir etkisinin olmadigi gozlenmistir. DIOC6 boyama ile
gosterilen mitotokondri membran potansiyelinin 10 ve 20 uM EBR uygulanmasiyla
kontrol grubuna gore azaldigi, bununla birlikte ROS miktarini1 gésteren DCFH-DA
boyamasinda doza bagli EBR uygulamasi ile kontrol grubuna gdre Onemli bir

degisiklik olmadig1 gozlenmistir (Sekil4.3).

Apoptotik 6lum ile karakterize edilen DNA kiriklarini gésteren DAPI boyamasinda
EBR uygulamasinin doza bagl olarak boyanan hiicre sayisin1 kontrol grubuna gore
arttirdig1 gosterilmistir. Ozellikle 10 ve 20 UM EBR uygulamasinda kontrol grubuna
gére DNA kiriklarmin  6nemli oranda arttigi  gozlenmektedir. Ol hiicre
membranlarindan girerek DNA'ya baglanan PI ile EBR uygulamasinda doza bagl
olarak kontrol grubuna gore boyanan hiicre sayisinin arttigi, DAPI boyamas: ile
paralel olarak 10 ve 20 puM EBR uygulanmasinda bu artisin fazla oldugu
gozlenmistir (Sekil 4.3). Sonug¢ olarak doza bagli EBR uygulamasinin 1s1k
mikroskobu ve floresan mikroskobu analizlerinin, MTT analizi ile paralel oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 4. 3 Doza bagli EBR uygulamasinin dogal tip PC12 hiicrelerinde mitokondri membran

potansiyeli, ROS seviyesi, DNA kiriklar1 ve hiicre 6liimiine etkilerinin fluoresan mikroskobu

boyamalari ile gosterilmesi. 1, 10 ve 20 pM EBR'nin bu etkilerinin gdsterilmesi i¢in sirastyla

DiOC6, DCFH-DA, DAPI ve PI boyamalar1 yapilmistir. Verilen sonuglar yapilan 3 bagimsiz
deneyden birini temsil etmektedir.
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4.2 TAUPATIi MODELI PC12 HUCRELERINDE EBR'NIN DOZA BAGLI
OLARAK HUCRE SAGKALIMI UZERINDEKI ETKIiSINIiN
GOSTERILMESI

4.2.1 In Vitro PC12 Taupati Modelinin Olusturulmasi ve EBR Uygulamasinin
Tau Seviyesi Uzerindeki Etkisinin Gosterilmesi

2N4R Tau izoformunu kodlayan pRK5-EGFP-Tau ekspresyon vektorl transfekte
edilen PC12 hiicrelerinden uzun pasajlar sonrasinda izole edilen protein ekstraktlari
SDS-PAGE'de ayrilmig, sonrasinda immunoblotlama yontemi ile plazmidin
transfeksiyon ve taupati olusturma basarist test edilmistir (Sekil 4.4). Sonucta
plazmid transfeksiyonu ile kontrole gore total tau seviyesinin ve Ser 202/199 tau
fosforilasyonlarinin (p-Tau) 6nemli Olgiide arttigi gosterilmistir. Ayrica plazmid
transfeksiyonu ile hicrede APP anlatim1 ve GSK3B Ser 9 fosforilasyonlarinin da
kontrol grubuna gore arttig1 tespit edilmistir.

PRKS5-EGFP-Tau - +

pTau Serl99
(50-80 kDa)

0,0

pTau Ser202
(50-80 kDa)

0,00

Tau (50-80 kDa)

s
0

1,01
2,91
0,0 1,46
— APP

(100-140 kDa)

0,13 Q0,45
R pPGSK3B Ser 9 (46 kDa)
0,71 2,02

- B-tubulin (51 kDa)

Sekil 4. 4 PC12 hucrelerine pRK5-EGFP-Tau plazmidi transfeksiyon ve taupati olusturma
basarisinin immiinoblotlama yontemi ile gosterilmesi. AH iliskili farkli antikorlarin
kullanimu ile kontrol grubu PC12 hiicreleri ve pRK5-EGFP-Tau plazmidi transfekte edilmis
hiicreler immiinoblotlama yontemi ile kiyaslanmustir. Bu sonuglar en az 3 bagimsiz deneyi
temsil etmektedir . Yukleme kontrol olarak B-tubulin kullanilmustir.
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pRK5-EGFP-Tau plazmidi transfekte edildigi immunoblotlama ydntemi ile
gosterilen PC12 hiicrelerine, daha 6nce dogal tip PC12 hiicrelerinde gergeklestirilen
MTT testi ile segilen 1, 10 ve 20 uM EBR uygulamasi yapilmustir. Ilag
uygulamasindan 24 saat sonra protein izolasyonlar1 gergeklestirilen hiicrelerden elde
edilen ektraktlar SDS-PAGE ile ayrilmig ve immiinoblotlama yontemi ile tau
seviyeleri gosterilmigtir (Sekil 4.5). Sonugta pRK5-EGFP-Tau plazmidi transfekte
edilen hucrelerde total tau seviyesinde 1 uM EBR uygulamasi ile 6nemli bir
degisiklik olmadigi , 10 ve 20 uM EBR uygulanmasi ile belirgin sekilde azaldigi

gozlenmistir.

EBR (1 pM) - + - +
PRK5-EGFP Tau - - + +
| —
Tau (50-80 kDa)
—

0,05 0g2 1,12

0,03
” - ' *  P-aktin (42 kDa)
1

1,05 07 072

EBR (10 pM) - + - +
PRKS5-EGFP Tau - - + +
—t —
Tau (50-80 kDa)
G —
006 005 1, 0,65
. B B B8 p-aktin(42 kba)
1 1,15 08 082
EBR (20 pM) - + -
PRKS-EGFP Tau - - + +
—

Tau (50-80 kDa)

—

0,03 0, 0,54 0,25
. B % B | p-aktin (42 kDa)

1 1,15 088 0,79

Sekil 4. 5 pRK5-EGFP-Tau plazmidi transfekte edilmis PC12 hiicrelerinde EBR'nin doza
bagli olarak (1, 10 ve 20 uM) tau anlatimi ve kesilimi iizerindeki etkisinin immiinoblotlama
ile gosterilmesi. Bu sonuglar birbirinden bagimsiz en az 3 deney tekrarmi temsil etmektedir.

Yukleme kontroll olarak B-aktin kullanilmustir.
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4.2.2 Taupati Modeli Olusturulmus PC12 Hiicrelerinde EBR'nin Doza Bagh
Olarak Hiticre Devrine Etkisinin Gosterilmesi

pRK5-EGFP-Tau plazmidi transfekte edilen ve edilmeyen PC12 hiicrelerine 1, 10
veya 20 uM EBR uygulanmis, 24 saat sonra hiicreler kaldirilmis ve % 70'lik ETOH
ile fikse edilmislerdir. 1 hafta sonra ETOH uzaklastirilmis ve hiicreler PI boyas ile
muamele edilmis ve ardindan hiicre akis sitometresinde analiz edilmistir.Dogal tip
PC12 hicrelerinde 6lu hicreleri temsil eden Sub-G1 fazi1 popilasyonu kontrol
grubunda % 1,3 iken, 1 ve 10 uM EBR uygulanmas ile % 1,7'ye, 20 uM EBR
uygulanmasi ile ise % 2,5'e yukselmistir. Kontrol grubunda % 48,6 olan G1 fazi
popilasyonu, 1 puM EBR uygulanmasi ile % 47,1'e ve ozellikle 20 uM EBR
uygulanmasi ile % 43,1'e gerilemis, bununla birlikte 10 uM EBRuygulanmasi ile %
48,8'e yiikselmistir.

Kontrol grubunda % 20,5 olan S fazi popiilasyonu 1 pM EBR (% 18.8) ve 10 uM
EBR (% 17.9) uygulanmasi ile azalmis, 20 puM EBR (% 25,2) uygulanmasi ile ise
onemli 6l¢tide artmustir. Kontrol grubunda % 29,6 olan G2/M populasyonu ise 1 uM
EBR uygulanmasi ile % 30,9'a, 10 uM EBR uygulanmasi ile ise % 30,1'e yiikselmis,
20 uM EBR uygulanmasi sonucu ise % 27,6'ya gerilemistir (Sekil 4.6, A). Bununla
birlikte istatistiksel analiz sonrasinda EBR uygulamasi ile dogal tip hiicrelerde hiicre
devri fazlarinda istatistiksel agidan anlamli bir degisikligin olmadig1 gosterilmistir

(Sekil 4.6, B).

pRK5-EGFP-Tau plazmidi transfekte edilen PC12 hiicreleri, dogal tip PC12 kontrol
grubu ile kiyaslandiginda; SubG1 populasyonu % 3,6'ya yiikselmis, bununla birlikte
G1 faz1 popiilasyonu % 47'ye, S faz1 populasyonu % 19,5'e ve G2/M fazindaki hiicre
populasyonu ise % 28,6'ya gerilemistir. pPRK5-EGFP-Tau plazmidi transfekte edilen
PC12 hicrelerine doza bagli olarak EBR uygulamasi, yalnizca plazmid transfekte
edilen hiicreler ile kiyaslandiginda; 1 pM EBR uygulanmasi ile SubG1 popiilasyonu
% 4,1'e yiikselmis, ancak bu degisikligin istatistiksel olarak anlamsiz oldugu
gosterilmistir. Bununla birlikte taupati modelinde Sub G1 populasyonu 10 pM EBR
uygulanmasi ile % 2,1'e, 20 UM EBR uygulanmasi ile de % 1,7'ye gerilemistir. Bu

degisimlerin ise istatistiksel agidan anlamli oldugu gosterilmistir.

90



Taupati modelinde G1 fazi1 popiilasyonu 1 pM EBR uygulamasiyla % 59'a
yiikselmis, bu degisimin istatistiksel olarak anlamli oldugu gosterilmistir. Bununla
birlikte taupati modelinde 10 pM EBR uygulamas: ile G1 hicre populasyonu %
41,9'a, 20 pM EBR uygulanmasi ile ise % 42,3'e gerilemistir ve bu degisikliklerin
istatistiksel olarak anlamli oldugu gosterilmistir. Taupati modeline doza bagli EBR
uygulanmasi ile en anlamli degisikliklerin G1 fazinda oldugu gdsterilmistir. Taupati
modelinde. 1 pM EBR uygulanmasi ile S faz1 popiilasyonunun % 13, 2'ye
gerilemesinin istatistiksel olarak anlamli oldugu gosterilmistir. Ayrica 10 uM EBR
uygulamasiyla S fazi popilasyonu % 20,8'e yiikselmistir, ancak 20 uM EBR
uygulanmas1 ile % 25,3'e yiikselmesinin istatistiksel olarak anlamli oldugu
gozlenmistir. Taupati modelinde. G2/M poptllasyonu 1 uM EBR uygulanmasi ile %
21.5'e gerilemis, ancak bu degisimin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
belirlenmistir. Buna karsin taupati modelinde G2/M populasyonunun 20 uM EBR
uygulanmas: ile % 29,6'ya, 6zellikle de 10 phM EBR uygulanmasi ile % 34,1'e

yiikselmesinin istatistiksel olarak anlamli oldugu gosterilmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4. 6 pRK5-EGFP-Tau plazmidi transfekte edilen veya edilmeyen hiicrelerde EBR'nin
doza bagl olarak hiicre devrine etkisi. 1, 10 ve 20 uM EBR uygulanan hiicreler dogal tip

PC12 veya pRK5-EGFP-Tau plazmidi transfekte edilen PC12 hicreleri, fiksasyon igleminin

ardindan hiicre akis sitometresinden elde edilen veriler BD C6 Biosciences programi
kullanilarak grafige dokiilmiistiir (A) Daha sonra GraphPad Prism programi kullanilarak
hiicre akis sitometresinden elde edilen verilerin grafigi ¢izilmis, gruplarin
karsilastirilmasinda 2 way ANOVA testi kullanilmis ve Bonferroni dogrulama yontemi
kullanilarak istatistiksel analiz ger¢eklestirilmistir (B). * p < 0,01; ** p < 0,001.

Dogal tip ve pRK-EGFP-Tau plazmidi transfekte edilen PC12 hiicrelerinde doza
bagli EBR uygulamasi ile ilgili gergeklestirilen MTT testi, immunoblotlama
analizleri, fluoresan mikroskobu ve PI hiicre devri analizi sonuglarina gére 20 uM

EBR'nin 1 ve 10 uM EBR' uygulanmasina gore toksik etkisi gézlenmistir. Ayrica 1
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ve 10 pM EBR uygulanmasinin B-Katenin Tf'nin nuklear gogiinii tetikledigi,
Ozellikle de 10 pM EBR uygulamasi ile bu goglin en st seviyede oldugu
immiinoblatlama ile gosterildiginden ilerleyen deneylerde doza baglh olarak EBR

uygulamalar1 1 ve 10 UM olarak yapilmistir.

4.2.3 pRK5-EGFP-Tau Transfekte Edilmis PC12 Hiicrelerinde EBR'nin
Norokoruyucu Etkisinin MTT ve Tripan Mavisi Sagkalim Analizleri ile

Gosterilmesi

LiCl, potansiyel GSK3 inhibitori olarak klinik denemeleri devam eden bir
bilesendir. Istanbul Kiiltiir Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi , Molekiiler Biyoloji
ve Genetik Boliimii, Kanser Molekiiler Biyolojisi grubu laboratuvarlarinda yapilan
calismalarda EBR'nin de potansiyel bir GSK3 inhibitorii oldugu hipotezi One
stirilmistiir. Bu nedenle; PC12 hiicresinde daha dnce yapilan analizler ile EBR'nin
toksisitesi diisiik 1 ve 10 pM EBR dozlariyla, laboratuvarlarimizda gergeklestirilen
deneylerde noral benzeri pRK5-EGFP-Tau transfekte edilmis veya edilmemis
HEK?293 ya da SH-SY5Y hiicrelerinde LiCI'nin toksisitesi diisiik veya hcre
sagkalimim tetikleyici etkisi gozlenen 1 ve 10 pM dozlarinin, pRKS5-EGFP-Tau
plazmidi aktarilmig ve  aktarilmamis PC12 hiicrelerinde hiicre sagkalimina
karsilagtirmali olarak etkisi MTT testi ile gosterilmistir. Buna gére dogal tip PC12
kontrol hiicrelerindeki canlilik % 100 olarak kabul edilmis ve diger kondiisyonlara

maruz birakilan hiicrelerin bagil hiicre canliliklar1 belirlenmistir.

pRK5-EGFP-Tau transfekte edilmeyen hucrelerde 1 ve 10 uM EBR uygulamasinin
hiicre canliligina etkisi, daha énce EBR'nin doza baglh (0-30 pM) uygulanmas: ile
yapilan MTT sonuglari ile paralellik gostermistir. Dogal tip PC12 hucrelerine 1 ve 10
UM LiCI uygulanmasi ile EBR'nin ayni dozlarina paralel bir hiicre canliligi orani
tespit edilmistir. pRKS5-EGFP-Tau transfeksiyonu ile hiicre canliliginin, dogal tip
PC12 kontrol grubuna gore biyik oranda distiigii, taupati modeline doza bagli EBR
(1 ve 10 M ) uygulanmasi ile ise hiicre canliliginin istatistiksel olarak anlamli
sekilde arttig1 gosterilmistir. PRK5-EGFP-Tau transfeksiyonu yapilan hiicrelere LiCI
(1 ve 10 UM ) uygulanmasi ile ise hiicre canliligint EBR uygulamalari kadar etkin bir
sekilde arttirmamistir (Sekil 4.7). Sonug olarak EBR'nin doza bagli uygulamasinin

LiCI'iin doza bagli uygulanmasi ile benzer toksisite gosterdigi. ancak nérokoyucu
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potansiyelinin MTT deneyi agisindan LiCl'e kiyasla daha yiksek oldugu

gosterilmistir.
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Sekil 4. 7 pPRK5-EGFP-Tau plazmidi transfekte edilen veya edilmeyen hiicrelerde EBR'nin
doza bagli olarak hiicre canliligina etkisinin, LiCI ile karsilagtirmali olarak MTT yontemi ile
gosterilmesi.EBR (1 ve 10 pM) ile LiClI' (1 ve 10 uM) nin ¢6ziictisi olan DMSO'nun hiicre
canliligina etkisi gézlenmemistir. Elde edilen verilerin grafigi grafigi Graph Pad programi
kullanilarak ¢izilmis ve veriler istatistiksel olarak analiz edilmistir. Uygulanan kondiisyonlar
farkli desenler ile gosterilmis, kondiisyonlarin desenleri grafigin yanindaki rehberde
belirtilmistir. Bu grafik en az 3 bagimsiz deneyin ortamasini temsil etmektedir. **** p <
0,00001.

pRK5-EGFP-Tau plazmidi transfekte edilen veya edilmeyen PC12 hiicrelerinde 10
MM EBR'nin zamana bagl olarak (24, 48 ve 72 saat) hiicre sagkalimi iizerinde etkisi,
zamana bagl olarak (24, 48 ve 72 saat) 10 uM LIiCl uygulamas: ile karsilastilmali
olarak tripan mavisi sagkalim analizi ile gosterilmistir. Transfekte edilmeyen
hicrelerde 10 uM EBR uygulamasiyla zamana bagli olarak hiicre sagkalimini 48
saate kadar arttirdigi, sonrasinda ise kiigiik oranda diisiirdiigii, ancak genel olarak
hiicre sagkalimin1 kontrol grubu civarinda tuttugu gosterilmistir. 10 puM LiCI'nin
zaman bagli uygulamasi ile 24 saatten sonra hiicre sayisinin diisiik oranda arttigi,
ancak kontrol grubu ve yalnizca EBR uygulanan grubun gerisinde bir sagkalim verisi

elde edilmesine neden olmustur (Sekil 4.8).

pPRK5-EGFP-Tau plazmidi transfekte edilen hiicrelerde zamana bagli olarak hiicre
sayisinin ilk 24 saatte diisiik oranda arttig1, ancak 48 ve 72 saatte gittikge azaldigi
gosterilmistir. Bu hiicrelere zamana bagl olarak 10 uM EBR uygulanmasinin hiicre
sagkalimini, yalnizca transfeksiyon yapan hiicrelerin tersine 48 saate kadar buyuk

oranda arttirdig1, 48 saatten sonra kii¢iik oranda diisiirdiigii, ancak genel olarak hiicre
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sagkalimmi kontrol grubu civarinda tuttugu gosterilmistir. pRK5-EGFP-Tau
transfekte edilen hiicrelere zamana bagli olarak 10 UM LiCl uygulamasinin hiicre
sagkalimini yalnizca plazmid transfekte edilen hiicrelere gore arttirdigi, ancak 24 saat
uygulamadan sonra toksik geldigi ve 72 saatte sagkalimi kontrol grubunun gerisine
diistirdiigii gézlenmistir. Sonug olarak EBR 'nin zamana bagli uygulanmasinin LiCI'e
gore diisiik toksisite gosterdigi, olast norokoruyucu etkisinin ise hiicre sagkalimi

deneyi agisindan LiCI'den daha fazla oldugu gosterilmistir. (Sekil 4.8).

250-
- -
= 200- -2 EBR
2 - Tau+
E 1504 -+ EBR+Tau+
> - LiCl
wh o .
» 100 LiCl+Tau+
S
T 50
E T T )
0 24 48 72

Zaman (sa.)

Sekil 4. 8 pRK5-EGFP-Tau plazmidi transfekte edilen veya edilmeyen PC12 hiicrelerinde
EBR 'nin hiicre sagkalimina etkisinin LiCI karsilagtirmal1 olarak tripan mavisi sagkalim
analizi ile gosterilmesi. Bu deneyde 10 uM EBR ve 10 uM LiCI kullanilmigtir. Bu grafik 2
bagimsiz deneyi temsil etmektedir. Tripan mavisi ile boyanan hiicreler, 6lii hiicre sayisi
hesaba katilmaksizin sag kalan hiicrelerin sayist belirlenmistir. Elde edilen verilerin grafigi
grafigi GraphPad Prism programi kullanilarak ¢izilmistir.

4.2.4 In Vitro Taupati Modeli Olusturulmus PC12 Hiicrelerinde EBR'nin
Hicre Oliumi Uzerindeki Etkisinin Hiicre Akis Sitometresi ve Fluoresan

Mikroskobisi ile Gosterilmesi

pRK5-EGFP-Tau plazmidi transfekte edilen veya edilmeyen PC12 hiicrelerinde 10
MM EBR'nin hiicre o6liimii iizerindeki etkisinin gosterilmesi amaci ile farkl
kondlsyonlara ait hicreler kaldirilmis ve Anneksin-V/PI boyamasi yapilmis,
ardindan hiicre akis sitometresinde analizleri gergeklestirilmistir. Canli hiicreleri
popullasyonunu temsil eden kuadrantin sol alt bdlgesindeki hiicre orani; kontrol
grubunda % 98,7 ve 10 uM EBR uygulanmasiyla % 98,9 iken, tau anlatiminin
arttirtlmast ile % 56,7' ye diistiigli, bununla birlikte erken apoptotik hiicre

popiilasyonunu belirten kuadrantin sag alt kdsesindeki hiicre oraninin ise % 0'lardan
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% 34,5'e, gec apoptotik hiicreleri temsil eden kuadrantin sag {ist kosesindeki hiicre
oraninin % 0' dan yuzde % 5,8'e, nekrotik hiicreleri temsil eden kuadrantin sag {ist
kosesindeki hiicre oraninin ise % 1,6'dan % 3,1'e yiikseldigi gosterilmistir. Tau
anlatimi arttirilan hiicrelere 10 UM EBR uygulanmasi ile canli hiicre popiilasyonunun
tekrar ylzde % 96'ya yiikseldigi ve erken-ge¢ apoptotik hiicre oranlarimin % 0'a
geriledigi, ancak nekrotik hiicre popiilasyonu oraninda 6nemli bir degisiklik olmadigi
gozlenmistir (Sekil 4.9). Bu sonuca gére 10 uM EBR uygulamasinin saglikli
hiicrelere toksik gelmedigi ve tau anlatimi artilmis hiicrelerde olas1 nérokuruyucu

etkisi oldugu gozlenmistir.

EBR (10uM) - + - +
Tau+ -

W W
FL1-A& FL1-A

Sekil 4. 9 Taupati modeli olusturulmus PC12 hiicrelerinde EBR'nin hiicre 6liimiine etkisinin
Anneksin V/PI yontemi ile gosterilmesi. Deneyde 10 uM EBR kullanilmustir. Hiicre akis
sitometresinden elde edilen veriler BD C6 Biosciences programi kullanilarak grafige
dokiilmiistiir.

Taupati modeli olusturulmus veya olusturulmamis PC12 hicrelerinde 10 puM
EBR'nin hiicre 6lumt, mitokondri membran potansiyeli ve ROS uretimi tzerindeki
etkisi ¢esitli boyamalar ile fluoresan mikroskobunda gosterilmistir. Isik mikroskobu
goriintiilerinde; tau anlatimi arttirilmig PC12 hiicre yogunlugunun azaldigi, diger
uygulamalarda kontrol grubu ile benzer hiicre yogunlugu oldugu belirlenmistir.
DiOC6 ve Mitotracker boyamalari; tau anlatiminin arttirilmasi ile kontrol grubuna
gore oOnemli oranda azalan mitokondri membran potansiyelinin, 10 uM EBR
uygulamasiyla tekrar arttigini gostermistir. Yalmizca 10 pM EBR uygulanmasi
durumunda ise mitokondri membran potansiyelinde kontrol grubuna gore diisiik

oranda azalma gézlenmistir (Sekil 4.10).

Fluoresan mikroskobunda DCFH-DA boyamasi ile tau anlatimmin arttirilmasinin
kontrol grubuna gore 6nemli oranda artan hiicresel ROS miktarinin, 10 uM EBR

uygulanmasi ile tekrar azaldigimi gostermistir. Yalnizca 10 pM EBR uygulamasi
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durumunda ise hucresel ROS miktarinin arttigi goézlenmistir. PI boyamasi ile
nekrotik veya ge¢ apoptotik hiicre miktarinin 10 pM EBR uygulanmasi ile diisiik
oranda, tau anlatiminin arttirilmasi ve beraberinde 10 UM EBR uygulanmasi ile

kontrol grubuna gore daha fazla oranda arttig1 gosterilmistir (Sekil 4.10).

Sonug olarak fluorensan mikroskobu goriintiileri ile saglikli hiicrelere 10 pM EBR
uygulamasinin tau anlatiminin arttirtlmasina toksisitesinin diisiik oldugu, tau anlatimi
arttilmig hiicrelere 10 UM EBR uygulanmasinin mitokondri membran potansiyelinin
geri kazanimi ve hiicresel ROS miktarinin diisiliriilmesinde oldukga etkili oldugu

gozlenmigtir

EBR(10 pM) 2 + 3 +
pRK5-EGFP-Tau -

MitoTracker DiOC6 Pl Light

DCFH-DA

Sekil 4. 10 Taupati modeli olusturulmus veya olusturulmamis PC12 hiicrelerinde EBR'nin
hiicre oliimi ile ilgili bilesenler iizerindeki etkisinin fluoresan mikroskobisi ile gosterilmesi.
Deneylerde 10 uM EBR'nin etkileri DiOC6, Mitotracker, DCFH-DA ve PI boyamalari ile
gosterilmistir. Gorlintiiler en az 2 bagimsiz deneyi temsil etmektedir.



Taupati modeli olusturulmus veya olusturulmamis PC12 hiicrelerinde 10 pM EBR
uygulamasinin hiicresel ROS iiretimi iizerindeki etkisi DCFH-DA boyamasi
yapilarak hiicre akis sitometresi ile sayisal olarak da gosterilmistir. Sonucta fluoresan
mikroskobu goriintiileri ile paralel olarak ROS miktarinin 10 pM EBR uygulamasi
ve Ozelikle de tau anlattiminin arttrilmasimin istatistiksel olarak anlamli bigimde
tetiklendigi, tau anlatimi arttirilan PC12 hiicrelerine 10 uM EBR uygulanmasiyla ise
ROS miktarinin istatistiksel agidan daha anlamli bicimde geri ¢ekildigi gézlenmistir
(Sekil 4.11).

a
s z
WL vi-= | [ Kontrol s
i} I EBR g
ER B pRKS-EGFP-Tau+ =
Il pRK5-EGFP-Tau+EBR e
= | T
o (%]
S [=]
g 2
ER g
2

E) o

= o

w

pRK5-EGFP-Tau4
pRK5SEGFP-Tau+EBR

Sekil 4. 11 Taupati modeli olusturulmus veya olusturulmamis PC12 hiicrelerinde EBR
uygulamasinin ROS iiretimi lizerindeki etkisinin hiicre akis sitometresi ile gosterilmesi.
Deneyde 10 uM EBR kullanilmugtir. Farkli renklerle ifade edilen kondiisyonlardaki PC12
hicreleri kaldirilmis, DCFH-DA ile boyanip karanlikta bekletilmis ve ardindan hiicre akis
sitometresinde BD C6 Biosciences programi kullanilarak analiz edilmistir. Elde edilen
veriler GraphPad Prism programu kullanilarak grafige dokiilmiis ve istatistiksel analizleri
gerceklestirilmistir. **p < 0,001; ****p < 0,00001.

4.2.5 Taupati Modeli Olusturulmus PC12 Hiicrelerinde EBR'nin Apoptoz ile
iliskili Proteinlerin Anlatinmn Uzerindeki Etkisinin Immunoblotlama ile
Gosterilmesi

Taupati modeli olusturulmus veya olusturulmamis hiicrelerde EBR'nin doza bagh
olarak (1 ve 10 pM) uygulanmasinin apoptoz ile iligkili proteinler lizerindeki etkisi
immiinoblotlama teknigi ile gosterilmistir. Anti-apoptotik protein Bcl-2 anlatiminin
EBR'nin doza bagli uygulanmasi ve tau anlatiminin arttirilmasi ile belirgin bigimde
azaldig, tau anlatimi arttirtlan hiicrelere doza bagli EBR uygulanmmas: ile tekrar
arttigi  gbzlenmistir. Pro-apoptotik protein Bak'in  anlatiminin  diger tiim

kondiisyonlarda kontrol grubuna kiyasla arttigi, bu artisin tau anlatimi arttirilmig
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hiicrelerde en fazla oldugu gosterilmistir. Taupati modeli hiicrelere EBR'nin doza
bagl olarak birlikte uygulanmasi ile de Bak anlatiminin arttig1 gosterilmistir (Sekil
4.12, A). PC12 hucrelerinde, 1 ve 10 uM EBR uygulanmasiyla ve 6zellikle de tau
anlattminin arttirilmasi ile kontrol grubuna goére inaktif dncul kaspaz-3 (f-Kaspaz)
seviyesinin Dbelirgin bicimde azaldigi (Sekil 4.12, B), tau anlatimi arttirilan
hiicrelerde artan aktif kesilmis kaspaz 3 (kKaspaz3) seviyesinin bu hiicrelere 1 ve
Ozellikle de 10 uM EBR uygulanmasi ile belirgin sekilde azaldigi gosterilmistir
(Sekil 4.12, A).

A.
EBR(1puM) - + . ¢ + >
EBR(10pM) - - + . - >
PRK5-EGFP-Tau - - . + ¥ *
e — I — fKaspaz-3(35kDa)
06 0,54 0,4 0,35 0,5 0,64
e
| — Bel-2 (26 kDa)
3 0 0 0,06 0 0,5
o b M . g W Bo) (25 kDa)
0,0. ,23 0,5 0,59 0,88 0.9
S, A A A A p-aktin (42kDa)
1 69 1,75 17 182 15
B.
EBR (1pM) - + =
EBR (10pM) - - +
Tau -t + ot

kKaspaz-3(19 kDa)

- kKaspaz-3 (17 kDa)

1,14 0,78 0,39
PP  (-iin(22k0a)

1 0,68 1,21

Sekil 4. 12 Taupati modeli olusturulmus veya olusturulmamis hiicrelerde EBR'nin doza bagh
olarak apoptoz ile iliskili proteinler {izerindeki etkisi immiinoblotlama teknigi ile
gosterilmesi. EBR'nin 1 ve 10 uM'lik dozlar1 kullanilmstir. Yiikleme kontrolii olarak f3-
Aktin kullanilmigtir. Bu sonug birbirinden bagimsiz en az 2 deneyi temsil etmektedir.

Daha Once gergeklestirilen EBR'min doza bagl olarak taupati modeli olusturulmus
veya olusturulmamis PC12 hiicrelerindeki etkinligi ile ilgili deneylerde, 10 pM
EBR'nin taupati modelinde hiicre sagkalimini en etkin sekilde arttiran doz oldugu ve

B-Katenin'in nikleusa goglnde en etkili doz oldugu gosterilmistir. Bu nedenle
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ilerleyen deneylerde doza bagli EBR uygulamalar1 1 ve 10 pM (zerinden devam
etmistir, ancak terapotik potansiyelinin en fazla oldugu diistiniilen EBR dozu olan 10
MM uygulamasinin, doza bagli EBR uygulamasinin protein anlatimlar1 iizerindeki
etkisinin kontrolinde tekrar niteliginde veya taranan sinyal yolaklarindaki diger pek
cok proteinin taupati modellerindeki anlatimina EBR'nin etkisi belirlenirken etkin

doz olarak kullanilmistir.

EBR'nin (10 pM), taupati modeli olusturulmus veya olusturulmamis PC12
hiicrelerinde diger apoptoz ile iligkili proteinler tzerindeki etkisi immunoblotlama
yontemi ile gosterilmistir. Genomun gardiyani olarak adlandirilan, Tf olarak ve
protein kompleksleri olusturarak islev géren apoptozun diizenleyicilerinden p53'lin
anlatiminin 10 pM EBR uygulanmasi ve tau anlatiminin arttirilmasi ile kontrol
grubuna gore belirgin sekilde azaldigi, taupati modeli hiicrelere 10 puM EBR
uygulanmasi ile belirgin bir degisiklik olmadig1 gosterilmistir. Bununla birlikte daha
cok ER stres ile karakterize edilen p53'iin Ser 15 fosforilasyon seviyesinin dogal tip
hicrelere 10 uM EBR uygulanmasi ile azaldigi, taupati modelinde kontrol grubuna
kiyasla belirgin bir degisiklik olmadigi, bu hiicrelere EBR uygulanmasi ile ise
belirgin sekilde dustiigii gozlenmistir. Pro-apoptotik protein Bax'in anlatimmin 10
MM EBR uygulamasi ve taupati modeli olusturulmasi ile kontrol grubuna gore arttig1,
taupati modeli olusturulmus hicrelere 10 pM EBR uygulanmasinin ise Bax

anlatimimi daha yiiksek oranda arttirdigi gézlenmistir (Sekil 4.13).

Pro-apoptotik protein Bad'in anlatiminin taupati modeli hiicrelerde ve dogal tip PC12
hicrelerine 10 pM EBR uygulanmasi ile kontrol grubuna gore belirgin bigimde
artt1g1, taupati modeli hiicrelere 10 pM EBR uygulanmas ile ise bu artigin belirgin
sekilde geri cekildigi gosterilmistir. Pro-apoptotik protein Bim'in 25 kDa' lik
izoformunun anlatiminin taupati modeli hiicrelerde ve 6zellikle de dogal tip PC12
hicrelerine 10 uM EBR uygulanmasi ile kontrol grubuna gore yiiksek oranda arttigi,
taupati modeli hiicrelere 10 pM EBR uygulanmasi ile bu artigin diisiik oranda geri

cekildigi gozlenmistir (Sekil 4.13).

Apoptozu tetikleyeci proteinlerden Apaf-1'in  anlatiminin  taupati modeli
olusturulmus hiicrelerde kontrol grubuna gore yiksek oranda arttigi, bu hucrelere 10

MM EBR uygulanmasi ile bu artisin ylksek oranda geri ¢ekildigi gosterilmistir.
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Apoptotik DNA kiriklarinin onarimindan sorumlu PARP'1n kesilimi apoptozun fikse
olmasinda 6nemli bir asamadir. Aktif kesilmemis PARP (fPARP) seviyesinin 10 pM
EBR uygulamasi ve taupati modeli olusturulmasi ile kontrol grubuna gére belirgin
bi¢cimde azaldigi, taupati modeli olusturulmus hiicrelere 10 uM EBR uygulanmasi ile
fPARP seviyesinin tekrar arttig1 gosterilmistir (Sekil 4.13).

EBR (10 pM) - + - kS
PRK5-EGFP Tau - - + +
—— P
vV U (PARP (116 kDa)
1,13 0,58 0,76 1,08
p53 Ser 15 (53 kDa)
1,11 0,74 1,23 0,35

BN e s B | s (53 0a)

2,48 1,16 1,25 1,49

- Bax (20 kDa)

0,23 0,43 0,32 0,75
Bad (23 kDa)
0,47 1,16 0,98 0,52
“ é * % Bim(25 kDa)
0,16 2,21 0,84 0,62
e Apaf-1 (135 kDa)

0,18 0,24 1,49 0,58
S e S B 5-akin (a2 kpa)
1 1,16 1,17 1,97

Sekil 4. 13 Taupati modeli olusturulmus veya olusturulmamig PC12 hiicrelerinde EBR'nin
pro-apoptotik proteinler ve apoptoz duzenleyicileri izerindeki etkisinin immiinoblotlama
yontemi ile gosterilmesi. Deneylerde 10 UM EBR uygulanmustir. Yiikleme kontrolii olarak
B-aktin kullanilmistir. Bu sonuglar en az 2 bagimsiz deneyi temsil etmektedir.

Bu bOlimden c¢ikarilacak genel sonug, EBR uygulamasi ile taupati modeli
olusturulmus hiicrelerde; artan hiicresel stres bilesenlerinin geri ¢ekildigi ve azalan

hiicre canliliginin tekrar arttigidir.
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43 EBR'NIN TAUPATI MODELI OLUSTURULMUS PC12
HUCRELERINDE ALZHEIMER HASTALIGI BiYOBELIRTECI
PROTEINLER UZERINDEKI ETKISI

4.3.1 EBR'nin Doza Bagh Olarak Alzheimer Hastalig1 Biyobelirteci Proteinler
Uzerindeki Etkisinin Gosterilmesi

Taupati modeli olusturulmus PC12 hiicrelerinde 1 ve 10 pM EBR'nin ¢esitli AH
biyobelirteci  proteinlerin  anlattmi  ve  fosforilasyonu  (zerindeki etkisi
immunoblotlama teknigi ile gosterilmistir. Taupati modeli olusturulmamis PC12
hicrelerinde GSK3a ve GSK3p anlatimlarinin 1 pM EBR uygulanmasiyla kontrol
grubuna gore arttig1, bununla birlikte 10 pM EBR uygulanmasiyla kontrol grubuna
gore azaldigr gozlenmistir. Tau anlatiminin arttirilmasi ile kontrol grubuna gore
onemli bir degisiklik olmayan GSK3a ve GSK3p anlatimlarinin, bu hicrelere 1 uM
ve Ozellikle de 10 uM EBR uygulamasi ile azaldigi gozlenmistir. Taupati modelinde
GSK3p anlatimmin, GSK3 a anlatimina gore daha efektif bir sekilde geri ¢ekildigi
gozlenmistir. CDKS5 anlatiminda taupati modelinde kontrol grubuna gére dnemli bir
degisiklik olmadigi, bununla birlikte dogal tip ve taupati modeline 1 UM EBR
uygulanmasi ile dnemli 6l¢iide geri ¢ekildigi gosterilmistir (Sekil 4.14).

Alfa-syn anlatiminin taupati olusturulmamis hiicrelerde 1 pM EBR uygulanmasi ile
kontrol grubuna gore arttig1, 10 pM EBR uygulamasi ile ise belirgin sekilde azaldigi
gbzlenmistir. Taupati modeli olusturulmasi ile a-syn anlatiminda kontrol grubuna
gore onemli bir degisiklik olmadigi,ancak bu hiicrelere 1 uM ve 6zellikle de 10 uM
EBR uygulanmasiyla onemli o6lgiide azaldigi gozlenmistir. Taupati modeli
olusturulan hiicrelerde kontrol grubuna gore artan total APP seviyesinin, bu hiicrelere
Ozellikle 1 uM EBR uygulanmasi ile daha fazla arttigi, 10 uM EBR uygulanmasi ile
ise onemli bir degisiklik olmadig1 gosterilmistir. p44/42 anlatiminin doza bagli EBR
uygulanmasi ve tau anlatiminin arttirilmasi ile kontrol grubuna gore arttigi, taupati
modeli huicrelere 6zellikle 1 uM EBR uygulanmasi ile daha fazla arttigi, 10 uM EBR
uygulanmasi ile ise 6nemli bir degisiklik olmadig1 gdsterilmistir. Taupati modeli
olusturulmus hiicrelerde p-tau Ser 199, p-tau Ser 202 ve p-tau Ser 400-Thr 403-
Ser404 seviyelerinin kontrol grubuna gore énemli dl¢iide arttigi, bu hiicrelere doza
bagli EBR uygulanmasi ile bu seviyelerin énemli Olciide geriledigi gozlenmistir.

Taupati modelinde en fazla Ser 199 fosforilasyonunun arttigi, buna karsin doza baglh
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EBR uygulamasi ile en fazla Ser 202 fosforilasyonunun geri gekildigi gosterilmistir.
Taupati modelinde 1 pM EBR uygulamasinin 10 pM EBR'ye gore tau
fosforilasyonlarini daha efektif bir sekilde geri ¢ektigi gosterilmistir (Sekil 4.14).

EBR(1pM) - + i . + -
EBR(10pM) - . + s . +
pRKS-EGFP-Tau - 5 g + + +

T ——— GSK3a (51kDa)
T — - —— GSK3p (46kDa)
1,74 2, 0,87 15 1,15 1,0

N

1,39 2, 0,62 1,39 1,11 0,7

ﬁ---‘

CDKS5 (33kDa)
1,72 1,11 1,51 1,43 0,68 1,15
. o e M e .  asiniklein (17kDa)
1,46 1,89 0,53 1,11 0,47 0,29

s SESSe WSS APP (100-140kDa)

0,32 0,25 0,32 0,77 1,2 0,84
F J m { ) smm v pas/a2(aakDa,42kDa)
0,26 1,56 1,25 0,6 1,12 0,45

— s 0Tau Ser199(50-80kDa)

0,02 0,02 0,01 2,01 0,46 1,3
pTau Ser202(50-80kDa)
0,04 0,03 0,02 1,66 7 0:08 0,17
e e s eses  PTau S400-T403-5404
0,22 0,09 0,06 1,66 0,29 0,84
B s e A - (45 kDa)
1 1,21 1,26 1,74 1,9 1,28

Sekil 4. 14 Taupati modeli olusturulmus veya olusturulmamis PC12 hiicrelerinde EBR'nin
doza bagl olarak AH iligkili proteinler iizerindeki etkisinin immiinoblotlama yontemi ile
gosterilmesi. Deneylerde 1 ve 10 uM EBR uygulanmustir. Yiikleme kotrolii olarak B-Aktin
kullanilmistir. Bu sonuglar birbirinden bagimsiz en az 3 deneyi temsil etmektedir.
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4.3.2 EBR'nin Terapoitik Potansiyeli Yiiksek Oldugu Diisiiniilen Dozunun
Taupati Olusturulmus PC12 Hiicrelerinde Alzheimer (iliskili Proteinler

Uzerindeki Etkisininin Gosterilmesi

Tau anlatimi artirtlmis hiicrelerde tetiklenen tau Ser 202 fosforilasyonunun 10 uM
EBR uygulanmasi ile azaldigi goézlenmistir. Tau anlatimimin arttirtlmasi ile NF-L
seviyesinin Kontrol grubuna gore azaldigi, bu hiicrelere 10 uM EBR uygulanmasi ile
NF-L seviyesinin artarak kontrol seviyesinin de iizerine ¢iktig1 gozlenmistir. Tau
kinazlarindan olan, ayn1 zamanda hiicre sagkaliminda énemli rol oynayan p44/42 nin
anlatimi taupati modelinde artmis, ancak bu hiicrelere 10 pM EBR uygulanmasiyla

anlatimda 6nemli bir degisiklik gézlenmemistir (Sekil 4.15).

Tau fosfatazlarindan PP2A'nin katalitik alt iinitesinin (C-alt iinitesi) anlatiminda,
taupati modelinde ya da bu hucrelere 10 pM EBR uygulanmasi ile kontrol grubuna
veya birbirlerine kiyasla onemli bir degisiklik olmamistir. Tau kinazlarindan olan
GSK3a ve GSK3B'nin etkilesim icerisinde oldugu pek c¢ok hiicresel sinyal yolagi
bulunmaktadir. GSK3 aktivitesi ile iligkili olan Wnt sinyal yolagi, B-katenin Tf"nin
nuklear gogilinii diizenlemektedir. Taupati modeli olusturulmus PC12 hiicrelerinde
veya bu hucrelere 10 uM EBR uygulanmasi ile, Wnt sinyal molekiilii reseptoriine
baglandiginda aktive olarak GSK3'lin inhibe olmasini saglayan Dishevelled 2 (DvI2)
ya da Dishevelled 3 (Dvl3)'liin anlatiminda kontrol grubuna ve birbirlerine kiyasla

onemli bir degisiklik gozlenmemistir (Sekil 4.15).
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EBR - - +

pRK5-EGFP-Tau - + +
t pTau Ser202 (50-80
kDa)
0,06 0,99 0,06
i mmm. | Noroflament-L (70 kDa)
0,36 0,19 1,19

g MW P 44/2(44-82 kDa)

0,41 0,92 0,93

S @ S8 S Dvi2(90-95kDa)
0,86 0,74 0,83
S98 s s Dyl 3(88-93kDa)
0,78 0,63 0,71

= PP2A, C alt Ginitesi

s =N (38-36kDa)

0,84 0,84 0,76

B-aktin (45 kDa)

1 0,91 0,8

Sekil 4. 15 EBR'nin AH biyobelirteci proteinlerin anlatimi tizerindeki etkisinin
immunoblotlama ile gosterilmesi. Deneylerde 10 uM EBR uygulanmistir. Yiikleme kontrolu
olarak -Aktin kullanilmisolup bu sonuglar en az 3 bagimsiz deneyi temsil etmektedir.

Taupati modeli olusturulmus veya olusturulmamis PCI12 hiicrelerinde 10 pM
EBR'nin AH iligkili kinazlar, proteazlar ve bazi proteinler (zerindeki etkisi
immiinoblotlama yontemi ile gosterilmisti. AMPKa ve AKT tarafindan
gerceklestirilen tau kinazlarindan GSK3B'min Ser9 inhibe edici fosforilasyonu
seviyesinin; 10 uM EBR uygulamasi ve taupati modelinde diisiikk oranda arttigi,
ancak taupati modeli hiicrelere 10 pM EBR uygulanmasi ile total GSK3f anlatimi
diismesine karsin Ser9 fosforilasyonunun daha fazla arttigi gosterilmistir. Tau
kinazlarindan olan ancak MSS'de GSK3p kadar etkin rol oynamayan GSK3a'nin
Ser21 inhibe edici fosforilasyonunun; taupati modelinde kontrol grubuna gére arttigi,
bu hicrelere 10 uM EBR uygulanmasi ile total GSK3a anlatimi diismesine karsin
GSK3a Ser21 fosforilasyonunun daha fazla tetiklendigi gozlenmistir. APP
kesiliminden sorumlu total BACE anlatiminin; taupati modelinde kontrole gore
belirgin sekilde arttigi, bu hiicrelere 10 pM EBR uygulanmasi ile belirgin sekilde
geri ¢ekildigi gosterilmistir. Buna paralel olarak amiloid beta seviyesinin 10 pM
EBR uygulamas: ile azaldigi, taupati modelinde arttig1, ancak bu hiicrelere 10puM
EBR uygulamasi ile geri ¢ekildigi gosterilmistir (Sekil4.16). Tau kinazlarindan
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p44/42'nin anlatimi; 10 uM EBR uygulamasiyla kontrol grubuna gore artmis, taupati
modelinde ise bu artis daha yiiksek oranda gozlenmis, ancak bu hiicrelere 10 pM
EBR uygulanmasi ile 6nemli bir degisiklik olmamustir. p44/42'nin aktive edici
fosforilasyonlari1 Thr 202/Tyr 204'in; 10 pM EBR uygulamasi veya taupati
modelinde kontrol grubuna gore artti§i, ayrica taupati modeline 10 pM EBR
uygulanmasi ile bu artisin oldukga yiiksek seviyeye ulastigi gozlenmistir. Wnt sinyal
yolag1 aktif olmadiginda GSK3 tarafindan fosforile edilerek UPS ile yikimi tesvik
edilen B-katenin'in seviyesinin; 10 uM EBR uygulanmasi ile kontrol grubuna goére
arttigi, taupati modelinde diistiigii, ancak bu hucrelere 10 pM EBR uygulanmasi ile
belirgin sekilde tekrar arttigi gosterilmistir (Sekil 4.16).

EBR (10 pM) - + - +
PRK5-EGFP Tau = = + +

p-p44/42 (Thr202/Tyr204)

< T I (44/42kDa)

0,00 0,32 0,26 1,15

0,00 0,21 023 1,24

-— p 44/42(44kDa,a2kDa)
_—— ==

0,16 0,48 0,3 0,55

0,21 0,71 1,07 0,98

S o | PGSK3B Serd (46 kDa)

- pGSK3a Ser21 (51 kDa)
0,04 0,05 0,34 0,67

nnd . 4 P-katenin (92kDa)

0,32 1,06
. BACE (70 kDa)
37

0,41 0,6
X
¥
0,61 0,42 1,14 o,

R — B-Amiloid (5 kDa)

0,8 0,2 1,11 0,62

A . M. | C-aktin (42 kDa)

1,26 1,21 1,08

Sekil 4. 16 Taupati modeli olusturulmus PC12 hiicrelerinde EBR'min AH iliskili kinazlar, ve

proteazlar tizerindeki etkisinin imminoblotlama yontemi ile gosterilmesi. Deneylerde 10uM

EBRuygulanmstir. Yiikleme kontrolii olarak B-Aktin kullanilmistir. Bu sonuglar birbirinden
bagimsiz en az 3 deneyi temsil etmektedir.

NPC'lerde noral gelisim ile farklilasmada, post-mitotik ndronlarda ise hicre
sagkalimi i¢in 6nemli olan B-Katenin'in nuklear gégiine 10 uM EBR uygulamasinin
etkisi, taupati modeli olusturulmus veya olusturulmamis PC12 hiicrelerinden

nuklear/sitoplazmik izolasyonla elde edilen ekstraktlarin immiinoblotlama analizi
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yapilmasi ile gosterilmistir. Sitoplazmik ekstraktta kontrol grubuna goére B-katenin
seviyesi; taupati modeli ve ozellikle de 10 uM EBR uygulamasiyla artmis, taupati
modeline 10 uM EBR uygulanmasi ile azalmistir. Nuklear ekstraktta kontrol grubuna
kiyasla B-katenin gogii taupati modeli olusturulmasi ile belirgin sekilde azalmis, bu

hicrelere 10 uM EBR uygulanmasi ile ise yeniden artmustir (Sekil 4.17).

Nuklear tau'nun DNA'nin stabilize ederek nérokoruyucu rolii oldugu belirlenmistir.
Hiperfosforilasyon gibi etmenler ile mikrotubullerden serbestlenen sitoplazmik
tau'nun nuklear por kompleksi ve nukleusta yanlis lokalizasyonunun ise NH
gelisiminde 6nemli oldugu ifade edilmektedir (Lester ve Parker 2018). Bu baglamda
taupati modeli olusturulmus hiicrelerde 10 uM EBR'nin nuklear tau Ser 404/ Thr
403/Ser 404 fosforilasyonu Uzerindeki etkisi, ilgili kondusyonlara sahip hiicrelerden
nlklear/sitoplazmik izolasyonla elde edilen ekstraktlar ile immunoblotlama analizi
yapilmasi ile gosterilmistir. Taupati modeli olusturulmamis kontrol grubunda nuklear
ekstraktta oldukea diisiik miktarda p-tau (Ser 400/Thr403/Ser404) varligi1 gozlenirken
sitoplazmik ekstraktta gozlenmemistir. Taupati modeli olusturulmus hiicrelerde
nuklear ekstraktta kontrol grubuna kiyasla oldukga yiiksek oranda p-tau gozlenmistir.
Bu hicrelere 10 puM EBR uygulanmas: ile sitoplazmik ekstraktta azalan p-tau
miktarinda nuklear ekstraktta 6nemli bir degisiklik olmadigi gosterilmistir (Sekil
4.17).

sitoplazmik ekstrakt nuklear ekstrakt

EBR (10pM) - + - + - + - +
PRK5-EGFP-Tau - - + + - = + +

- - :- - W B-katenin (92kDa)

S 7. 5400-T403-5404

(50-80kDa)
B-aktin (42 kDa)

[om— — W WSS Histon 3(17kDa)

Sekil 4. 17 EBR 'nin taupati modeli olusturulmus PC2 hiicrelerinde 8 -kateni'in nuklear
gocune ve nukleusta konumlanan p-tau seviyesi lzerindeki etkisinin nuklear-sitoplazmik
protein izoloasyonu ve immunoblotlama ile gosterilmesi. Deneylerde 10uM EBR
kullanilmustir. Yiikleme kontrolli olarak sitoplazmik ekstraktta B-aktin, nuklear ekstraktta H3
kullanilmugtir.

107



Bu boliimden ¢ikarilabilecek genel sonuglar; EBR'nin AH patolojisini tetikleyen
elemanlar iizerinde genel anlamda geri diinlisimi sagladigi, GSK3 inhibisyonunu
arttirarak B-katenin'in nuklear gicini tesvik etmesi araciligi ile hiicre sagkalimini
tetikledigi ve EBR'nin olas1 nérokoruyucu etkisinin Wnt sinyal yolagindan bagimsiz

oldugudur.

44  TAUPATI MODELI OLUSTURULMUS PC12 HUCRELERINDE
EBR'NIN FOSFOTIDIL INOSITOL 3 KINAZ/PROTEIN KINAZ B/
RAPAMISININ MEKANISTIK HEDEFI SINYAL YOLAKLARI
UZERINDEKI ETKIiSI

GSK3 aktivitesi ile iligkili olan Wnt sinyal yolagi bilesenleri Dsh 2 ve Dsh3'in
anlatiminin taupati modeli olusturulmus PC12 hiicrelerinde EBR uygulanmasi ile
iliskili olmadigi daha Once gosterilmistir. Bu nedenle EBR'nin taupati modeli
olusturulmus PC12 hiicrelerinde, GSK'tin iliskili oldugu biiyiik hiicresel sagkalim
yolagi olan PI3K/Akt/mTOR yolagi tizerindeki etkileri belirlenmek istenmistir.

4.4.1 Taupati Modeli Olusturulmus PC12 Hiicrelerinde Doza Bagh EBR
Uygulamasinin ~ PI3K/Akt/mTOR  Sinyal Yolagi Uzerindeki Etkisinin
Gosterilmesi

Taupati modeli olusturulmus veya olusturulmamis PC12 hiicrelerinde lipid Kkinaz
PI3K'in diizenleyici alt tnitesi p85, mTORC1'in elemanlarindan mTOR ve Raptor
anlatimlari ile protein sentezinin diizenlenmesinde énemli bir kinaz olan p70S6K'nin
GSK3 tarafindan gergeklestirilen aktive edici Ser 371 fosforilasyonu seviyesinin
EBR'nin doza bagl (1 ve 10 pM) uygulanmasi ile degisimleri immunoblotlama
yontemi ile gosterilmistir. Ayrica, aktif mTORC1 kompleksi tarafindan PP2A'nin
inhibe edilmesi ile bu fosforilasyon korunmaktadir. PI3K'in dizenleyici p85 alt
tinitesinin anlatimi; EBR'nin doza baglh uygulanmasi ile 6zellikle 1 pM'da kontrol
grubuna gore artmisg, taupati modelinde ise kontrol grubuna gore azalmistir. Taupati
modeli hlcrelere 1 uM EBR uygulanmasi ile tekrar artan PI3K p85 anlatiminda 10
uM  EBR uygulanmasi ile taupati modeline gore o©nemli bir degisiklik
gozlenmemistir. mTORC1'in diizenleyici alt iinitesi Raptor'un anlatiminin; 1 M
EBR uygulanmasi ile kontrol grubuna gore arttigi, taupati modeli olusturulmus

hiicrelerde kontrol grubuna gore 6nemli oranda arttigi, bu hiicrelere 1 ve dzelikle 10
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uM EBR uygulanmasi ile diisiik oranda arttigi gosterilmistir. mMTORC1'in katalitik
alt iinitesi mMTOR'un anlatimi taupati modelinde kontrol grubuna gore yiiksek oranda
artmis, bu hiicrelere 1 ve 10 uM EBR uygulanmasi ile ise daha fazla artmistir.
p70S6K'nin aktive edici Ser 371 fosforilasyonu seviyesinin EBR 'nin doza bagh
uygulanmasi ile kontrol grubuna gore diistiigii, taupati modelinde kontrol grubuna
gore arttigi, bu hiicrelere EBR'nin doza bagli uygulanmasi ile ise dustigi

gosterilmistir (Sekil 4.18).

EBR(1pM) - + . - + .
EBR(10 pM) - - + . " *
pRK5-EGFP-Tau - - - + + +
it — PI3K (85 kDa)
0,45 1,75 0,77 0,04 0,89 0,05

—-—. N — Raptor (150kDa)

0,07 0,21 0,01 1,37 1,33 1,52
o ‘ ‘ mTOR (289kDa)
0,00 0,00 0,00 0,46 1,74 1,25
o s 2 3 p-p70S6K (Ser 371)

- & DU (60 kDa)

0,73 0,01 0,12 1,27 0,23 0,02
. ' n S U B p-aktin (42 kDa)

1,00 0,78 1,26 0,9 0,58 0,72

Sekil 4. 18 Taupati modeli olusturulmug PC12 hiicrelerinde doza bagli EBR uygulamasinin
GSK3 iligkili PI3K/Akt/mTOR sagkalim yolag {izerindeki etkisinin immiinoblotlama ile
gosterilmesi. Deneylerde 1ve 10 uM EBR uygulanmustir. Yiikleme kontrolii olarak B-Aktin
kullanilmugtir.

4.4.2 Taupati Modeli Olusturulmus PC12 Hiicrelerinde EBR Uygulamasinin
PI3K/Akt/mTOR Sinyal Yolag Uzerindeki Etkisinin Gosterilmesi

Taupati modeli olusturulmus veya olusturulmamig PC12 hicrelerinde 10 uM
EBR'nin PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagindaki diger proteinlerin anlatimi iizerindeki
etkisi immiinoblotlama ile gosterilmistir. AKT ve p70S6K'nin aktive edici

fosforilasyonlarini saglayan PDK-1'in aktive edici Ser 241 fosforilasyonunun; 10 uM
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uygulanmasi ve taupati modeli olusturulmasi ile kontrol grubuna gore diisiik oranda
arttigi, taupati modeli hicrelere 10 pM EBR uygulanmast ile de ilag uygulanmayan
gruba gore belirgin sekilde azaldigi gézlenmistir. Bununla birlikte PI3K tarafindan
gerceklestirilen fosfotidil inositollerin fosforilasyonlarini geri ¢geken PTEN fosfataz
anlattiminin 10 pM EBR uygulamasi ve taupati modelinde kontrol grubuna kiyasla
diisiik oranda arttig1, taupati modeline 10 uM uygulanmasi ile ise azaldig1 ve kontrol
grubunun gerisine distigi  gosterilmistir.  AKT ve PKC'nin aktive edici
fosforilasyonlarindan sorumlu olan mTORC2 kompleksinin diizenleyicisi Rictor'un
anlatiminin; 10 uM EBR uygulanmasi ve taupati modelinde kontrole gore azaldigi,
taupati modeline 10 pM EBR uygulanmas ile de ilag uygulanmayan gruba gore
belirgin sekilde azaldig1 gozlenmistir. PDK1 ve mTORC?2 tarafindan aktive edici Ser
473 fosforilasyonu gergeklestirilen Akt'in kendisini aktive ettigi otofosforilasyonu
olan Thr 308 seviyesinde 10 uM EBR uygulanmasi ve taupati modelinde kontrol
grubuna gore onemli bir degisiklik gbzlenmedigi, taupati modeline 10 uM EBR
uygulanmasi ile ise belirgin sekilde azaldig1 gosterilmistir. Bununla birlikte total Akt
anlatiminda 10 uM EBR uygulanmasi ve taupati modelinde diisiik oranda artis,
taupati modeline 10 uM EBR uygulanmas: ile ise daha belirgin sekilde azalma

gozlenmistir.

ATPnin azalmasi, buna bagli olarak AMP'nin artmasi gibi stres kosullarinda aktive
olan, otofajiyi tetikleyici, hetererotrimerik yapidaki AMPK'nin a alt Unitesinin Thr
172 aktive edici fosforilasyon seviyesinin kontrol grubundan itibaren sirasiyla 10 pM
EBR uygulanmasi ve taupati modeli olusturulmasi ile belirgin sekilde arttig1, taupati
modeli hucrelere 10 uM EBR uygulanmasi ile ise azaldigi gozlenmistir. Bununla
birlikte AMPKa'nin total anlatiminin 10 pM EBR uygulamasi ve taupati modelinde
artt1ig1, ancak taupati modeline 10 pM EBR uygulanmasi ile azaldig1 gosterilmistir.
Buna karsin mTORCLl'in diizenleyicisi olan Raptor'un AMPK tarafindan
gerceklestirilen inhibe edici Ser 792 fosforilasyonunun kontrol grubuna kiyasla; 10
MM EBR uygulanmasi ve 6zellikle taupati modeli olustulmasi ile azaldigi, taupati
modeline 10 uM EBR uygulanmasi ile ise daha diisiik oranda azaldigi belirlenmistir.
Ayrica mTORCL'in aktive edici fosforilasyonu Ser 2448 seviyesi 10 uM EBR
uygulanmasi ve taupati modelinde kontrol grubuna gore artmig, ancak taupati
modeline 10 uM EBR uygulanmasi ile daha belirgin oranda azalmistir (Sekil 4.19).
mTORC1, PKC, FOXO 3 gibi proteinlerin inhibe edici fosforilasyonlarini fikse eden
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fosfoserin baglanma proteini 14-3-3'lin anlatiminin; 10 pM EBR uygulamasi ve
taupati modelinde arttigi, taupati modeline 10 pM EBR uygulanmasi ile 6nemli bir
degisiklik olmadig1r gozlenmektedir. Doza bagli EBR uygulanmasi ile kontrol ve
taupati modeline goére aktive edici Ser 371 fosforilasyonu seviyesinin énemli 6lglide
azaldig1 gosterilen p70S6K nin total anlatimimin ise 10 uM EBR uygulamasi ve
taupati modelinde kontrol grubuna goére onemli Olgiide azaldigi, taupati modeli
hlcrelere 10 uM EBR uygulanmasi ile de daha diisiik oranda azaldig1 gosterilmistir.
mTORCI tarafindan inhibe edici Thr 37/46 fosforilasyonuna ugrayan Okaryotik
translasyon baslama faktorii 4E-BP1'nin inhibe edici fosforilasyonunun kontrol
grubuna gore; 10 uM EBR uygulamasi ile arttigi, taupati modelinde azaldigi, taupati
modeline 10 uM EBR uygulanmasi ile de azaldig1 gozlenmistir (Sekil 4.19).
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EBR (10 pM) - + - +

PRK5-EGFP Tau - - + +
PTEN (54 kDa)
1,06 1,42 1,28 0,8
- S &> pPDK-1(ser241)(54-68kDa)
0,74 0,85 0,95 0,38

" Ml wmwssm Weee Rictor (200 kDa)
0,93 0,79 0,66 0,25
dibiies w  P-Akt (Thr308)(60kDa)
1,21 1,28 1,31 0,57
TR A s s Akt (60kDa)

1,00 1,29 1,13 0,79

W meses s | P-AMPKa (Thr 172)(62kDa)

0,29 0,98 1,5 1,04
AMPKa (62kDa)
1,02 1,41 1,27 0,76
pR— p-RaptorSer 792 (150 kDa)
1,26 1,09 0,58 0,32
— - . — P-mTOR (Ser2448) (289kDa)
1,07 1,4 1,35 0,81
S . . R 18-3-3 (27-29 kDa)
1,12 1,51 1,57 1,54
- p70S6K (60 kDa)
1,07 0,39 0,29 0,01

p-4E-BP1 (15-20kDa)
——— - (Thr37/46)

0,8 1,67 0,53 0,28
S WP [-aktin (42kDa)
1 9,62 0,86 1,13

Sekil 4. 19 Taupati modeli olusturulmus PC12 hiicrelerinde EBR'nin PI3K/AKT/mTOR
sinyal yolag1 tizerindeki etkisinin imminoblotlama ile gosterilmesi. Deneylerde 10 uM EBR
uygulanmugtir. Yikleme kontrolii olarak - aktin kullanilmugtir.

Bu boliimden ¢ikarilabilecek genel sonuglar; taupati modeli olusturulmus PC12
hlcrelerine EBR uygulamasinin PI3K/ Akt/ mTOR yolaginda inhibe edici etkisinin
olabilecegi, bununla birlikte dogal tip hiicrelerde AMPKo aktivasyonunu

sagladigdir.
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45 EBR 'NIN ER STRESI VE MOLEKULER SAPERON SISTEMLERI
UZERINDEKI ETKIiSI

451 EBR'nin Doza Bagh Olarak ER Stresi Iliskili Proteinler Uzerindeki

Etkisinin immiinoblotlama ile Gosterilmesi

Taupati modeli olusturulmus veya olusturulmamis PC12 hiicrelerinde EBR'nin doza
bagli (1 ve 10 uM) olarak ER stres iligkili proteinler iizerindeki etkisi
immunoblotlama yontemi ile gosterilmistir. ER stresi sensdr proteinlerinden olan
ATF6'nin o ve B olmak iizere iki izoformu bulunmaktadir. ER stresi durumunda
kesilmemis (f); fATF60 ve TATF6 Golgide kesilerek aktif 10sin fermuari baglanma
motifi iceren Tf'ler (kATF6a veya kATF6P) olarak nukleusa go¢mektedirler ve
DNA'daki ER stresi elementi (ERSE)ne baglanarak ER stresi cevap genleri
(ERSRG)'nin anlatimin1 kontrol etmektedir. Literatiirdeki ¢alismalarda kATF6a'nin
hizla degrade olan giiclii bir aktivator, KATFB'nin ise yavas yikilan zayif bir aktivator
oldugu gosterilmistir. Tf kompleksinde kKATFBnin kATF6a' nin inhibitorii oldugu
gosterilmistir (Thuerauf ve ark, 2007). Kontrol ve 1 uM EBR'da diisiik olan fATF60
anlatim1 ve kesiliminin 10 pM EBR uygulanmas: ile kontrol grubuna gore ylksek
oranda arttigr, 1 pM EBR uygulamasi ile yalnizca fATFB anlatimi ve kesiliminin
diisiik oranda artttigi gozlenmistir. Bununla birlikte 10 uM EBR uygulanmasi ile
aynt zamanda fATF6B anlatimi ve kesilimininde arttigi gézlenmistir. Taupati
modelinde kontrol grubuna gore fATF6a anlatimmin arttig1 ve kesilime ugrayarak
KATF6a seviyesini belirgin sekilde arttirdigi, buna karsin fATFp seviyesinde énemli
bir degisiklik olmadig1, ancak kesiliminin yiiksek oranda arttig1, bu hiicrelere 1 ve 10
MM EBR uygulanmas: ile ila¢ uygulanmayan gruba gore fATF6PB anlatimlarinin
yiksek oranda, fATF60 anlatiminin ve KATF6a/p seviyelerinin daha diisiik oranda
arttig1 gozlenmistir (Sekil 4.20).

ER stres sensor proteinlerinden olan PERK'in aktivasyonu araciligiyla ATF4
tarafindan anlatimi tetiklenen CHOP nukleusa gdgerek kronik ER stres ile iliskili
genlerin anlatimimi saglamaktadir. Doza bagli EBR uygulanmasi ile yiksek oranda
ve taupati modeli olusturulmasi ile diisiik oranda kontrol grubuna gére diisen CHOP
anlattminin taupati modeli olusturulmus hiicrelere; 1 UM EBR uygulanmasi ile
yeniden arttig1 ve kontrol seviyesini gectigi, 10 UM EBR uygulanmasi ile ise kontrol

grubunun iki katina ulastigi gozlenmistir. ER saperon proteinlerinden BIP'in
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anlatimmin; doza bagli EBR uygulamasiyla ve taupati modelinde kontrol grubuna
gore arttig1, taupati modeli hiicrelere 10 uM EBR uygulanmas: ile ise kontrol
seviyesine geriledigi gozlenmistir. EBR'nin ER stres iligkili antikanser etkinligi ile
ilgili yapilan ¢alismada LnCAP hiicrelerine 30 uM EBR uygulanmasi ile anlatimi en
anlaml sekilde degistigi gdzlenen Ca*? bagimli calisan ER saperon proteini
CALR'in anlatimmin; PCI12 hiicrelerine doza baglhh (1 ve 10 pM) olarak
uygulanmasindan 6zellikle de 1 uM EBR ile kontrol grubuna goére arttigi, taupati
modelinde kontrol grubuna gore diisiik oranda sekilde azaldigi, bu hiicrelere 1 ve 10
uM EBR uygulanmasi ile yeniden artarak kontrol grubu seviyesinin iizerine ¢iktigi
gozlenmistir (Sekil 4.20).

EBR(1pM) - + - - + -
EBR(10uM) - i + L - +
pRK5-EGFP-Tau - - - + + +
fATF6p (110 kDa)
fATF6c(90 kDa)
KATF6B(70 kDa)
kATF6a (50 kDa)
0,13 0,64 1,05 0,09 0,43 0,71
0,00 0,02 0,43 0,24 0,53 0,71
0,08 0,17 0,43 0,58 0,72 0,86
0,03 0,06 0,3 0,53 0,6 0,8
- W W CHOP(27kDa)
0,57 0,08 0,4 0,35 0,74 1,11
. s | BIP (78kDa)
0,26 0,65 1,26 0,63 0,57 0,28
— N . o — - CALR (55kDa)
0,36 1,56 0,9 0,3 0,86 0,63
— A A, S, (-aktin (42 kDa)
e
1,00 0,94 0,92 0,88 0,82 1,05

Sekil 4. 20 Taupati modeli olusturulmus PC12 hiicrelerinde EBR'nin doza bagli olarak ER
stresi ile iliskili proteinler {izerindeki etkisinin immiinoblotlama ile gdsterilmesi. Deneylerde
1 ve 10 pM EBR uygulanmstir. Yiikleme kontrolii olarak B-aktin kullanilmistir. Bu sonuglar

en az 2 bagimsiz deneyi temsil etmektedir.

45.2 EBR Uygulamasmmin ER Stresi ve Molekiiler Saperonlar Uzerindeki

Etkisinin Gosterilmesi

Taupati modeli olusturulmus veya olusturulmamis PC12 hiicrelerinde 10 pM

EBR'nin ER stresi iliskili proteinler ve molekiiler saperonlar {izerindeki etkisi
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immunoblotlama ile gosterilmistir. ER stres sensor proteinlerinden olan IREla'nin
anlatimmin; 10 uM EBR uygulanmasi ile kontrol grubuna gore blylk oranda
azaldigi, taupati modelinde kontrol grubuna gore onemli bir degisiklik olmadigi,
taupati modeli olusturulmus hiicrelere 10 pM EBR wuygulanmasi ile ilag
uygulanmayan hiicrelere kiyasla biiyiik 6l¢iide azaldig1 gézlenmistir. ER stres sensor
proteinlerinden olan PERK'in anlatimmin; 10 uM EBR uygulanmas: ile kontrol
grubuna gore biiylik oranda azaldigi, taupati modeli olusturulmus hiicrelerde kontrol
grubuna gore oénemli bir degisiklik olmadigi, bu hiicrelere 10 uM EBR uygulanmasi
ile ilag uygulanmamis gruba gore oldukea diisiik oranda azaldig1 gosterilmistir. Ca*?
bagimli ¢alisan ER saperon proteinlerinden CALNX'in anlatiminin kontrol grubuna
gore 10 uM EBR uygulamasi ile belirgin sekilde azaldigi, taupati modelinde 6nemli
bir degisiklik olmadigi, taupati modeli hiicrelere 10 pM EBR uygulanmasi ile ise
diisiik olduke¢a diisiik oranda azaldigi gozlenmistir. ER saperon proteinlerinden
PDI'nin anlatimimin kontrol grubundan sonra sirasiyla 10 uM EBR uygulanmasi ile
oldukga diisiik oranda arttig1, taupati modeli olusturulmas ile belirgin sekilde arttig1,
10 uM EBR uygulanmasi ile ise oldukca yliksek oranda arttigi gosterilmistir (Sekil
4.21).

ER stres ile iliskili olarak ERAD sisteminde UPS'de ya da sitoplazmada, biriken
proteinlerin UPS, CMA ve makrootofaji ile yikiminda 6nemli rol oynayan HSP90
saperon sistemine ait protenlerin anlattmi da immunoblotlama yontemi ile
gosterilmistir. NH gelisiminde pozitif etkili oldugu diistiniilen HSP90 anlatiminin 10
uM EBR uygulamasi ile azaldigi, taupati modelinde kontrol grubuna kiyasla arttigi,
ancak bu hiicrelere 10 uM EBR uygulanmasi ile 6nemli bir degisiklik olmadig:
gozlenmistir. NH gelisiminde negatif etkisi oldugu diisliniilen HSP70 anlatiminin ise
10 uM EBR uygulanmasi ve taupati modelinde kontrol grubuna gére azaldigi, ancak
taupati modeli hicrelere 10 uM EBR uygulanmasi ile ilag uygulanmamis gruba
kiyasla artarak kontrol seviyesinin {iizerine ¢iktigi gosterilmistir. Daha ¢ok
mitokondride bulunan ve protein birikimini engelleyen HSP60 anlatiminda yapilan
uygulamalar ile 6nemli bir degisiklik gozlenmedigi belirlenmistir. Bunula birlikte
taupati modelinde diisiik oranda anlatimi artmis, bu hiicrelere 10 puM EBR

uygulanmasi ile de bu artis devam etmistir (Sekil 4.21).
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UPR 'da Ozellikle IREla aktivasyonu ile tetiklenen p38 ve SAPK/JNK 'nin
anlatimlart ve aktive edici fosforilasyonlarida gosterilmistir. Buna gore SAPK
anlattminin 10 uM EBR uygulamasi ve taupati modelinde kontrol grubuna gore
belirgin sekilde azaldigi, buna karsin taupati modeli hiicrelere 10 uM EBR
uygulamasi ile yeniden arttig1 gézlenmistir. SAPK'nin aktive edici fosforilasyonunun
kontrol grubuna gore; 10 uM EBR uygulamasi ile anlatimi ile uyumlu olacak sekilde
azaldigi, ancak taupati modelinde anlatimi ile zit sekilde belirgin sekilde arttigi,
taupati modeli hiicrelere 10 uM EBR uygulanmasi ile de anlatimimna zit sekilde
oldukca belirgin sekilde azaldig1 gézlenmistir. JINK'nin anlatim1 ise SAPK'ye benzer
sekilde 10 uM EBR uygulamasi ve taupati modelinde kontrol grubuna gore azalmas,
bununla birlikte taupati modeline 10 uM EBR uygulanmasi ile belirgin sekilde
artarak kontrol seviyesininde oldukca iizerinde c¢iktig1 gdzlenmistir. Buna karsin
JNK'nin aktive edici fosforilasyonunun 10 pM EBR uygulamasi ile anlatimi ile
uyumlu olarak azaldigi, ancak taupati modelinde anlatimi ile zit sekilde oldukca
belirgin sekilde tetiklendigi, bu hiicrelere 10 uM EBR uygulanmasi ile ise anlatimina
z1t sekilde azalarak kontrol seviyesine ¢ekildigi gosterilmistir. p38'in anlatimimin 10
uM EBR uygulamasi ile kontrol grubuna gore azaldigi, taupati modelinde ise
belirgin sekilde arttig1, ancak taupati modeline 10 uM EBR uygulanmasi ile oldukca
belirgin sekilde azaldig1 gosterilmistir. p38'in aktive edici fosforilasyonunun 10 pM
EBR uygulanmasi ile anlatimi ile uyumlu bir sekilde azaldigi, buna karsin taupati
modelinde anlatimina zit sekilde 6nemli bir degisiklik olmadigi, ancak bu hiicrelere
10 uM EBR uygulanmast ile anlatimina gore daha diisilk oranda azaldigi

gosterilmistir (Sekil 4.21).
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EBR (10 pM) - + - +

pRK5-EGFP Tau - - + +
N e IRE1-a (130 kDa)
0,89 0,38 0,9 0,2

S  *° @ . PERK (140kDa)

1,19 0,49 1,2 1,09

e Bl CALNX(67kDa)

1,11 0,67 1,09 0,98

Cws WS s WBmB® PDI(57kDa)

0,23 0,28 0,51 1,65
“ “ S0 W 1i5p70 (70 kDa)
1,11 0,75 0,92 1,27
. HSP60 (60 kDa)
—-— OV e e’
1,17 1,01 1,26 1,39

“ “ d W  HSP90 (90 kDa)

p SAPK-JNK (T183/Y185)
(54-46kDa)
0,98 0,52 1,34 0,57
0,26 0,09 0,79 0,26
2- W SAPK-INK (54-46 kDa)
~ T — -
1,11 0,66 0,71 1,09
0,96 0,53 0,64 1,37
SR ERER e o o)
- (40kDa)
1,43 1,00 1,27 0,75
p38 (40kDa)

0,41 0,26 1,36 0,02
. . . P00 B-aktin (42kDa)
1,00 1,18 0,89 0,79

Sekil 4. 21 Taupati modeli PC12 hiicrelerinde EBR'nin ER stresi ve molekiiler saperon
sistemleri tzerindeki etkisinin imminoblotlama yontemi ile gosterilmesi. Deneylerde 10 uM
EBR uygulanmistir. Yiikleme kontrolii olarak - aktin kullanilmistir. Bu sonuglar en az 2
bagimsiz deneyi temsil etmektedir.
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mTORC2, Akt, TNFR sinyal yolaklar1 haricinde UPR cevabinda da aktive olan
NFxB'nin aktif Tf rolii oynayan p65 alt lnitesinin taupati modeli olusturulmus veya
olusturulmamis PC12 hiicrelerinde 10 uM EBR uygulanmasinda ER stresi ile iligkili
olarak nuklear gocl, nuklear-sitoplazmik protein izolasyonu sonrasi elde edilen
esktraktlarin immiinoblotlama analizi ile gosterilmistir. 10 uM EBR uygulanmasi ile
kontrol grubuna gore nuklear gocli azalan NFxB p65'in, taupati modelinde
sitoplazmadan biliylik 0Olgiide nukleusa gogctiigli, bu hiicrelere 10 uM EBR

uygulanmasi ile ise nuklear gogiin azaldig1 gosterilmistir (Sekil 4.22).

sitoplazmik ekstrakt nuklear ekstrakt

EBR (10uM) - - - + I - + . +
PRKS-EGFP-Tau - . + * | = - + +
— S | w— — D65 (65 kDa)
111 08 03 o0& |li:m om 0w ow
-
———— PR B-aktin (42 kDa)
1,00 0,78 037  o0m| 023 02 0,06 0,21

[ e s == Histon 3 (17kDa)

1 1,05 0,96 0,66

Sekil 4. 22 Taupati modeli PC12 hiicrelerinde EBR'nin ER stres ile iliskili olarak NFxB
p65'in  nulear gocline olan etkisinin nuklear-sitoplazmik protein izloasyonu ve
immduinoblotlama yontemi ile gosterilmesi. Deneylerde 10 uM EBR kullanilmistir. Yiikleme
kontrolii olarak sitoplazmik ekstraktta p-aktin, nuklear ekstraktta H3 kullanilmustir.

Bu boliimden cikarilabilecek genel sonuglar; taupati modeli olusturulmus PC12
hucrelerinde ER stresinin tetiklendigi, bu hiicrelere EBR uygulanmasi ile ER stresin
Ozellikle erken evresinde aktive olan bilesenlerinin geri ¢ekildigi ancak UPR"

g0steren bazi bilesenlerin halen gozlendigidir.
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4.6 EBR'NIN TAUPATI MODELiIi PC12 HUCRELERINDE OTOFAJi
UZERINDEKI ETKIiSi

4.6.1 EBR'nin Taupati Modeli PC12 Hiicrelerinde Otofaji ile liskili Proteinler

Uzerindeki Etkisinin Immiinoblotlama ile Gosterilmesi

10 pM EBR uygulamasiin taupati modeli olusturulmus veya olusturulmamis
hicrelerde otofaji ile iligkili proteinler tizerindeki etkisi immiinoblotlama yontemi ile
gosterilmistir. Otofajinin tetiklenmesinde 6nemli rol oynayan ULK1 Ser/Thr kinaz'in
anlattmmin; 10 pM EBR uygulanmasi ile kontrol grubuna kiyasla arttigi, taupati
modelinde bu artisin daha fazla oldugu, taupati modeli hiicrelere 10 pM EBR
uygulanmasi ile tekrar azaldigr gosterilmistir. ULK1'in AMPK tarafindan ugradigi
aktive edici Ser 555 fosforilasyonu seviyesinin; ULK1 anlatimi diisiik olmakla
birlikte kontrol grubunda diisiik olmadigi, 10 uM EBR uygulanmasi ile anlatimina
gore diisiik oranda arttig1, taupati modelinde arttigr ancak ULK1 anlatiminin yiiksek
olmasina ragmen anlatimina gore diisiik oranda yiikseldigi, bu hiuicrelere 10 uM EBR
uygulanmasi ile ise anlatimina gore azalarak kontrol grubunun gerisine diistiigii
gosterilmistir. Otofajiyi tetikleyen ULKI1 kompleksi tarafindan fosforile edilerek
PAS'ta birikerek otofajik vesikiiliin ¢cekirdeklenmesini saglayan Vps34 kompleksinde
bulunan; PI3K sinif 3 ailesinden Vps34'iin anlatiminin 10 uM EBR uygulanmasi ile
onemli bir degisiklik olmadigi, taupati modelinde belirgin sekilde arttigi, bu
hucrelere 10 pM EBR uygulanmas: ile de yaklasik kontrol grubu seviyesine geri
cekildigi, Beklinl'in anlatimimin ise 10 puM EBR uygulanmas: ile kontrol grubuna
gore belirgin sekilde azaldigi, taupati modelinde kontrol grubuna gore diisiik oranda
arttig1, ancak bu hucrelere 10 pM EBR uygulanmas: ile belirgin sekilde azalarak

kontrol grubu seviyesinin gerisine diistigii gosterilmistir (Sekil 4.23).

Vps34 tarafindan bas gruplarnn fosforile edilen c¢ekirdeklenen otofagozom
membranindaki fosfotidil inositollerde biriken Ub-benzeri konjugasyon sistemi
uyelerinden olan ve LC3-I'in Ub benzeri modifikasyonunu saglayan enzimlerden
ATG7'in anlattiminin; 10 uM EBR uygulanmas: ile kontrol grubuna gore diisiik
oranda azaldigi, taupati modelinde kontrol grubuna gore belirgin bigimde arttigi, bu
hicrelere 10 uM uygulanmas: ile ise belirgin bicimde azalarak kontrol grubunun
gerisine diistiigli gosterilmigtir. LC3-I'in Ub benzeri modifikasyonun saglayan

enzimlerden ATG3'iin anlatiminin ise; 10 uM EBR uygulanmasi ile kontrol grubuna
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gore belirgin bigcimde azaldigi, taupati modelinde kontrol grubuna gore belirgin
bicimde arttigi, bu hiicrelere 10 uM EBR uygulanmasi ile ise belirgin bir sekilde
azalarak kontrol grubunun gerisine diistiigli gosterilmistir (Sekil 4.23).

LC3-I'in lipidasyonunu saglayan Ub-benzeri konjugasyon sistemi uUyelerinden
ATG5'In anlatimmin 10 uM EBR uygulamasi ve taupati modelinde belirgin bicimde
artt1g1, taupati modeli hiicrelere 10 uM EBR uygulanmasi ile ise kontrol grubunun
gerisine diistiigl; ATG12'nin anlatiminin ise 10 pM EBR uygulanmas1 ve 6zellikle
de taupati modelinde kontrol grubuna gore belirgin bigimde arttig1, taupati modeli
hicrelere 10 uM EBR uygulanmasi ile tekrar azaldigi gosterilmistir. ATG5 ve
ATG12'nin LC3-I ile etkilesimini saglayan ATG16L1'in anlatiminin ise kontrol
grubuna gore sirasityla 10 uM EBR uygulanmasi ve oOzellikle taupati modeli
olusturulmasi ile belirgin bigimde arttigi, taupati modeli hucrelere 10 pM EBR

uygulanmasi ile ise diisiik oranda azaldig1 gosterilmistir (Sekil 4.23).

ATG5/12 ve ATG3/ATG7 konjugasyon sistemleri ile modifiye edilen LC3A/B-I'in
LC3 A/B-Il'yi olusturmasi, otofagozom membraninin tamamlanmasini ifade
etmektedir. 10 uM EBR uygulanmasi ile yliksek oranda, taupati modelinde diisiik
oranda ve taupati modeli hicrelere 10 uM EBR uygulanmasi ile yiksek oranda
LC3A/B-I1:LC3A/B-I oraninin kontrol grubuna gore arttig1 gézlenmistir. TRAF6'nin
K63-baglantili poli-Ub ile NFkB'nin aktivasyonunu ve segici otofajide Ub'lenerek
isaretlenen kargonun 6zgiil otofaji reseptorii araciligi ile otogafozom membranina
baglanmasin1 saglayan Ub baglanma proteini p62'nin seviyesinin azalmasi,
otofagolizozomlarda kargonun yikildigin1 gostermektedir. 10 uM EBR uygulanmasi
ve Ozellikle de taupati modelinde kontrol grubuna kiyasla anlatiminin belirgin
sekilde arttig1 gézlenen p62 seviyesinin taupati modeline 10 pM EBR uygulanmasi
ile belirgin sekilde azaldig1 gosterilmistir. Tau'nun CMA' da yikilmasini engelleyerek
proteozom sisteminde yikilmasini tetikledigi belirtilen Bagl'in orta (M) ve kiigiik (S)
izoformlarinin anlatimlarinda; 10 uM EBR uygulamasi ile 6nemli bir degisiklik
olmadigi, taupati modelinde belirgin sekilde azaldigi, buna karsin taupati modeline

10 uM EBR uygulamasi ile tekrar belirgin sekilde arttigi gosterilmistir (Sekil 4.23).
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EBR (10 pM) - + - +

PRK5-EGFP Tau - - + +
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pe— 5 PI3K Sinif 3 (Vps34)
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.“ ; “ Beklin-1 (60 kDa)
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PN S e e Atg7(78kDa)
1,60 1,45 2,03 0,54

B  C MR wer Ate3(40kDa)
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CAA v — W o5 (55 kDa)
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Bag 1-5(33 kDa)
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1,4 1,4 0,73 1,12
m B-aktin (42 kDa)
1,00 0,65 0,70 1,18

Sekil 4. 23 Taupati modeli olusturulmus PC12 hiicrelerinde EBR'nin otofaji ile iliskili
proteinler tzerindeki etkisinin immunoblotlama yontemi ile gosterilmesi. Deneylerde 10 uM
EBR uygulanmistir. Yiikleme kontrolii olarak B- aktin kullanilmistir. Bu sonuglar en az 2
bagimsiz deneyi temsil etmektedir.
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4.6.2 EBR'nin Taupati Modeli PC12 Hucrelerinde Otofajiye Olan Etkisinin

Fluoresan Boyamalar ile Gosterilmesi

Taupati modeli olusturulmus veya olusturulmamis PC12 hiicrelerinde 10 pM
EBR'nin otofaji Uzerindeki etkisinin mikroskobik olarak gosterilebilmesi icin
Lysotracker ve Acridine Orange boyalart kullanilmistir. Elde edilen verilere gore
kontrol grubunda hiicre yogunluguna gore diisiik gozlenen lizozomal aktivitesi
yiiksek hiicre sayisininin; 10 uM EBR uygulanmasi ile arttigi, taupati modelinde
kontrol grubuna gore arttig1, taupati modeli hiicrelere 10 pum EBR uygulanmasi ile
ise en yuksek seviyeye ulastig1 gozlenmistir (Sekil 4.24).

EBR (10 pM) . + . +
PRK5-EGFP Tau - 2 + +

Acridine
Orange

Lisotracker

Sekil 4. 24 Taupati modeli olusturulmus PC12 hiicrelerinde EBR'nin otofaji izerindeki
etkisinin fluoresan boyamalar ile gosterilmesi. Deneylerde 10 uM EBR uygulanmistir. Bu
sonuglar en az 3 bagimsiz deneyi temsil etmektedir.

Bu boéliimden ¢ikarilacak genel sonuclar; yalnizca EBR uygulamasinin otofajiyi
tetikledigi, ayrica taupati modelinde de otofajinin tetiklendigi, ancak bu hiicrelere 10

uM EBR uygulanmasi durumunda lizozomal aktivitenin daha fazla oldugudur.
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5 TARTISMA

NH'ler c¢ogunlukla proteinopati simifi hastaliklardir. Protein agregasyonlari
genellikle; ¢esitli mutasyonlar veya SNP'ler aracili amino asit degisiklikleri
nedeniyle proteinlerin katlanma strecinde kararliligin saglanabilecegi diisiik enerji
seviyesine inerken ara bir enerji seviyesinde kalmalari sonucu olusmaktadir. Bununla
birlikte {i¢ boyutlu yapilarimi kazanmis proteinlerde de ¢esitli post-translasyonel
modifikasyonlarin  gerceklesmesi suda c¢oziinmeyen protein agregatlarinin
olusmasina yol agabilmektedir. Tiim bunlar géze alindiginda protein agregasyonlari,
birikim gosteren proteinin kendi gen duzeyindeki anormalliklerin yani sira, hiicrede
bu proteinlerin diizenlenmesinde rol oynayan diger yapilardaki anormal islevsel
ozelliklerin olugmasi nedeniyle de gergeklesebilmektedir. Demansin en sik gozlenen
cesidi olan ve beyinin temporo-parietal bolgesini etkileyen AH'nin patolojisinde
diger NH'ler gibi hiicre igerisinde tau ve/veya farkli olarak hiicre disarisinda biriken

AP protein agregatlar1 onemlidir (Bertram ve Tanzi 2005; Erkkinen ve ark, 2018).

Hiicre o6liimii ¢ok hiicreli organizmalarin gelisimi, homeostasisi ve immun
diizenlenmesi agisindan 6énemli bir siiregtir. Hiicre lumunun duzenlenememesi pek
¢ok patolojik siire¢ ile iliskilidir. Cesitli mutasyonlar, oksidatif hasar veya post-
translasyonal modifikasyonlar nedeniyle yanlis katlanmig proteinlerin HSP'ler gibi
saperon proteinler tarafindan dogal yapilarin1 kazanmalar1 ya da UPS veya otofaji
hicresel doniisiim sistemleri tarafindan degrade edilmeleri gerekmektedir. Bu
asamalarin yetersiz kalmas1 durumunda hiicre igerisinde veya disinda olusan protein
agregatlar1 kaynakli toksisiteler ya da bu proteinlerin dogal yapilarinin kendi
gorevlerini yapabilmelerinin sinirlanmasi nedeniyle bozulan homeostasis sonucu
hiicre oliimiiniin fazla oranda ger¢eklesmesi s6z konusudur. Bu durum NH'lerin
gelisiminin genel semasidir. NH cesitlerinden olan ¢oklu skleroz' unda dahil oldugu
otoimmiin hastaliklarda immiin sistem elemanlarinin viicudun saglikli hiicrelerine
kars1 gergeklestirdikleri 6liim mekanizmalar1 s6z konusudur. Son yillarda yapilan

calismalar ile birlikte AH ve PH gibi proteinopatilerinde ndroinflamasyon ile iligkili
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olarak otoimmiin hastalik kategorisinde degerlendirilmesi s6z konusudur (Fulda ve

ark,. 2010; Gorman, 2008; Sardi ve ark, 2011).

AH genellikle sporadik, nadiren ise ailesel kdkenli bir hastaliktir. Gelisiminde APP,
PSEN1/2 ve APOE'de dahil yaklagik 20 genin direkt risk faktorii oldugu, ayrica
yapilan GWAS calismalar1 ile daha pek ¢ok gendeki polimorfizmlerin de AH
patogenezine katkida bulundugu gosterilmistir. AH gelisimi ile ilgili ileri slrllen
baslica hipotezler; kolinerjik hipotez, amiloid teorisi, tau teorisi, mitokondriyal
hipotez, oksidatif stres hipotezi, glutamat norotoksisitesi hipotezi, metal dengesizligi
hipotezi, inflamatuvar hipotez, mikroorganizma infeksiyon hipotezi, vaskular hipotez
ve metabolik hipotezdir (Bertram ve Tanzi 2005; Khanahmadi ve ark, 2015;

Mendiola-Precoma ve ark, 2016).

MSS'nin immun sistem elemanlar1 olan astrositlerden APOE araciligi ile tasiman
kolesterol ve fosfolipidler, noronlarin yiizeyindeki APOE reseptorleri tarafindan
taninarak endosite edilmektedir. Ayrica bu reseptorlerden bazilarinin sinyal
iletiminden sorumlu olduklar1 bilinmektedir. Hayvansal steroid turevlerinden olan
kolesteroliin beyindeki homeostatisinin bozulmasinin; AH, hungtington hastaligi,
PH, Niemann-Pick tip C ve Smith-Lemli Opitz sendromu da dahil olmak Uzere
kronik NH'lere yol agabilecegi gosterilmistir. Ornegin; 24-OHC ve 27-OHC'nin AH
biyobelirteci olarak kullanilmasinin yani sira 22R-OHC seviyelerinin  AH'li
hastalarin beyinlerinde azaldig1 gosterilmistir (Vance, 2012; Zarrouk ve ark, 2017).

Tau, MAPT geninden sentezlenen farkli izoformlar1 ve pek ¢ok farkli rolii oldugu
bulunan bir mikrotiibiil baglanma proteinidir. Bununla birlikte yapilan ¢aligmalarda
nuklear yerlesimli tau'nun DNA iizerindeki kiigiik oluklara baglanan bir DNA
baglanma proteini oldugu kesfedilmistir. Tau'nun RNA ile elektrostatik etkilesim
kurmasi nedeniyle hiicresel RNA biitlinliigliniin korunmasina yardim ettigi ve bu
etkilesimin tau birikimini tetikleyebilecegine dair ¢alismalar bulunmaktadir (Maina
ve ark,. 2016). MAPT (zerinde saptanan 80'den fazla mutasyonun ailesel erken
baslangiclt AH gelisiminde rolU olmadigi, ancak MAPT geninin AH gelisimi i¢in bir
risk faktorii oldugu bilinmektedir. P301L gibi ailesel MAPT mutasyonlari,
patolojisinin birincil olarak tau birikimi ile tetiklendigi FTDP-17, PSP ve CBD gibi

birincil taupatiler olarak adlandirilan hastaliklara neden olabilmekle birlikte
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taupatiler de ¢ogunlukla sporadik olarak gelismektedir. Patolojisinde birincil etmenin
AP birikimi oldugu belirtildiginden AH ikincil taupati olarak adlandirilmaktadir
Clnki AH'de gbzlenen NFT'lerin igeriginde tau bulundugu bilinmektedir
Hiperfosforilasyon, asetilasyon, Ub veya kesilim gibi ¢esitli post-translasyonal
modifikasyonlarin sonucunda mikrotiibiillerden serbestlenen tau'nun dentritlerde ve
sinaptik alanlarda yanlig lokalizasyonu veya birikimi ¢esitli islev kayiplarina ve

hiicre 6liimiine neden olmaktadir (Matarin ve ark, 2015; Wang ve Mandelkow 2016).

AH'de gozlenen AP oligomerleri; IR, NGFR, PrPc, mGIuR5, EphA4, EphB2,
NMDAR ve Frizzledd gibi olast sinaptik reseptorlere, lipid sallarina veya iyon
kanallarina baglanarak tau, a-syn ve NF'yi fosforile edenler de dahil olmak lzere
cesitli kinazlarin ya da Kaspaz 3 ve Kapainler gibi proteazlarin anormal
aktivasyonuna neden olabilemektedir. Ayrica AP oligomerlerinin inflamasyonu
tetikleyerek, direkt etkilesim veya UPS ya da otofajinin inhibe olmasi yoluyla da
diger protein birikimlerini tetikleyebilecegi gOsterilmistir. Sonugta lewy cisimcikleri
ve NFT'ler gibi protein agregatlari olusmaktadir. GSK3, CDK-5, p44/42, p38, INK
gibi tau kinazlarin artan aktivitelerinin tau'nun anormal fosforilasyonuyla yiiksek
oranda iliskili oldugu gosterilmistir. Ayn1 zamanda bu kinazlarin hiicrede 6nemli
sinyal yolaklarinda, otofaji ve UPS'de, ER stresinde, hiicre devri, hiicre biiyiimesi,
hiicre sagkalimi ve hiicrenin stres cevabi gibi énemli islevleri bulunmaktadir (Marsh
ve Blurton-Jones 2012; Miller ve ark, 2014; Tenreiro ve ark, 2014; Wray ve Noble
2009)

AH ile ilgili farmokolojik veya farmokolojik olmayan pek cok onleyici ya da
tedavisel yaklasim bulunmaktadir. Ornegin egzersiz, mental giicliiliik, enerji
kisitlamas1 ve sosyallesme hayat tarzi ile 1ilgili oOnleyici unsurlar olarak
nitelendirilmektedir. Diyette; flavanoidler, probiyotikler, vitamin D/E/C, folat, beta-
kompleksler, luteolin ve diisiik miktarda kirmizi sarap aliminin da AH'ye karsi
koruyucu etkisi oldugu belirtilmektedir. Hastaliga kars1 farmokolojik yaklasimlar ise;
semptomik ve etiyolojiye bagli yaklagimlar olarak ikiye ayrilabilir. Semptomik
yaklasimlar faz ¢alismalar1 devam eden; AChE inhibitorleri, NMDA antagonistleri,
muskarinik ve nikotinik Ach reseptdr antagonistleri, 5-HTs Serotonin reseptoru
inhibitorleri ve histamin reseptori (Hs) antagonistleri olarak belirtilmektedir.

Etiyolojiye bagli yaklagimlar ise; sekretaz inhibitorleri, AP baglayicilart ve AP
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agregasyon inhibitorleri (6rnegin antikorlar), tau terapileri, intranazal insiilin
tedavisi, LDL'yi hedefleyen statinler, tip-11 diyabet tedavisinde kullanilan ilaglar,
anti-inflamatuvar ilaclar olarak belirtilmektedir (Frozza ve ark, 2018; Ghanemi,
2015; Mendiola-Precoma ve ark, 2016). AH tedavisinde yeni bir yaklasim ise
mitokondri enerji metabolizmasinin hedeflenmesidir (Hroudovd ve ark, 2016).
Cummings ve ark. (2017)'nin derleme galismasina gore 2017 yilinda halihazirda AH
ile ilgili faz-I1I ¢alismalar1 devam eden 28 ajanin; % 32'si norotransmiterler, % 21'i
anti-amiloid immunoterapi, % 18'i anti-amiloid ve BACE inhibitorleri, % 14'0 anti-
amiloid agregasyon, % 11'i metabolik ve % 4'0 anti-tau iliskilidir (Cummingsa ve
ark,. 2017). AP ile ilgili bir strateji de oligomerlerin baglandigi diisiiniilen

reseptorlerin hedeflenmesidir (Beraldo ve ark, 2016; 1zzo ve ark, 2014).

Taupatilerde ve AH'de tau'yu hedefleyen olasi stratejiler; siRNA veya miRNA
kullanimi ile tau sentezininin inhibe edilmesi, kinaz inhibitorleri ve fosfataz
aktivatorlerinin kullanimi, baz1 saperonlarin inhibe edilmesi, tau spesifik antikorlar
ve agregasyon inhibitorlerinin, proteozom ya da otofaji tetikleyicilerinin ve
mikrotiliblil stabilizatorlerinin kullanimidir. Tau kinaz inhibit6rlerinin  kullanimi
stratejisi genellikle GSK3, CDKS5 ve MARK kinazlarimi1 hedeflemektedir (Bulic ve
ark, 2010; Wang ve Mandelkow 2016; Wischik ve ark, 2014). Bununla birlikte
yapilan ¢esitli caligmalar melatonin'in Ser/Thr fosfataz aktivitesini diizenleyerek
NH'ler igin terapétik bir yaklagim olabilecegini ongdrmektedir (Arribas.ve ark,
2018).

Klinik 6ncesi ¢alismalari devam eden LiCl ve Sodyum Valproat, potansiyel GSK3
inhibitorlerindendir. ROSC ise bir baska tau kinazi olan CDKS5'i hedeflemektedir
(Desai ve Chand 2009). Bununla birlikte Hu ve ark. (2009) yaptiklari ¢calismada AP
oligomerleri ile AH modeli olusturulan farelerde potansiyel GSK3 inhibitorleri LiCI
ve Ozellikle de SB216763'iin kullaniminin ndrokoyucu etkileri gozlenmis, bununla
birlikte kontrol grubu hayvanlarda LiCI veya SB216763n tek basina
kullanimlarinin norodejeneratif belirteclerin ve bilissel bozukluklar tetikledigi
gosterilmistir (Hu ve ark, 2009). Bununla birlikte LiCl ile ROSC'in GSK3 ve
CDK5'in yani sira diger pek ¢ok kinaz ve onemli islevdeki enzimleri inhibe ettigi

literatirdeki pek c¢ok calismada gosterilmistir (Freland ve Beaulieu, 2012). Bu
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nedenle AH ve taupatilerde; toksisitesi diisikk, BBB'den gecebilen yeni potansiyel

bilesenlerin GSK3 inhibitdrii olarak kullanim1 6nem kazanmaktadir.

EBR ; BR sinifindan, yapisal olarak hayvansal steroid hormonlarimiza benzeyen bir
bitki biiyiime diizenleyicisidir. Laboratuvarlarimizda yapilan pek cok caligmada
EBR'nin anti-timor etkisi gosterilmis olmakla birlikte literatiirdeki az sayidaki
caligmalarda da BR tiirevlerinin ve 6zellikle EBR'nin norokoruyucu etkisi oldugu
gosterilmistir (Carange ve ark, 2011; Koppula ve ark, 2012). Laboratuvarlarimizda
yapilan Utku Ozbey (2016) yiiksek lisans tez ¢alismas1 kapsaminda dogal tip ve p53
nakavt HCT116 kolon kanseri hucrelerinde 72 saat 30 uM EBR uygulamasinin
kontrol grubuna gore GSK3B Ser9 fosforilasyonunu anlamli sekilde arttirdiginm
gostermistir. Benzer sekilde Shafag Nahmadova (2016) yiiksek lisans tez
caligmasinda dogal tip SK-N-AS hucrelerinde 24 saat, 1 uM ve 10 uM EBR
uygulamalarinin kontrol grubuna gore GSK3B Ser9 fosforilasyonlarini belirgin
sekilde arttirdigini  gostermistir.  Ayrica COST  aksiyonu kapsamunda
laboratuvarlarimizda yapilan ¢alismalarda in vivo AH modeli C.elengans 'larda
EBR'nin sagkalimi potansiyel GSK3 inhibitdrii LiCI ya da potansiyel CDKS5
inhibitorii ROSC'e gore anlamli bi¢cimde arttirdigr ve toksisitesinin daha diisiik
oldugu gosterilmistir. Daha sonra laboratuvarlarimizda yapilan galigmalarda insan
2N4R tau geni iceren pRK-EGFP-Tau veya FTDP-17'yi temsil eden pRK-EGFP-Tau
P301L vektorleri aktarilmis ya da aktarilmamig HEK293, SH-SY5Y ve PC12

hicrelerinde EBR'nin ndrokoruyucu potansiyeli gosterilmistir.

Yapilan literatlir taramasi sonucunda EBR'nin taupati modeli olusturulmus
hiicrelerde nérokoyucu etkinligini irdeleyen bir yaymna rastlanmamistir. Bu tez
caligmast kapsaminda noral-benzeri hiicre hatti olan PCl12'ye pRK-EGFP-Tau
vektorleri aktarilmasi ile taupati modeli elde edilmesi, ardindan EBR'nin uygun
dozlarinda olas1 noérokoyucu etkinliginin hiicre sagkalimi, ER stres ve otofaji ile
iligkili olarak gosterilmesi hedeflenmistir. Bu nedenle ilk olarak PC12 hucrelerinde
doza bagli EBR uygulanmasi ile yapilan MTT analizinde (Sekil 4.1)
laboratuvarlarimizda yapilan diger ¢alismalarda kullanilan dogal tip noral-benzeri
hiicre hatlar1t HEK293, SK-N-AS ve SH-SYS5Y ile benzer doza bagli canlilik verileri

elde edilmistir.

127



AH'li bireylerde CSF tabanli yapilan bir biyobelirte¢ calismasinda; total tau'nun
norodejeratif etkinliginin AP patolojisi varhig1 ile paralellik gosterdigi, bununla
birlikte NF-L'nin AP varlig1 ile paralellik gostermedigi belirlenmistir (Mattsson ve
ark, 2016). Ancak yapilan bazi ¢alismalarda; NFT'ler ve senil plaklarda NF'lerin
varligina rastlanmis, AH'de NF anlatiminin degistigi belirlenmis, senil plaklarda
rastlanan NF-L'lerde yeni fosforilasyon bolgeleri kesfedilmistir. Ayrica p-tau ve p-
NF birikimleri ile PTEN dagilimi arasinda iliski oldugu gosterilmistir (Liu, 2011). Ly
ve ark. (2013) yaptiklart ¢caligmada, GSK3p inhibisyonunun NF-«xB sinyali araciligt
ile BACEI anlatimini ve buna baglh olarak AH fenotipini baskiladigini in vitro ve in
Vivo olarak gostermistir (Ly ve ark, 2013). Bununla iliskili olarak Parr ve ark (2015)
yaptiklart calismada; Wnt sinyal yolagi aktivasyonu ile GSK3 inhibisyonunun B-
katenin'in nuklear gocunu tetikleyerek BACE-1 anlatimini baskiladigini, GSK3
aktivasyonu sonucunda ise BACE-1 anlatimi ve aktivitesinin artarak APPnin

amiloidojenik kesilimini tetikledigini gostermislerdir (Parr ve ark, 2015).

Belirtilen literatiir caligmalar ile paralel olarak bu tez ¢alismasi kapsaminda yapilan
EBR'nin doza bagh (0-30 pM) uygulanmas: ile gergeklestirilen MTT analizinde
(Sekil 4.1) hiicre canlihigin1 gorece diisiik ve orta derecede anlamli olarak azalttig:
gosterilen 1 ve 10 uM ile hiicre canliligin1 daha yiiksek oranda anlamli bi¢cimde
azalttig1 gosterilen 20 uM EBR dozlar karsilastirilmali olarak kullanilarak dogal tip
PC12 hicrelerinde yapilan immunoblotlama analizlerinde o6zellikle 10 uM EBR
uygulamasinin; anlatimlari fazla olmasi durumunda nérotoksisiteye neden olan APP,
CDK5, GSK3a/B anlatimlarini azalttigi, ndrotoksisiteyi tetikleyen tau Ser 202
fosforilasyonunu azalttigi, aktivasyonu genellikle hiicre sagkalimimi baskilayici
yonde olan GSK3a inhibisyonunu arttirdigi, biitiinliigii 6nem ihtiva eden NF-L ve -
katenin'in seviyelerini arttirdigi ve sagkalimi tetikleyen B-katenin'in nuklear géclni
tesvik ettigi gosterilmistir (Sekil 4.2). Bununla birlikte 1 uM EBR uygulanmasinin
CDKS5 anlatimin1 10 uM' a gore daha efektif bir sekilde geri ¢ektigi ve BACE
anlatimimida azalttig1r gosterilmistir. Buna karsin EBR'nin tek basina kullaniminin
ozellikle 20 uM'da ROS, DNA kiriklari ve hiicre 6liminin arttigi gésterilmistir
(Sekil 4.3). Benzer sekilde MTT analizlerinde de EBR' nin tek basina kullaniminin
dogal tip hiicrelerde dliimii tetikledigi gozlenmistir (Sekil 4.1). Bu durum LiCl vb.
potansiyel GSK3 inhibitorlerinin yan etkilerini gosteren calismalar ile paralellik

128



gosterse de kullanilan doz 6nem arz etmektedir. Bu immunoblotlama sonuclar
laboratuvarlarimizda yapilan ilgili diger calismalarda EBR'nin uygulandigi noron-
benzeri dogal tip SK-N-AS ve HEK293 hiicre hatlarindan elde edilen sonuclar ile
benzerlik gostermektedir. Ancak akis sitometresi analizlerinde EBR'nin tek basina
kullaniminin hiicre devri fazlari iizerindeki etkisinin istatistiksel olarak anlamsiz
oldugunun (Sekil 4.6 ) ve hiicre 6limiinii tetiklemediginin (Sekil 4.9) gosterilmesi,
ayrica 10 uM EBR ve 10 uM LiCl'iin zamana bagh kullanildig1 hiicre sagkalimi
analizlerinde (Sekil 4.8 ) de ana stok DMSO orani daha diisiik olmasina karsin
LiCl'iin toksik gelmesi, EBR kullaniminin ise hiicre sagkalimimi etkilemediginin
gozlenmesi de diisiik dozdaki EBR'nin saglikli hiicreler {izerinde 6nemli bir etkinligi
olmadigin1 ifade etmektedir. Deneyler arasindaki diisiik doz EBR'nin saglikl
hiicreler lizerindeki etkinligindeki farkliliklarin, deney prosediiriine gore baglangic

hiicre yogunluklarinin farkli olmasiindan ileri geliyor olabilecegi diisiiniilmektedir.

Yapilan ¢ogu calisma ekstraselliiler AB'nin tau birikimini tetikledigini gosterse de,
Takahashi ve ark.(2015); 4R1IN/3R1N tau ve APP transfekte edilmis SH-SY5Y
hucrelerinin ekstraselluler tau fibrilleri ile muamele edilmesi sonucu intrasellGler tau
birikimin arttigini, APP'nin ekstraselliiler domainlerinin ortadan kaldirilmasi ile bu
birikimin azaldigini1 géstermislerdir (Takahashi ve ark, 2015). Bu durumda APP'nin
ekstraseliiler tau'nun hiicre i¢ine alinmasinda 6nemli oldugu sonucuna ulagilmis ve
bunun hiicreler arasi tau iletiminde énemli oldugu belirtilmistir. Thompson ve ark
(2018)'nin yaptiklart ¢aligmada, birincil olarak prion patolojisi olan ikincil taupati
smifindaki  Creutzfeldt-Jakop  hastalarinin  serumlarinda  tau  ve  NF-L
konsantrasyonlarinin yiiksek oranda arttigi ve tau konsantrasyonundaki artigin

hastaligin ilerlemesi ile paralellik gosterdigi belirlenmistir (Thompson ve ark, 2018).

Povellato ve ark. (2014), Drosophila melanogaster modellerinde yaptiklari
calismada; tau' nun GSK3p tarafindan fosforilasyonunun Drosophila melanogaster'in
gorsel sistemi i¢in toksik etki gosterdigi, buna karsin Ser404 fosforilasyonunun ise
koruyucu rol oynadig1 gosterilmistir (Povellato ve ark,. 2014). Glokom veya diger
adiyla g6z tansiyonu, AH ile benzer olarak yasla iliskili NH'lerden birisidir. Chiasseu
ve ark (2016), retinal gangliyon hicreleri (RGC) ile yaptiklar1 ¢alismada, yasla
birlikte gelisen okiler hipertansiyonu ile retinal tau'nun; anlatimini arttirdiginin,

fosforilasyon seviyesinin degistiginin ve yanlis lokalizasyonunun tetiklediginin,
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bodylelikle RGC olimiinii tetikledigi gosterilmistir. Bu baglamda tau, RGC kaybr ile
glokom ve iligkili hastaliklarda yeni bir hedef haline gelmistir (Chiasseu ve ark,
2016). Stamer ve ark (2002) yaptiklar1 ¢alismada; birincil kortikal néronlar, RGC ve
ndroblastoma hiicrelerinde tau anlatiminin arttirilmasinin mikrottibl motor proteini
olan kinesine bagimli olarak organel, NF ya da APP igerikli vesikillerin akson ve
dentritlere tagmimini inhibe ederek hiicre govdesinde birikmelerini tetikledigi,
peroksizom tagiiminin engellenmesi ile de oksidatif stresi tetikledigi gosterilmistir
(Stamer ve ark, 2002).

Badiola ve ark. (2011) siniikleopati modeli insan ndrogliyoma ve primer ndronal
kaltar hucrelerinde insan 2N4R tau anlatiminin arttirtlmasinin a-syn birikimi ve
toksisitesini arttirdig1 gosterilmistir (Badiola ve ark, 2011). Rao ve ark (2012)
yaptiklar1 c¢alismada dairesel dikroizm, etidyum bromiir baglanmasi ve termal
denattirasyon tekniklerini kullanarak spesifik DNA bdlgelerine baglanan patolojik
tau ya da a-syn'in gen ekspresyonlarini degistirerek ya da gen anlatimlarini
baskilayarak ndranal 6limi tetikleyebileceklerini gostermislerdir (Rao ve ark, 2012).
Castillo-Carranza ve ark (2018), E .coli'den izole edilen rekombinant 2N4R dogal tip
tau ve a-syn ile yaptiklar1 agregasyon ¢alismalari, ayn1 zamanda da PH ve PSP'li
insanlarin beyinlerinlerinden alininan Ornekler ile yaptiklari calismalar ile a-Syn
oligomerlerinin toksik tau suslariin birikimini tetiklediklerini gostermislerdir
(Castillo-Carranzave ark,. 2018). Oikawa ve ark. (2016); in vitro tau diizenegi, dot
blot analizi ve in vitro olarak SH-SY5Y hcreleri ile yaptiklart deneylerde a-syn'in
tau birikimini tetikledigini ve mikrotiibiil iletimini inhibe ettigini gostermislerdir
(Oikawa ve ark, 2016). Sengupta ve ark. (2015) yaptiklar caligmada, PH'li ve DLB'li
bireylerin beyinlerinden a-syn-tau-hibrid oligomerlerini izole etmislerdir (Sengupta
ve ark, 2015).

Hoover ve ark. (2010), insan 4RON tau 'nundogal tip veya P301L mutant formlarini
in vitro noral kiiltiir hiicrelerine transfekte ederek veya bu genlerin anlatimini yapan
fareler Ureterek yaptiklart ¢alismada Ozellikle P301L patololojik tau'nun; dendritik
aglardaki yanlis lokalizasyonu ile sinaptik fonksiyon bozukluklarini tetikledigini,
AMPA ve NMDA'in sinaptik anlatimlarina ket vurdugunu, taupati modeli
olusturulmus farelerde ise Water Morris Maze ve elektrofizyoloji deneyleri ile

bilissel bozukluklarin tetiklendigini gostermislerdir (Hoover ve ark, 2010). Cook ve
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ark (2015) yaptiklar1 ¢alismada; Adeno-iliskili virls serotip-1 araciligi ile insan
P301L-tau genini transfekte ettikleri fare modellerinde anormal fosforile ve
Proteinaz-K'ya direngli tau agregatlarinin beraberinde noral 6liimden bagimsiz olarak
noropatolojik, inflamatuvar ve biligsel bozukluklar gézlemislerdir (Cook ve ark,
2015). Bu galismay1 destekler nitelikteki bir bagka ¢alisamada ise Di ve ark. (2016),
yapay olarak mutasyonlar ile yonlendirdikleri anormal fosforile patolojik insan tau
ile transfekte edilmis noroblastoma hiicre hatlar1 ve transgenik fare modellerinde;
ndronal Olimdin tetiklendigini, sinaps sayilarinin azaldigini, mikroglia sayisinin

arttigin1 ve bilissel bozukluklarin tetiklendigini gostermislerdir (Di ve ark, 2016).

Khandelwal ve ark. (2012)'nin yaptiklar1 ¢alismada, insan dogal tip -4R ve P301L
mutant-4R tau iceren lentiviral vektorler sican motor Kkorteksine stereotaksik
enjeksiyon ile aktarilmigtir. P301L aktarimi yapilan hiicrelerde Thr 181 ve Ser 262
bolgelerini de igeren tau hiperfosforilasyonu ve anormal agregasyon, ayrica her iki
vektoriin aktarimi ile de GSK3 aktivitesinde ve PLK2 anlatiminda artis, PP
aktivitesinde diisiis, mikroglial degisikler ile proinflamatuvar sitokinler olan IL6 ve
TNFa' nin yiiksek anlatimi oldugu gozlenmistir. Bununla birlikte her iki vektorin
aktarimi ile de a-syn anlatiminin tetiklendigi ve Serl129 fosforilasyonunun arttigi,
ancak APP ya da ALS ve FTD ile karakterize edilen transaktivator Tat bagimli RNA
diizenleyici element (TAR) DNA baglanma proteini (TDP43)'iin anlatimlarinin
degismedigi gosterilmistir (Khandelwal ve ark, 2012).

PRK-EGFP-Tau aktarimi yapilmig PC12 hiicrelerinde immunoblotlama yontemi ile
norotoksisiteyi tetikleyen; total tau seviyesinin ve fosforilasyonlarinin, APP, p44/42,
amiloid beta, APP amiloidojenik kesilimini tetikleyen BACE (Sekil 4.4, Sekil 4.5,
Sekil 4.14, Sekil 4.15 ile Sekil 4.16) ve pro-apoptotik proteinler Bak, Bad ve Bim'in
anlatimlarinin arttigi, ndronal 6limii isaret eden kaspaz-3 kesiliminin ve Apaf-1
kompleksi olusumunun tetiklendigi, bununla birlikte hiicre sagkalimin tetikleyen
Bcl-2 anlatimmin ve fPARP seviyesinin ise azaldigi (Sekil 4.12 ve Sekil 4.13)
gosterilmistir. Immiinoblotlama sonuglarimi destekler sekilde fluoresan boyama ve
hiicre akis sitometresi sonuclarinda da ROS seviyesinin arttigi, mitokondri membran
potansiyelinin diistiigli, nekrotik ve oOzelikle de apoptotik hiicre sayisinin arttigi
(Sekil 4.6, Sekil 4.9, Sekil 4.10 ve Sekil 4.11), MTT ve hiicre sagkalim1 analizleri ile

de goreceli hiicre canliliginin ve hiicre sagkaliminin belirgin sekilde azaldig: (Sekil
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4.7, Sekil 4.8) gosterilmistir. Ayrica laboratuvarimizda yapilan diger ¢aligmalarda
PRK5-EGFP-Tau aktarimi yapilmis SH-SY5Y hiicrelerinde ve pRK5-EGFP-Tau
P301L aktarilmigs PC12 hicrelerinde de norodejenerasyon iliskili protein anlatimlari
ya da fosforilasyonlarinin ve hiicre 6liimiiniin arttiginin gosterilmesi, yaptigimiz tez
calismasindaki immunoblotlama, fluoresan ve hiicre akis sitometresi verileri,
belirtilen literaturlerdeki in vitro ve in vivo taupati modeli olusturma modellerinde

elde edilen sonuclar ile uyum gostermektedir.

Literatiirdeki bazi ¢alismalara (Khandelwal ve ark, 2012) zit sekilde bizim
sonuclarimizda tau anlatimin arttirilmasi ile APP seviyesindeki artisin gézlenmesi,
buna karsin a-syn anlatiminda onemli bir degisiklik gozlenmemesinin kullanilan
hiicre hatlarinin farkli olmasi ve deneylerin in vivo ya da in vitro olarak
baglatilmasindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Ayrica belirtilen ¢alismada ve
diger ¢alismalarda tau anlatiminin artmasi ile GSK3 aktivitesi ile a-syn fosforilasyon
seviyelerinin ya da birikiminin artmasi, ancak yaptigimiz deney diizeneklerinde
GSK3 aktivitesi veya a-syn birikimini direkt olarak belirleyemememis olmamiz
nedeni ile elde edilen bulgularin literatiir ile kiyaslanmasi zorlagsmaktadir. Bunlardan
yola ¢ikarak tau plazmidi aktarimindan 24 saat sonra hiicrelerde diisiik oranda GSK3
inhibe edici fosforilasyonlarinin gézlenmesinin artan GSK 3 aktivitesine karsi bir
negatif geri beslenim mekanizmas1 olarak degerlendirilebilecegi diisiiniilmektedir.
Bu durumda tau anlatimmin arttilmas: ile daha erken siiregte artan GSK3o/f
aktiviteleri ve diisiik olan inhibe edici fosforilasyon seviyeleri ile tetiklenen tau
fosforilasyonunun ve BACE anlatimini arttirarak APP'nin amiloidojenik kesilimini
tetikleyerek hiicre oliimiinii tetikledigi sonucuna ulagilabilir. Ayrica taupati
modelinde total seviyesinin diisiik oranda azaldigi gozlenen ancak fosforilasyon
diizeyi ve birikimini gdsteremedigimiz, 0zelikle mitokondri igin yiksek toksisite
gOsteren a-Syn'in tau seviyesinin artmasi ile olasi lewy cisimcigi olusumunu tesvik
etme kapasitesinin artmasi veya tau birikimi ile aktive olan kinazlar aracilig: ile
hiicresel biitiinliigiinin bozuldugu diistiniilen ve seviyesinin diistiigii gosterilen NF-
L'ninde (Sekil 4.4, Sekil 4.14, Sekil 4.15 ve Sekil 4.16) hiicre dliimiine katkida

bulunmasi olasidir.

Bretteville ve ark. (2012), fare beyin dilimleri ve insan 3R-tau geni transfekte edilmis

SH-SY5Y hicrelerinde hipotermi ile tetikledikleri tau hiperfosforilasyonuna
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potansiyel GSK3 inhibitorleri LiCI ve ATP ile yarigmacil olarak baglanan N-(4-
Metoksibenzil)-N'-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il) uUre (AR-A014418)'in ya da potansiyel
CDKS5 inhibitorii ROSC'in etkilerini incelemisleridir. Sonug¢ta LiCI kullanim ile;
PHF olusumu ve bazi tau fosforilasyon bolgelerinin anlamh sekilde geri ¢ekildigi,
buna karsin inhibe edici GSK3p Ser9 fosforilasyonunun ise anlamli bigimde arttig1
gosterilmistir. GSK3'e 6zgiilliigii daha yiiksek olarak inhibe eden AR-A0144118'de
PHF ve tau-hiperfosforilasyonlarini daha anlamli sekilde geri ¢ekildigi, ROSC
kullanimu ile ise anlamli bir degisiklik gozlenmedigi belirlenmistir (Bretteville ve
ark, 2012). Literatirdeki bazi ¢alismalarda EBR'nin in vitro PH modeli PC12
hicrelerinde antioksidant enzimlerin aktivitelerini diizenleyerek noral dliimii azalttig:
gosterilmis ve ndrokoruyucu islevinde steroid B halkasinin ve yan zincirinin énemli
rol oynayabilecegi 6ne siirilmiistiir (Carange ve ark, 2011; Ismaili ve ark, 2012;
Koppula ve ark, 2012).

Yaptigimiz tez ¢alismasi kapsaminda taupati modeli olusturulan PC12 hiicrelerine 1
ve 10 uM EBR uygulanmasi ile laboratuvarlarimizda yapilan ¢alismalarda taupati
modeli olusturulmus veya olusturulmamis HEK293 ya da SH-SYS5Y hicrelerinde
potansiyel GSK3 inhibitorii LiCI'nin toksisitesi diisiik veya hiicre sagkalimini
tetikleyici etkisi gozlenen 1 ve 10 uM dozlar1 24 saat uygulanarak karsilastirlmali
olarak MTT analizi gerceklestirilmistir. Sonugta EBR ve LiCl'lin tek basina
uygulanmasinin 24 saatte benzer toksisite gosterdigi, ancak taupati modelinde EBR
uygulamasi ile hiicre 6liimiiniin daha etkin bir sekilde azaltildig1 gosterilmistir (Sekil
4.7). Bununla birlikte 10 uM EBR ve LiCI'iin karsilagtirmali olarak zamana baglh (0-
72 saat) uygulandig1 hiicre sagkalimi analizinde LiCI'lin tek basina uygulanmasinin
toksik geldigi, taupati modelinde LiCl uygulamasinin hiicre sagkalimini arttirdigi
ancak 24 saatten sonra toksik gelerek hiicre sagkalimini kontrol grubunun gerisine
diisiirdligii, taupati modelinde EBR uygulamasinin ise hiicre sagkalimini arttirdigi ve
tek basina uygulanmasimin toksik gelmedigi gosterilmistir (Sekil 4.8). Bununla
paralel olarak laboratuvarlarimizda pRK5-EGFP-Tau transfekte edilmis SH-SY5Y
hlcrelerinde 24 saat 10 uM EBR ile LiCI'in karsilastirmali olarak uygulanmasi
sonucu elde edilen hiicre akis sitometresi ve fluoresan mikroskobu sonuclarinda
LiCT'lin toksisitesi gosterilmis ve benzer sekilde taupati modelinde olusan hiicresel
stres iligkili bilesenleri ve hiicre sagkalimmin EBR uygulanmasi ile daha etkin bir

sekilde geri c¢ekildigi gosterilmistir. Ayrica laboratuvarlarimizda yapilan
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calismalarda AH modeli ve kontrol grubu C.elegans' lara EBR ile karsilagtirmali
olarak LiCl ve potansiyel CDKS5 inhibitorii ROSC uygulanmasi ile de benzer
sonuglar elde edilmistir. Bu durumda LiCl ve ROSC'in aksine EBR'nin hedefini ya
da hedeflerini daha segici bir mekanizma ile etkiledigi ve hiicresel toksisitesinin bu

nedenle daha diisiik oldugu diistinllmektedir.

Taupati modeli olusturulmus PC12 hiicrelerine, 1 ve 10 uM EBR uygulanmasi
sonucu; p-tau, amiloid beta ve o-syn seviyeleri ile kaspaz 3 kesiliminin geri
cekilmesi, Bcl-2 anlatimiin artmasi, 1 uM EBR uygulanmasi ile CDKS5 anlatiminin
azalmasi, 10 uM EBR uygulanmasi ile; Bim ve Bad anlatimlarinin, PARP kesilimi
ve Apafl kompleksi seviyelerinin, GSK3a/p ve BACE anlatiminin geri gekilmesi,
buna bagli olarak amiloid beta seviyelerinin geri ¢ekilmesi, NF-L seviyesi ile
GSK3o/B'nin inhibisyon seviyesinin artmasi, 10 ve 20 uM EBR uygulanmasi ile total
tau seviyesinin azalmasi gibi veriler EBR'nin olasi nérokoruyucu etkisini
gostermektedir (Sekil4.5, Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.15 ve Sekil 4.16).
GSK3 tarafindan fosforile edildigine dair bir literatiire rastlanmayan NF-L'nin taupati
modelinde azalan seviyesinin 10 uM EBR uygulanmasi ile artmasi, tau Kinazlarindan
olan ve ayn1 zamanda hiicre sagkaliminda etkili olan p44/42 anlatiminin 1 pM EBR
uygulanmas: ile, aktive edici fosforilasyonunun ise 10 uM EBR uygulanmasi ile
artmasi tartigilir bulgulardir. Ciinkii dogal tip PC12 hucrelerinde yalnizca 2N4R tau
izoformunun anlatimi yapan vektor transfekte edilmeden Once tek bir bantta tau
anlatimi gozlenirken, aktarim sonrasi ¢ok sayida bant gézlenmesi ve bu bantlarin
sayisinin EBR uygulanmasi ile artmast, literatiirde bahsediligi gibi p-tau seviyesinin
azalmasi ile tau kesiliminin artmasini isaret etmektedir (Sekil 4.5). Bununla birlikte
NF-L seviyesindeki degisimler tau anlatiminin artmasina bagl olarak tetiklenen PKC

gibi kinazlar ile iliskili olabilir.

Genel literatiir taramasina gore patolojik tau'nun nukleustaki yanlis lokalizasyonu
NH gelisiminde 6nemlidir (Lester ve Parker, 2018). Ayrica tau'nun nuklear go¢iliniin
patolojik tau'nun yanlis lokalizasyonu disinda stres kosullar1 altinda DNA'yi
korumak igin gergeklestigini gosteren ¢alismalar da mevcuttur (Sultan ve ark, 2011).
Yaptigimiz tez ¢alismasinda taupati modeli olusturulan PCI12 hiicrelerinin
nukleuslarinda kontrol grubuna kiyasla 6nemli derecede tau Ser 400/Thr403/Ser404

fosforilasyonuna ugramis tau gosterilmistir. Ancak bu hiicrelere 10 uM EBR
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uygulamasi ile nukleustaki p-tau Ser400/Thr403/Ser404 birikiminde bir azalma
gozlenmemistir (Sekil 4.17). Bu nedenle 10 uM EBR uygulanmast ile halen devam
eden stres kosullar1 altinda nukleausa gogen tau miktarinin degismemesi, literatiirde
GSK3 inhibitorlerinin  nuklear tau (zerindeki etkilerine dair bir ¢alismaya
rastlanmadigindan tartismaya agik bir konudur. Ilerleyen calismalarda farkli p-tau
epitoplarmin ve total tau seviyesinin nuklear varligmin incelenmesi bu agidan

onemlidir.

AH'li bireylerin beyinlerindeki néronlarda AP, p-tau, oksidatif stres, DNA hasar1 ve
ndroinflamasyonun etkisiyle GO evresinden ¢ikarak yeniden hiicre devrine girildigine
dair veriler bulunmaktadir. Ozellikle AR oligomerlerinin mitojenik yolaklar1 aktive
etmesi ile G1/S kontrol noktasinin asilmasi ile tetiklenen DNA sentezinin yeniden
gerceklemesi sonucunda andploidinin veya mitotik hiicre boliinmesinin durdurulmasi
sonucunda noronal oliimiin tetiklendigi disiintilmektedir (Majd ve ark,. 2015;
Zekanowski ve Wojda 2009). Taupati modeli hiicrelere 1, 10 ve 20 uM EBR
uygulanmasi ile gergeklestilen PI hiicre akis sitometresi analizinde 1 pM EBR
uygulamasinin G1 orani ¢ok yiiksek ve S orani ¢ok diisiik senkronize olmayan bir
hlcre populasyonuna neden oldugu, 10 ve 20 uM EBR uygulamalarmin canli hiicre
sayisint daha etkin bir sekilde arttirdigi ancak 20 pM EBR uygulamasi ile
senkronizasyonun kontrol grubundan uzak oldugu ve dogal tip hiicrelere tek basina
uygulanmasinin toksik geldigi gosterilmistir (Sekil 4.6). Yapilan Anneksin V/PI
analizinde ise taupati modelinde artan apoptotik hicre 6liminin 10 uM EBR
uygulanmasi ile etkin bir sekilde geri ¢ekilmesi, fluoresan mikroskobu analizlerinde
taupati modelinde azalan mitokondri membran potansiyelinin 10 uM EBR uygulmasi
ile tekrar kazanilmas1 ya da taupati modelinde artan ROS seviyesinin 10 pM EBR
uygulanmasi ile geri ¢ekildiginin hiicre akis sitometresi ve fluoresan mikroskobunda
gosterilmesi, EBR'nin taupati modeli PC12 hicrelerinde etkin dozunun 10 uM
oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte EBR'nin ROS iizerindeki etkisinin
literatlirdeki c¢alismalarda gdsterilen antioksidant enzimleri diizenlemesi, a-Syn,
amiloid beta ve p-tau aracili mitokondri membran potansiyeli kaybinin geri ¢cekilmesi

ile iligkisi oldugu diisiiniilmektedir.

MTT, sagkalim, fluoresan mikroskobu ve akis sitometresi analizlerinde taupati

modelinde artan hiicresel stres bilesenlerinin ve hiicre Sliimiiniin 6zellikle 10 pM
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EBR uygulanmasi ile yiiksek oranda geri ¢ekildiginin gosterilmesi, EBR uygulamasi
ile arttig1 gosterilen p44/42 aktivitesinin tau fosforilasyonu lehine degil de hiicre
sagkalimini arttirmak lehine ¢alistigini gostermektedir. Yaptigimiz tez calismasinda
CDKS5'in diizenleyecileri olan p39 ve p35 gibi proteinlerin anlatimlar1 gésterilmemis
olsa da, akis sitometresi analizinde taupati modelinde 1 uM EBR uygulanmasi ile G1
evresinde popiilasyonun birikmesi, aynt zamanda immunoblotlama analizinde CDK5
'in anlatimma 1 uM EBR uygulamasimin ket vurdugunun gosterilmesi, 1 uM EBR
uygulamasma bagli olarak CDKS5 anlatiminin baskilanmasina, bununla birlikte
taupati modelinde 10 uM EBR uygulamasi ile aktive edici fosforilasyon seviyesinin
arttigi  gosterilen p44/42 tarafindan muhtemelen CDK5'in  diizenleyecilerinin
anlatimlariin tetiklenmesi bu hiicre popiilasyonunda gelisen senkronizasyonu
aciklayabilir (Sekil 4.6; Sekil 4.14; Sekil 4.15). Buna karsin taupati modelinde ve
ozellikle de dogal tip PC12 hiicrelerine ve taupati modeline 1 puM EBR uygulanmasi
ile p44/42 seviyesinin 10 pM EBR uygulanan gruba goére yiiksek olmasi tartigmali
verilerdir (Sekil 4.14). Clnki taupati modeli ile p44/42 seviyesi hemen hemen ayni
olmasina karsin 10 uM EBR uygulanmasi ile p44/42'nin aktive edici
fosforilasyonunun yiiksek olmasi, taupati modeline 1 pM EBR uygulanmasi
sonucunda p44/42 anlattminin yiiksek olmasina karsin aktivitesinin taupati
modelinde oldugu gibi diisiik olabilecegini diigiindlirmektedir. Ayrica literatiirdeki
baz1 kaynaklarda CDK5 aktivitesinin GSK3f'y1t inhibe ettiginin belirtilmesinin
(Cheung ve Ip, 2012), 10 uM EBR uygulamasina bagli olarak artan GSK3p
anlatiminin baskilanmasini veya inhibe edici fosforilasyonunun artmasini agikliyor
olabilecegi diisliniilmektedir. Taupati modeline 10 uM EBR uygulamas: ile p44/42
aktive edici fosforilasyonunun yiiksek olmasina karsin seviyesinin diisiik olmasi,
yiiksek aktiviteye bagli olarak bir negatif geri besleme mekanizmasi olarak
anlatiminin baskilanmasini veya Ub'una bagli olarak yikimini gdsteriyor olabilecegi
diisiiniilmektedir. Bununla birlikte 1 pM EBR uygulamasi ile ayn1 zamanda bir tau
kinazi olan p44/42 aktivitesinin daha diisiik oldugunun diisiiniilmesi tau fosforilasyon
seviyelerinin 10 pM EBR uygulamasina kiyasla daha fazla geri ¢ekildiginin
g6zlenmesinin (Sekil 4.14) bu durumla iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak
EBR'nin dozlar arasi bu etkinlik farkinin daha dogru irdelenebilmesi igin 1 uM EBR
uygulanmasinda da p44/42'nin aktive edici fosforilasyonunun gdsterilmesi

amaclanmaktadir.
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CDKS5 aktivitesinin GSK3f'y1 baskilamasiin yaninda STAT3'iin fosforilasyonunu
da tetikleyerek BACEIl anlatimimi tetikleyerek APP'min amiloidik kesilimini
tetikledigi belirtilmistir ( Cheung ve Ip, 2012). Sonuglarimiza gére doza bagli EBR
uygulamasinda 1 uM EBR uygulamasi ile CDK5 anlatiminin ve BACE anlatiminin
azalmasi da bu bilgiyi desteklemektedir. Buna karsin dogal tip ve taupati modeli
PC12 hicrelerinde 1 puM EBR uygulamasinda APP seviyesini arttirmasi CDK5'in
baskilanmasimna bu sonucutaupati modelinde artmasina karsin 1 uM EBR
uygulanmasi ile daha fazla artmasinin nedeninin; 1 uM EBR uygulanmas ile azalan
CDKS5 aktivitesine bagli olarak BACE 1 seviyesinin de azalarak APP kesilimin
azaltmasi oldugu diisiiniilmektedir. Buna karsin taupati modelinde 10 uM EBR
uygulanmasi ile CDKS5 aktivitesinin artmasi, buna karsin GSK3 inhibisyonunun da
artmasi, beta-katenin'in nukleusa goglinii tesvik ederek BACE-1 anlatimini
baskiladigr ve immiinoblotlama analizlerine bakilarak APP'nin amiloidik olmayan
kesilimini tesvik etmis olabilecegi diisiiniilmektedir. CDK5'in GSK3'li baskilamasina
karsin her ikisininde APP kesilimini tesvik ettigine dair literattirde bilgi bulunmasina
karsin, bizim elde ettigimiz sonuglara gore 10 uM EBR uygulamasinda APP'nin total
miktarinin azalmasi ile taupatilere karsi koruyucu etki géstermesi ve beta-amiloid
seviyesini azaltmasi nedeni ile GSK3 inhibisyonunun nérokoruyucu potansiyelinin

daha yiiksek olabilecegi diigiiniilmektedir.

Taupati modelinde Wnt sinyal yolagi bilesenleri DvI2/3" {in seviyelerinin diisiik
oranda azalmasi, ancak bu hiicrelere 10 uM ile DvI2/3'lin anlatimlarinda 6nemli bir
degisiklik olmamasi; tau anlatiminin arttirtlmast ile GSK3 aktivitesindeki olasi
artisin1  agiklanabilecegini ve Wnt sinyal yolaginda GSK3'lin iizerinde kalan
bilesenlerin yapilan biyoinformatik ongoriiler ile uyumlu olarak EBR'nin molekdler
hedefi olmadigi sonucuna ulasilabilir (Sekil 4.15). Bununla birlikte bu sonucun
desteklenmesi icin Wnt sinyal yolaginin diger bilesenlerin anlatimlarmin da
gosterilmesi gerekmektedir. NPC gelisimi ve farklilasmasinda 6nemli bir sinyal
yolagi olan Wnt sinyal yolagmin inaktivasyonu post-mitotik néronlarda hticre 6limdi
ile, anormal aktivasyonu ise timor gelisimi ile karaterize edilmektedir, ancak
EBR'nin olas1 terapdtik kullaniminda hipokampal bolgedeki NPC'lerin EBR
uygulamasindan etkilenmemesi agisindan bu sonug¢ onemlidir. Bununla birlikte

GSK3'in de dahil oldugu kompleks tarafindan yikimi tetiklenen total B-katenin'in
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seviyesinin; taupati modelinde GSK3 anlatimmin artmasi ile fosforilasyonu ve
UPS'de yikiminin tetiklenmesine ile baglantili olarak distiigi, 10 pM EBR
uygulamasi sonucunda ise GSK30/B'nin inhibe olmasi ile baglantili olarak olarak
geri ¢ekildigi diistintilmektedir (Sekil 4.16). Bununla birlikte nuklear-sitoplazmik
protein izolasyonu sonucuna gore taupati modelinde GSK3 aktivitesindeki olasi
artiga bagli olarak B- katenin'in sitoplazmada tutulumunun artmasi sonucu nukleusa
gogliniin azaldigi, 10 uM EBR uygulanmasi ile ise GSK3 inhibisyonuan bagli olarak
nuklear gogiiniin arttig1 disiiniilmektedir (Sekil 4.17). EBR uygulamasi ile -
katenin'in nuklear goglnun tetiklenmesi ve bunun Wnt sinyal yolagmin Dvl 2/3 gibi
elemanlarindan bagimsiz oldugunun gosterilmesi nedeni ile ilerleyen ¢aligmalarda

GSK3 ile etkilesen PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagi bilesenleri iizerinde durulmustur.

Oksidatif stres, mutasyonlar, SNP'ler, UPS ve ERAD'daki bozukluklar NH'leri
tetikleyebildigi gibi onunla baglantili olarak ER stresinin de aktivasyonunu
saglayabilmektedir. Anormal tau fosforilasyonunda oldugu gibi NH'deki post-
translasyonel modifikasyonlardaki bozukluklar sonucu olusan protein agragetlart ER
stresi  tetiklemekte, ardindan ER stres, UPS ve otofaji tarafindan protein
agregatlarinin temizlenmesi ig¢in noronlara sagkalima dair bir sans vermekte, ancak
UPS veya otofajinin aktivasyonu ve islemesindeki bozukluklar sonucu kronik UPR
'n gozlenmesi ya da otofajinin anormal sekilde tesvik edilmesi ancak sonuca
ulagamamasi norol 6liimii tetiklemektedir (Cabral-Miranda ve Hetz 2017). Bununla
birlikte NH'de cesitli protein birikimlerinin ER homeostasisi ve UPR aktivasyonu
uzerinde inhibe edici etki olusturduklari bilinmektedir (Hetz veSaxena 2017). NH
gelisiminde 6nemli rol oynadigi bilinen UPS, otofaji ve ER stres' inde taupatiler ve
AH'de yeni potansiyel hedefler olarak nitelendirilebilir. Bu nedenle bu tez
calismasinda EBR'min PI3K/AKT/mTOR sinyal yolag: ile iliskili olarak ER stres,

molekiiler saperon sistemleri ve otofaji tizerindeki etkileri gosterilmistir.

Yaslanma ve AH ile aktive olan UPR'In; elF2a inhibisyonu araciligi ile sinaptik
fonksiyon bozukluklarini, XBP1 Tf ve aktive JNK aracili APP sentezi ile A
birikimini, sonugta da biligsel bozukluklar1 tetikledigini belirten ¢aligmalar
bulunmaktadir (Duran-Aniotz ve ark, 2014). Matthews-Roberson ve ark.(2008)
kortikal noronlar ile yaptiklar ¢aligmada; tau' nun kaspaz 3 tarafindan Asp 421

kesiliminin noronlar1 ER stres tesvikli hiicre 6liimiine karst duyarli hale getirdigini
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gostermislerdir (Matthews-Roberson ve ark, 2008). Timmins ve ark. (2009) noral
model olarak PC12 hiicrelerini de kullandiklar1 calismada ER stres aracili CaMKII
aktivasyonunun; MAM aracili Ca*? akisi, JNK aracili Fas reseptorii gen anlatimimnin
arttirtlmas1 ve STAT1 aktivasyonu ile apoptozu tetikledigi gosterilmistir (Timmins
ve ark,2009).

Bruch ve ark. (2017)'nin ikincil taupati sinifindaki PSP'li bireylerin beyinlerinde,
dogal tip insan -4R tau anlatim1 arttirilmis ya da ndrotoksin ajan annonasin ile maruz
birakilmis insan néron kiiltiiri ve P301S-tau transgenik farelerde yapilan
calismalarinda, PERK aktivatoriic CCT020312 kullanimi veya PERK anlatiminin
arttirilmasinin  in vitro da tau fosforilasyonunu baskilayip hiicre sagkalimini
tetikledigi, in vivo da ise PERK aktivatoriinin kullaniminin; dendritik aglarin
kaybinin, tau patolojisinin ve ndron kaybinin azaltilmasi ile hafiza ve lokomotor
fonksiyonlarin iyilestirilmesini sagladigini gostermislerdir (Bruch ve ark, 2017).
Buna karsin PERK ve elF2a'nin kronik yiiksek aktivasyonu da hafizanin bozulmasi
ve noral oliim ile karakterize edilmektedir. Bu baglamda taupati fare modellerinde
yapilan ¢esitli ¢aligmalarda GSK2606414 gibi PERK inhibitorleri veya Trazodone,
Dibenzoilmetan gibi elF2a inhibitérlerinin  kullannminin tau fosforilasyonunu
baskilayici ya da norokoruyucu rolleri oldugu gosterilmistir (Halliday ve ark, 2017;
Hetz ve Saxena, 2017).

NH'ler de terapétik yaklasimlarin bazilarin da ise ER stres saperonlari, protein
antioksidantlart ve E3 Ub ligaz gorevi yapan HRDI iizerine yogunlasilmistir.
Yapilan ¢alismalarda HRD1 'in APP'ye prolince zengin bdlgesinden baglandigi ve
onun degredasyonunun tetikledigi gosterilmistir. Bununla birlikte yapilan son
calismalarda HRD1'in p-tau degredasyonunda da etkili oldugu gosterilmistir. HRD1
anlatimmin siRNA kullanimi ile susturulmasi sonucunda Afaso-42 Seviyelerinin
anlamli sekilde artti§1, bununla paralel olarakta ndral Oliimiin tetiklendigi
gosterilmistir. Bu baglamda AH'de HRD1 gibi E3 Ub ligazlarin tetiklenmesi, PH'de
ise PDI ve BIP gibi molekiiler saperonlarin ya da gliserol, DMSO veya 4-fenil-
butirat gibi kimyasal saperonlarin, protein saperonlarin nitrosilasyonunu engellemek
icin NO. inhibit6rlerinin kullaniminin protein birikimini ve ER stres tesvikli noral

oliimii engelleyebilecegine dair ¢alismalar mevcuttur (Nomura ve ark, 2016).
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Yaptigimiz tez ¢aligmasi kapsaminda dogal tip PC12 hiicrelerine doza bagh (1 ve 10
pM) EBR uygulamasi sonucu 0zellikle10 uM EBR uygulamasi ile ER stres algilayici
fATF6a/p seviyelerinin ve zayif aktivator KATF6P seviyelerinin kontrol grubuna
gore artmasi, bununla birlikte doza bagli EBR uygulamasi sonucu diger ER stres
algilayici proteinler olan PERK ve IREla' nin ya da PERK aktivasyonu ile tetiklenen
Tf olan CHOP'un anlatiminin azalmasi, ER saperon proteinleri PDI, Bip, CALR 'in
anlatimlarinin artmasi; Bak, Bax, Bad ve Bim anlatimlar1 ile PARP kesiliminin
artmasi, ancak Bcl-2 anlatiminin diismesi; buna karsin daha ¢ok IRE1 a aktivitesi ile
tetiklenen SAPK/INK ile p38'in anlatimlari ve buna bagl olarak aktive edici
fosforilasyon seviyelerinin ya da p65'in nukleusa géglniin azalmast UPR'in 10 uM
EBR uygulamasi ile daha ¢ok ATF6 iizerinden tetiklendigini ancak daha sonra bu
tetiklenmenin  kKATF6B ile biyik oranda inhibe edilmeye baslandigi
diistiniilmektedir. Bununla birlikte 10 uM EBR uygulamasi ile kontrol grubuna gore
IREla ve PERK anlatimlari ya da onlarin aktivasyonu ile iligkili SAPK/JNK ile p38
fosforilasyonlarinin ve seviyeleri ile CHOP seviyesinin diismesi; 10 pM EBR
uygulamasi sonucu IREla ve PERK {izerinden de ER stresin tetiklendigini, ancak
zamanla bu atkivasyonlarin bir negatif geri bildirim mekanizmasi olarak IREla ve
PERK fosforile formlarinin yikilimi ile SAPK/INK ve p38 'in fosforile formlarinin
yikilimi ile seviyelerinin diismiis olabilecegini diislindiirmektedir. Ayrica EBR
uygulamasi ile kullandigimiz doz diisiik olsa da ER stresin tetiklenmesinde EBR ile
ilgili literatiir ¢alismalariyla uyumlu olacak sekilde CALR anlatiminin blyUk oranda
artmasiin etkisi olabilecegi diistiniilmektedir (Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.20,
Sekil 4.21, Sekil 4.22).

Taupati modeli PC12 hiicrelerinde; fATF60/B'nin yiiksek oranda kesilerek kKATF60/3
olusturmasi, IREa ve PERK anlatimlarinda kontrol grubuna gdére o6nemli bir
degisiklik olmamasi; buna karsin daha ¢ok IREla aktivitesi ile karakterize edilen
aktive edici SAPK/IJNK fosforilasyonlar1 ve p38 anlatiminin yiksek oranda artmast,
pS3 anlatimi diismesine karsin daha c¢ok ER stres ile kategorize edilen Serl5
fosforilasyonunun yiiksek olmasi, ER saperon proteinleri anlatimlarindan; CALR ve
CALNX'in pek degismemesine karsin daha ¢ok amiloid plaklar ile es lokalize oldugu
belirtilen Bip'in ylksek oranda artmasi ve daha ¢ok NFT ile es lokalize oldugu
belirtilen PDI' in anlatiminin daha diisiik oranda artmas1t UPR'!n daha ¢ok kATF6a

ve |IRE1 iizerinden tetiklendigini ancak daha sonra kATF6f {izerinden bu
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aktivasyonun geri cekilmeye calisildigini diistindiirmektedir. Bununla birlikte UPR
durumunda Ozellikle IREla iizerinden aktive olan; hiicre sagkalimini ve
inflamasyonu tetikleyen Tf olan NFkB p65 aktif alt tinitesinin taupati modelinde total
seviyesi diismiis gériinmesine karsin blylk oranda nukleusa gé¢cmesi, yine pRK5-
EGFP-Tau transfekte edilmis PC12 hiicrelerinde yaptigimiz diger ¢alismalarda
taupati modelinde aktive edici Thr183/Tyr185 fosforilasyonuna ugramis
SAPK/JNK'nin biiyiik oranda nukleusa goctiigiiniin gosterilmesi taupati modelinde
de ER stresin ylksek oranda tetiklenmis olabilecegini gostermektedir. Bununla
birlikte taupati modelinde aktive edici fosforilasyonlar1 kontrol grubuna goére yiiksek
oranda tetiklenmis olan SAPK/JNK'nin seviyesinin anlatiminin kontrol grubuna gore
diismiis olmasinin nedeni bir negatif geri besleme mekanizmas1 olarak
SAPK/INK'nin yiiksek oranda fosforile formunun Ub'lerenerek yikilmis
olabilecegini, buna kargin aktivasyonunun halen siirdiigli, p38'in ise anlatiminin
kontrol grubuna gore yiiksek oranda artmasi ancak aktive edici fosforilasyonunda
onemli bir degisiklik olmamasinin benzer sekilde bir negatif geri besleme
mekanizmasi olarak p38'in defosforilasyonunun tetiklenmesi ile iligkili olabilecegi

diisiiniilmektedir (Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.20, Sekil 4.21, Sekil 4.22).

Taupati modeli olusturulmus PCI12 hiicrelerine doza bagh (1 ve 10 uM) EBR
uygulamasi ile; kATF60/B seviyelerinin ve fATFo/B anlatimlarinin artmasi ATF6
tizerinden UPR 'n tetiklenmeye calisilmasinin devam ettigini gostermektedir.
Bununla birlikte 10 uM EBR uygulanmasi ile IRE1a anlatimin taupati modeline gore
azalmasi, PERK anlattiminda 6nemli bir degisiklik olmamasi, ATF6 ve daha ¢ok
PERK aktivasyonu araciligi ile anlatimi1 diizenlenen UPR iligkili Tf CHOP'un
anlatiminin artmasi ise EBR'nin taupati modelinde PERK aracili olarak da UPR"
aktive ettigini gostermektedir. Bunun yaninda taupati modeline 10 uM EBR
uygulanmasi ile IREla seviyesinin diismesinin, onun anormal fosforile formunun
yikiminin tetiklenmesi ile iligkili olabilecegi, ayrica 10 uM EBR uygulanmas ile,
daha ¢ok IREla araciligr ile aktive olan NFkB' p65'in total anlatiminin artmasina
karsin nukleusa gogiiniin azalmasi, ayrica daha ¢ok IRE1la tarafindan aktive edilen
SAPK/INK'nin aktive edici fosforilasyonlarinin anlatimlar1 artmasina ragmen
belirgin bi¢imde diigmesi ve p38 anlatimmin diismesi, Bim ve Bad seviyelerinin
diismesi verilerine gore IREla aktivitesinin geri ¢ekildigi sonucuna ulasilabilir.

SAPK/JNK'nin fosforilasyonlar1 diismesine karsin anlattmiin artmasi, negatif geri
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beslenim mekanizmasina bagli olarak gerceklesen yikimin, fosforilasyonunun
azalmas1 ortadan kalktigin1 diisiindiirmektedir. Buna karsin p38'in anlatiminin
oldukca diismiis olmasina ragmen aktive edici fosforilasyonunun senkronize sekilde
dismemesi bir ER stres tesvikini veya p38'in  yikilmis olabilecegini
diisindirmektedir. Bununla birlikte taupati modeline 24 saat, 10 pM EBR
uygulanmasi sonucu CHOP ile birlikte ayrica ER saperonlar1 PDI ve CALR'inde
artmast ER stresin halen tetikledigini ve hatta PERK {izerindeki olasi inhibisyonun
ortadan kalkmis olabilecegini goOstermektedir. Bu sonug literatiirdeki PERK'in
anlatimin arttirtlmas1 veya PERK aktivatorlerinin kullanilmasi, ayrica fosforile olmus
PERK ve elF2a'nin ve PDI'nin NFT'ler ile birlikte konumlanmasi ile uyum
gostermektedir (Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.20, Sekil 4.21, Sekil 4.22).

Patolojik tau'nun ERAD'n inhibe ettigi, a-syn'in de ER stres algilayicilarinin
aktivasyonunu, ER saperonlarin1 ve ER'den golgiye vesikiil tasinimini inhibe ettigi
bilinmektedir. Ayrica taupati modelinde anlatimi arttig1 gosterilen APP ve BACEnin
AP iiretimini arttirmasi ile, ER Ca*? homeostasisininde AP ile bozulmasi olasidir
(Hetz ve Saxena 2017). Bu nedenle Ca™ ile galisan CALR ve CALNX
saperonlariminin aktivitesinin diismesi beklenmektedir. Bu nedenle EBR uygulamasi
taupati modelinde olas1 baskilanan PERK aracili UPR''n CALR araciligt ile
aktivasyonunu tetikliyor olabilecegi diistiniilmektedir. TUm sonuglar ve literatir
verileri g6z Oniine alindiginda; taupati modelinde ER stresin tetiklendigi, ancak
UPR'In goérece baskilandigi, EBR uygulamas ile ise UPR'In baslangigta daha fazla
tetiklendigi, bu nedenle aktive olan kalpainlere bagli olarak azalan tau fosforilasyonu
seviyesinin yardimui ile tau kesiliminin arttigi sonucuna ulagilabilir. Taupati modeline
10 uM EBR uygulanmasina bagli olarak proapoptotik Bak, Bax ve p53
anlatimlarinin artmasinin da ER stres ile biriken CHOP Tf araciligiyla saglanmis
olabilecegi oOngoriilmektedir. Bununla birlikte taupati modeline 1 puM EBR
uygulamasi ile Bcl-2 anlatiminin ve fKaspaz3 seviyelerinin daha ¢ok yiikselmesinin,
10 uM EBR uygulamasi ile baslangicta ER stresin daha giiclii bir sekilde tetiklenip
Bcl-2 anlatimini baskilamasi ve Kaspaz kesilimini tetiklemesi ile iligkili olabilecegi
diisiiniilmektedir. Ancak kKaspaz3 seviyelerinin 1 puM EBR uygulamasi ile daha
yiiksek olmasi, buna karsin fKaspaz3 seviyesinin de 10 uM EBR'ye gore yliksek
olmasi, 1 uM EBR uygulamasinda fKaspaz3'in anlatiminin daha yiiksek oranda

tetiklenmesi ile iliskili olabilir. Bununla birlikte p53'in anlatimi1 artmasina ragmen
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ER stres iliskili Ser 15 fosforilasyonunun diismesi 10 pM EBR uygulanmasi ER stres
tesvikinin zamanla geri gekildiginin bir gostergesi olabilir. Ancak bu noktada hiicre
sagkalimi ve Oliim arasindaki karar mekanizmasi pro/anti-apoptotik proteinlerin
fosforilasyon sevileri ve diger apoptoz diizenleyicilerinin etkilesimi ile de ilgilidir

(Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.20, Sekil 4.21).

Nijholt ve ark. (2011), AH modeli SK-N-SH ve HEK?293 hiicrelerinde ya da AH'li
bireylerin beyin dokularindan aldiklar1 ornekler ile yaptiklari g¢alismada UPR
aktivasyonunun AH patolojisi durumunda temel olarak UPS aktivasyonunu degil de
otofajik indiiksiyonu sagladigini gostermislerdir (Nijholt ve ark, 2011). Wang ve ark.
(2009) fare N2A noroblastoma hicreleri ile yaptiklari g¢alismada tau kesilimi,
birikimi ve agregatlarin temizlenmesinde lizozomal islemenin ikili role sahip
oldugunu ileri siirmiiglerdir. Buna gore tau tekrar domainleri ilk olarak sitosolik
proteazlar tarafindan kesilerek F1 fragmenti olusur, ardindan bu fragment
HSP70/CMA sistemi araciligi ile lizozomal katepsin-L ile F2 veya F3 fragmentlerine
kesilmekte, daha sonra ise bu fragmentler tau agregatlarini olusturmaktadir (Wang ve
ark, 2009). Bu agregatlarin temizlenmesi ise makrototofaji ile miimkiin olmaktadir.
M.Perez ve ark. (2009) yaptiklari ¢alismada 4R2N tau izoformu transfekte edilmis
HEK293 hiicreleri, primer hipokampal kiiltiir hiicreleri ve tau anlatimi nakavt edilmis
ya da dogal tip tau anlatimi yapan farelerde yaptiklari ¢caligmada UPS, CMA ve
makrootofajide dnemli rol oynayan, ayn1 zaman da a-tubulinlerin deasetilasyonlari
araciligr ile stabilizasyonunu saglayan HDAC6 aktivitesinin tau tarafindan inhibe
edildigini, buna bagli olarakta UPS ve otofaji indiiksiyonunun engellenebilecegini
gostermiglerdir (Perez ve ark, 2009). Buna karsin HDAC6'nin otofagozom
olgunlagmasi ve onun lizozom ile fiizyonunda rolii olduguna dair c¢aligsmalar da

mevcuttur (Van Helleputte ve ark, 2014).

Yapilan cesitli ¢aligmalarda patolojik tau'nun otofagolizozom yapist olusumunu
engelledigi, taupatiler veya sinetikleopatilerde tau 'ya eslik edebilen a-syn'in ise
otofagozom olusumu veya lizozomal yap1 bozukluklarina, yine tau birikimine eslik
edebilen hungtingtin'in ise kargo tanminmasina engel olabilecegi belirtilmistir
(Menzies ve ark, 2017). Ornegin Pacheco ve ark. (2009) Niemann-Pick tip-C
fenotipli farelerde yaptiklart g¢alismada tau hiperfosforilasyonunun basal otofajiyi

inhibe ettigini, ancak MAPT delesyonunun da benzer etkiye sahip oldugunu
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gostermiglerdir (Pacheco ve ark, 2009). Ayrica yapilan ¢aligmalarda otofaji
sistemindeki bozukluklar ile biriken p-tau'nun UPS'yi de inhibe ettigi, sitoplazmada
kesilen tau'nunda bu inhibisyonu arttirdigi gosterilmistir (Chesser ve ark,. 2013;
Zhang ve ark, 2017). Ayrica tau hiperfosforilasyonunun onun UPS veya otofaji ile
yikilmasini inhibe ettigini gosteren caligmalar da mevcuttur (Wang ve Mandelkow,
2016).

Literattirden elde edilen verilere gére GSK3; mTORC1 aktivasyonunu tetikleyerek
ve lizozomal asidifikasyonun inhibisyonuna bagli olarak otofajinin inhibisyonuna yol
acmaktadir. mMTORC1 kompleksinin diizenleyicisi Raptor'un mTOR tarafinda Ser
863 fosforilasyonu onun GSK3 tarafindan Ser859 fosforilasyonunu tesvik etmekte,
bu sayede mTORCI aktive olarak ULK1 inhibe edici fosforilasyonunu saglayarak
otofajinin tetiklenmesini inhibe etmektedir. Ayrica aktive GSK3p Ser 134/138,
aktive mTORC1 ise Serl22/142/211 fosforilasyonlarini tetikleyerek lizozom
biyogenezinde rol alan transkripsiyon faktor E kutusu (TFEB)'nun nukleusa gociini
inhibe etmekte, sonucta hem mTORC1 hem de GSK3p aktivasyonu otofagolizozom
aktivitesini engellemektedir (Azoulay-Alfaguter ve ark, 2015; Foster ve ark, 2010;
Puertollano ve ark, 2018; Stretton ve ark, 2015). Buna paralel olarak taupati modeli
farelerde TFEB'in tau temizlenmesinde kritik rol oynadigi gosterilmistir (Polito ve
ark, 2014).

Literatiir verilerine gore otofajinin mTOR'dan bagimsiz sekilde tetiklenebilecegi
ongorilmektedir. Buna paralel olarak taupati modeli farelerde yapilan ¢alismalarda;
mTOR bagimli otofaji tetikleyici Rapamisin'in ve plazma membraninda glukoz
tasicisini inhibe ederek mTOR'dan bagimsiz olarak otofajiyi tetikleyen Trehaloz'un
norokoruyucu etkileri gosterilmistir (Sarkar, 2013). Yapilan g¢esitli ¢alismalarda
GSK3 inhibitorii LiCI'in ayn1 zamanda otofajiyi tetikleyerek de tau, a-syn ve
hungtingtin gibi protein agregatlarinin temizlenmesinde rol oynadigi belirlenmistir.
Ornegin taupati modeli farelerde; p-tau ve LC3 fluoresan konjuge sistemleri ile LiCl
uygulamasma bagli olarak otofagozom yapisinin olusumunun tesvik edildigi
gosterilmigtir. LiCI'lin otofajiyi tesvik etmesinin mTOR bagimli yolakta GSK3f
inhibisyonu ile, mTOR'dan bagimsiz olarak ise inositol monofosfataz inhibisyonu
araciligi ile tetikledigi one siirtilmistiir (Azoulay-Alfaguter ve ark, 2015; Motoi ve

ark, 2014). Buna karsin in vitro AH modeli olusturulmus miirin néroblastoma, Cinli
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hamster ovaryum hiicreleri ve HEK293 hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada; GSK3' e
0zgiil iki inhibitoriin kulaniminin ya da GSK30/f anlatiminin kisa susturucu RNA
(siRNA) kullanimi ile baskilanmasinin APP'min otofajik yikilimimin tetikledigi,
ancak GSK3'lin 6zgil olmayan inhibitoér LiCI kullaniminda APP yikiliminin anlaml
olmadigi gosterilmistir. (Parr ve ark, 2012). Xu ve ark. (2015) yaptiklar ¢alismada,
anti-inflamatuvar ve anti-timor etkileri gosterilen lipofilik karakterdeki Triptolid'in
AP2s3s'e maruz birakilan PCI12 hiicrelerinde otofajiyi tetikleyerek norokoruyucu

etkisi oldugunu gostermislerdir (Xu ve ark, 2015).

Hiicre sagkalimi  ve otofajiinin  diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan
PI3BK/Akt/mTOR sinyal yolagina ait proteinlerin anlatimlar1 ve fosforilasyon
seviyeleri bu tez ¢caligmasi kapsaminda incelenmistir. Kontrol grubunda ytiiksek olan
PDK-1 Ser 241 fosforilasyonu onun otofosforilasyonu ile aktivasyonunu
gostermektedir. Buna bagli olarak da kontrol grubunda anlatimi ile uyumlu olarak
yiksek olan GSK3B ve PDK1l kaynakli p70S6K aktive edici Ser 371
fosforilasyonunun, yiksek Bcl-2 anlatimi, diisiik pro-apoptotik protein anlatimlari,
yuksek fPARP ve fKaspaz 3 seviyeleri, anlatimi diisiik olmasina ragmen aktive edici
Ser 2448 fosforilasyonu ylksek olan mTOR, aktive edici Thr 308 fosforilasyonu
anlatimi ile uyumlu olan Akt, ayrica PI3K p85 diizenleyici alt {initesi ve
mTORC2'nin diizenleyicisi Rictor'un anlatimmin yiiksek olmasi hiicre sagkaliminin
ve protein sentezinin tegvikini, anlatimina gore diisiik seviyede olan AMPKa aktive
edici Thr 172 fosforilasyonunun mTORC1 kompleksi Uzerinden ise otofajinin
baskilanmasimi gostermektedir. Buna karsin kontrol grubunda mTOR ve Raptor'un
anlatimlarmin  diistik olmasi, 06zellikle de Raptor'un AMPKa tarafindan
gerceklestirilen inhibe edici Ser 792 fosforilasyonunun yiiksek olmasi otofajinin
inhibe edilmesini zorlastirmaktadir (Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.18, Sekil 4.19,
Sekil 4.23)

Liu ve ark (2016) yaptiklar1 ¢alismada AMPKa tarafindan gergeklestirilen ULK-1'in
aktive edici Ser 155 fosforilasyonunun otofajiyi tesvikte onemli olmasina karsin,
ULK-1'in otofosforilasyonu sonrast yikimini tetikledigi, boylelikle otofagozom
membraninin olugsmaya basladigini belirtmislerdir(Liu ve ark, 2016). Bu nedenle
kontrol grubunda, ULK seviyesi diisiik olmasina ragmen Ser155 fosforilasyonunun

fazla olmasi diisiik oranda otofajik indiiksiyonu gostermektedir. Ayrica kontrol
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grubunda p62, ATG3, ATG12/ATGI16L1 anlatimlarmin diisiik olmasi1 otofajik bir
indlksiyon varsa bile otofagozom yapisinin olugmasini zorlasacagini gostermektedir.
Bununla birlikte ULK-1 kompleksindeki diger ATG'ler ve VPS34 anlatimlarinin ya
da fosforilasyonlarinin gosterimi bu hipotezin tartisilmasi agisindan O6nemlidir.
Ayrica kontrol grubunda LC3A/B-II varligmin goézlenmesi de disik oranda
otofagozom membrani olusumunun olabilecegini gostermektedir, ancak bu durum
hiicrenin normal fizyolojik siireci i¢in gereklidir. Hiicresel bir stres kosulu altinda
otofajinin kontrol grubuna gore tetiklendigini ise LC3A/B-1I:LC3A/B-I oraninin
artmas1 gostermektedir (Sekil 4.23). Ayrica kontrol grubunda ER stres ve UPR
cevabi  gozlenmemesi, ER stres elemanlar1 {izerinden de otofajinin
tetiklenemeyecegini gostermektedir (Cai ve ark, 2016). Burada mTOR'un farkli
aktive ve inhibe edici fosforilasyonlarinin da islevsel olabilecegi g6z Oniinde
bulundurulmalidir. Bununla birlikte Acridine Orange ve Lysotracker fluoresan
boyama analizlerinde kontrol grubunda hiicre yogunlugu yiiksek olmasina karsin
lizozomal aktivitenin diisiik oldugunun go6zlenmesi nedeni ile otofagolizozom

olusumunun da diisiik oldugu sonucunu gosterebilir (Sekil 4.24).

Dogal tip PC12 hiicrelerine 10 uM EBR uygulamasi ile kontrol grubuna gore;
AMPKa aktivasyonunun artmasi, Rictor anlatiminin azalmasi, PI3K yolagininin
negatif geri diizenleyicisi PTEN anlatiminin artmasi, p70S6K'nin anlatiminin ve
aktivitesinin azalmasi, inhibe edici raptor fosforilasyonunun raptor anlatimi
azalmasina karsin kontrol grubuna yakin seviyede olmasi, ATG 5/12/16L1'in ve p62
anlatimlarinin artmasi, LC3A/B-II oraninin LCA/B-I' e oraninin kontrol grubuna
gore en fazla artisin oldugu kondiisyon olmasi otofajinin tetiklendigini, otofagozom
yapisinin olustugunu gostermektedir. Bununla birlikte ULK-1 fosforilasyonunun
anlatim seviyesine gore yiiksek olmamasi literatiirde belirtildigi gibi bir otofaji
aktivasyonunu gosteriyor olabilir. Ayrica ULK-1'i fosforile eden mTORC1
kompleksi iiyelerinin anlatimlarinin diisiik olmasi, bunun yaninda 10 uM uygulamasi
ile ER stresinin tetiklenmesi ve fluoresan mikroskobu goruntiilerinde de kontrol
grubuna gore lizozom aktivitesi yiiksek hiicre sayisinin fazla olmasi otofajinin
tetiklendigini ve sonuca ulasabildigini gostermektedir. Bununla birlikte 1 uM EBR
uygulamasi ile kontrol grubuna gore artan PI3K ve Raptor anlatimlar1 otofajinin
tetiklenmesini engelleyebilecek unsurlar olarak goérilmektedir. 10 puM EBR

uygulamasi ile mTOR anlatimi diisiik olmasina karsin aktive edici fosforilasyonunun
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yiikseklmesi mTOR'un aktivasyonundan sonra yikildigimi gosteriyor olabilir. Bu
durumun 14-3-3 anlatimmin artisi ile de paralellik gosteriyor olabilecegi
diistiniilmektedir. Bununla birlikte 10 nEBR uygulamasi ile Akt ve onunla uyumlu
olarak aktive edici fosforilasyonunun artmasinin, 4E-BP1 inhibe edici
fosforilasyonunun tetiklenmesinin; 10 uM EBR'nin muhtemelen baslangigtaki PI3K
yolaginda otofajiyi tetikleyecek sekilde inhibe edici etkisine karsi bir negatif geri
besleme mekanizmasi oldugu disiiniilmektedir. Ayrica otofaji ile iliskili bazi
proteinlerin anlattmmin 10 uM EBR uygulamasi ile diismesinin de otofajinin
sonuglanmasi ile iliskili olarak bir negatif geri bildirim mekanizmasi olabilecegi

diistinilmektedir (Sekil 4.18, Sekil 4.19, Sekil 4.23, Sekil 4.24).

Tez ¢alismasi kapsaminda taupati modelinde elde edilen sonuclarda; kontrol grubuna
gore; AMPKoa'nin anlatimina kiyasla aktive edici Thr 172 fosforilasyonunun daha
fazla artmasi, PI3K diizenleyici alt tinitesi p85'in anlatimmin Yyiksek oranda
azalmasi, PTEN anlatimmnin artmasi, mMTORC2'nin duzenleyicisi Rictor'un
anlatimmin azalmasi, inhibe edici 4E-BP1 fosforilasyonunun artmasi, p70S6K
anlatiminin azalmasi, PAS olusumunu belirleyen ULK-1'in anlatiminin taupati
modelinde ylksek oranda artmasi, bununla birlikte AMPKo tarafindan
gergeklestirilen ULK-1'in aktive edici Ser 155 fosforilasyonunun anlatimima gore
daha diislik oranda artmasi, Vps 34 kompleksinden; PI3K sinif 3 anlatiminin yiiksek
oranda, beklin 1'in diigiik oranda artmasi, tau 'nun segici otofajisi igin de onem arz
eden Ub baglanma proteini p62 seviyesinin artmasi, otofagozom yapisinin
tamamlanmasinda 6nemli olan Ub konjugasyon sistemi elemanlarindan ATG3/ATG7
ile ATGI2/ATG16L1'in anlatimlarinin artmasi, ve otofagozom membraninin
tamamlandigint gosteren LC3A/B-Il seviyesinin LC3A/B-I' gore diisiik oranda
artmis olmasi otofajinin tetiklendigini ancak otofagozom yapisinin olusumunun gok

yuksek olmadigini diistintirmektedir (Sekil 4.18, Sekil 4.19, Sekil 4.23).

Taupati modelinde ULK-1 anlatimi yiiksek olmasina karsin aktive edici Ser 155
seviyesinin ¢ok yiiksek oranda artmamasi, otofajik indiksiyonun sirekli olarak
gergeklestigini gosterebilir, ¢iinkii ULK-1'in otofosforilasyonu ile yikimi sonucunda
halen fosforile olmamigs ULK-1 havuzu ve PAS olusumunu tetikleyecek oranda p-
ULK1 ortamda mevcut oldugunu gostermektedir. Buna karsin taupati modelinde

kontrol grubuna gore; Raptor ve mTOR anlatimlarinin artmasi ya da protein sentezini
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tetikleyen p70S6K'nin ve anlatimi azalmasina ragmen aktive edici Ser 371
fosforilasyon seviyesinin artmasi, aktive edici PDK-1 ve Akt fosforilasyonlar1 ve
seviyelerinin diisiik oranda artmasi taupati modelinde otofajinin tetiklenmis olmasi
ile ilgili tartismali bulgulardir. Bununla birlikte p70S6K'nin anlatimi diisiik olmasina
karsin fosforilasyonunun yiiksek olmasi yikiliyor olabilecegini gosteriyor olabilir, bu
durum 14-3-3 anlatimininda artmasi ile de paralel goriinmektedir. mTOR anlatimi
cok yiiksek oranda artmis olmasina karsin aktive edici fosforilasyonu o derece
yiiksek oranda degismemesi mTOR aktivitesinin diisiik olmasi, raptor anlatimi ¢ok
yiikksek oranda artmasina ragmen inhibe edici fosforilasyonunun diisiik olmasinin
otofaji tesvikine karst bir negatif geri besleme mekanizmast olabilecegi
diisiiniilmektedir. p70S6K'y1 fosforile eden enzimlerden PDK-1'in aktive edici
fosforilasyonunun kontrol grubuna gore artmasit ve GSK3f'nin aktivitesinin taupati
modelinde  kontrol  seviyesine gore arttiginin  disiiniilmesi, p70S6K
fosforilasyonunun yiiksek olmasi durumu agiklamaktadir. Bu durum da otofajinin
tesvikine kars1 bir negatif geri besleme mekanizmasi olabilir. Literatiirdeki verilerde
artan GSK3 aktivitesinin mTORC1 aktivasyonunu, lizozom biyogenezini ve
aktivasyonunun inhibe etmesi de otofajik tesvikin yeterince gergeklesememesini
aciklamaktadir. Buna karsin Acridine Orange ve Lysotracker fluoresan
gorlintiilerinde hiicre yogunlugu azalmig olmasina karsin kontrol grubuna gore biyuk
oranda olmasa da lizozomal aktivitenin arttiginin gozlenmesi ile otofagolizozom
olusumununun da tetiklendigi diistintilmektedir (Sekil 4.18, Sekil 4.19, Sekil 4.23,
Sekil 4.24).

Taupati modelinde ATF6 ve IREla bagiml tetiklenen UPR araciligi ile CaMKK
aktivasyonu sonucunda mTORCI1 inhibisyonu araciligi ile ULK1 aktivasyonu
tetiklenmis olabilir. Taupati modelinde ATF6 aracili anlatim1 ve 6zellikle de IREla
tarfindan da kesilimi ile aktivasyonu saglanan XBP1 Tf sayesinde Beklin-1
anlatimmi tetiklenmis oldugu disiiniilmektedir. Ayrica IREla araciligi ile aktive
olan RIDD sistemi ile anti-apoptotik Bcl-2'nun anlatimi engellenmis olabilir. Taupati
modelinde aktif olan ATF6 ve IREla araciligiyla, XBP1 Tf'i aracili Ub-konjugasyon
sistemi elemanlarinin anlattiminin tetiklenmis olmasi olasidir. Normal sartlarda
Beklin-1'1 tutarak inhibe eden, bununla birlikte taupati modelinde anlatimi disiik
oldugu gozlenen Bcl-2'dan Beklin-1 'in serbestlenip otofagozom membraninin

olusumunu tetiklemeye baslamasi olasidir (Cai ve ark, 2016). Ayrica taupati
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modelinde aktive edici fosforilasyonu ile nukleusa goctiigiinii laboratuvar
calismalarinda gosterdigimiz SAPK/JINK'nin AP1'in fosforilasyonu sayesinde; tez
caligmas1t kapsaminda kontrol grubuna gore anlatimlari arttifi gosterilen pro-
apoptotik Bax, Bak ve Bim aracili ile diisiik olan Bcl-2 anlatim1 sayesinde apoptotun
tetiklenmis olabilecegi ongoriilmektedir (Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4 20, Sekil
4.21, Sekil 4.23)

Taupati modeli hiicrelere 1 ve 10 uM EBR uygulanmasi ile taupati modeline gore;
mTOR anlatiminin artmasi, Raptor anlatimlarinin degismemesi, 1 pM EBR
uygulanmasi ile yiiksek oranda PI3K anlatiminin artmasi ve inhibe edici Raptor
fosforilasyonu seviyesinin azalmasi otofajinin tetiklenmesi acisindan inhibe edici
durumlardir. Bununla birlikte 10 uM EBR uygulamasi ile taupati modeline gore;
ULK-1 anlatiminin ve aktive edici fosforilasyonunun azalmasi otofajinin
tetiklenmesinin; Vps 34, Beklin 1, Atg 3/7 ve Atg5/12/16 anlatimlarinin azalmasida
10 uM EBR uygulamasindan 24 saat sonra otofajik tesvikin diisiik oldugunu
gostermektedir. Buna karsin PDK-1 aktive edici fosforilasyonunun, rictor
anlatimmin, aktive edici p-akt seviyesinin, anlatimi artmasina karsin mTOR'un
aktive edici Ser 2448 fosforilasyonunun, p70S6K anlatimi ile aktive edici
fosforilasyonunun, ve 4E-BP1'in inhibe edici fosforilasyonunun azalmasi, AMPK a
anlatimi diigmesine ragmen aktive edici fosforilasyonunun ayni oranda azalmamasi,
14-3-3 seviyesinde belirgin bir degisiklik olmamasi, LC3A-B-11/ LC3A-B -1 oraninin
en fazla bu kondiisyonda olmasi, p62 yikiliminin gézlenmesi, fluoresan mikroskobu
goriintlilerinde hiicre yogunlugunun artmasina karsilik lizozomal aktivitenin
arttiginin gosterilmesi bu kondiisyonda erken evrede 10 uM EBR uygulamasinin
ototfajiyi tegvik ettigini, ayn1 zamanda da otofagolizozom aktivitesinin arttirdigini
diistindiirmektedir. Ayrica laboratuvarlarimizda yapilan calismalarda pRK-EGFP-
Tau transfekte edilmis SH-SY5Y hiicrelerinde taupati modelinde otofajiyi tetikleyen
proteinlerin anlatimi iizerinde dnemli bir degisiklik gézlenmemis, bununla birlikte bu
hicrelere 10 uM EBR uygulanmasi ile lizozomal membran proteini Lamp-1'in
yikildig1 ve Acridine orange boyama ile lizozomal aktivitenin arttig1 gosterilmistir.
Taupati modeline 10 uM EBR uygulanmasi ile 24 saat sonunda diisen otofajiyi
tesvik edici protein anlatimi1 ve fosforilasyonlarinin ise bir negatif geri besleme
mekanizmasi olabilecegi diisliniilmektedir (Sekil 4.18, Sekil 4.19, Sekil 4.23, Sekil
4.24).
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MSS'de tau fosfataz aktivitesinin biiyiik cogunlugunu yerine getirdigi bilinen PP2A
katalitik alt biriminin anlatiminin taupati modelinde degismemesi, buna karsin PP2A
aktivtesini dizenleyen mTORC1 aktivitesinin anlattimina goére c¢ok yiiksek
olmadigimin gosterilmesi taupati modelinde tau fosforilasyonunun artmasinda PP2A
akitivitesindei azalmanininda etkili olabilecegini gostermektedir. Buna karsin taupati
modeline 10 uM EBR uygulanmasi ile PP2A anlatimmnin diisiik oranda azalmasi,
buna karsin mTORCI aktivitesininde anlatimina gore diisiik oldugunun belirlenmesi,
10 uM EBR'nin degismemesi EBR'nin terap6tik etkinliginin tau fosfataz aktivitesi ile
iliskili bir hedefi olmadigini gosterebilir (Sekil 4.15,.Sekil 4.18, Sekil 4.19). Yine de
bu sonuca ulagabilmek i¢in ayni zamanda enzim kinetigi analizleri yapilmasi

gerekmektedir.

Literatirde tau birikimi ile otofagolizozom yapisinin ve GSK3p aktivitesi ile lizozom
aktivitesinin inhibe edildigi belirtilmektedir. EBR uygulamasi ile azalan GSK3
aktivitesi sonucu p-tau miktarinin azalmasi, total tau seviyesinin azalmasi,
muhtemelen ER stres ve CMA araciligi ile de tau kesiliminin tetiklenmesi ve GSK3
aktivitesinin azalmasina bagl olarak otofagolizozom aktivitesinin tetiklenebilecegi
ongordlebilir. Ancak bu hipotezin desteklenmesi icin EBR'nin otofagozom/lizozom
flizyonu inhibitorleri ve otofagolizozom asidifikasyonu inhibitérleri ile birlikte
uygulanmasi daha kesin bir sonuca ulagilmasin1 miimkiin kilacaktir. Ayrica hiicresel
saperon sistemleri olan HSP90, HSP70 ve HSP60 anlatimlarinda gergeklestirilen
uygulamalar ile nérokoruyucu mekanizmasi oldugu bilinen HSP70'in anlatiminin
taupati modelinde azalmasi1 ancak bu hiicrelere 10 pM EBR uygulamasi ile artmasi,
NH gelisimini tetikleyici oldugu diisiiniilen HSP90 anlatiminin taupati modelinde
artmasi, mitokondride protein birikimini engelleyen HSP60 anlatimininda taupati
modeline 10 pM EBR uygulamasi ile artmasi, EBR'nin olasi ndrokoruyucu
etkinligini gostermektedir. Taupati modeli PC12 hiicrelerinde HSP70 inhibitori
Bagl'in izoformlarindan Bagl-M ve Bagl-S'nin anlatimlarinin taupati modelinde
azalmasi, tau birikimini tetikledigi belirtilen CMA'nin aktive olacabilecegini, bu
hicrelere 10 uM EBR uygulamasi ile artmasi ise tau proteininin proteozomal
sistemde yikilimini tetikleyebilecegi Ongoriilmektedir (Sekil 4.21, Sekil 4.23).
HSP70 saperon sisteminin anlatiminin artmasi ile araciligi ile patolojik tau'nun
¢oziinlir forma getirilmesi ve APP'min plazma membranina verilmesi engellenerek

tau ve AP toksisitesi azaltilmig, ayrica kaspaz-3 kesiliminin azaltilmasi ile hiicre
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O6lumuntn geri g¢ekilmesi tetiklenmis olabilir. Ayrica 10 pM EBR uygulamasi ile
azalan IREla aktivitesine bagli olarak Bcl-2 anlatiminin tetiklenmis olabilecegi,
konjuge olmayan formunun Bcl-2'yi tutarak inhibe ettigi gosterilen ATGI2
anlattimmin diismesine bagli olarak Bcl-2'nun serbestlenerek hiicre sagkalimini
tetikleyici roliinii daha etkin bir sekilde oynayabildigi ongoriilebilir. Bununla birlikte
bir diger olasilik da taupati modelinde eger otofaji tamamlanamiyor ise RIPK'lar ve

ROS araciligi ile nekroptozisin tetiklenmis olmasidir.

EBR uygulamasi ile dogal tip ve taupati modeli hlcrelerde o alt {initesinin anlatim1
diismesine karsin aktive edici fosforilasyon seviyesi aktive edici fosforilasyon
seviyesi ¢cok degismedigi gosterilen AMPKa ayni zamanda bir tau kinazidir. Bu
durum 10 pM EBR uygulamasi ile dogal tip hiicrelerde tetiklendigi gosterilen
AMPK aktivasyonunun taupati modelinde de séz konusu olabilecegi, ancak bir
negatif geri bildirim mekanizmasi olarak zamanla AMPKa yikiliminin tetiklendigini
gosteriyor olabilir. Bu durum AMPKa'nin inhibisyonunu gergeklestiren Akt 'mn
taupati modeline 10 pM EBR uygulamasi ile inhibe olmasi ile de desteklenmektedir.
Yapilan ¢esitli ¢calismalarda AMPK'nin AH patolojisinde anormal aktivasyonunun
g0zlenmesi s6z konusudur. Domise ve ark. (2016) farelerden elde ettikleri birincil
noral kiiltirde AMPK aktivasyonunun tau fosforilasyonunu tetikledigini, inaktive
edilmesinin ise hizli bir sekilde tau fosforilasyonunu geri ¢ektigi gosterilmistir.
AMPK'nin o alt tinitesini sentezlemeyen fare modellerin de tau fosforilasyonunun
diistiigi gosterilmistir. Buna paralel olarak da P301S taupati modeli farelerde de
AMPK eksikliginin tau patolojisini engelledigi gosterilmistir (Domise ve ark, 2016).
Ancak yaptigimiz tez ¢aligmasinda elde edilen sonuclarda literatiirdeki tau
anlatiminin digsal olarak tetiklenmesi ile elde edilen sonuglar ile uyumlu olarak
GSK3 aktivitesinin artmasi, diger literatiir verileri ile uyumlu olarak otofajinin
tetiklenmesi ancak lizozomal aktivitenin taupati modelinde yiiksek olmamasi, hiicre
sagkalimimin tetiklenmesi icin otofajinin daha giiglii tesvikini gerektirmektedir.
Bununla birlikte 10 pM EBR wuygulamasi ile taupati modelinde AMPKa
aktivasyonunun tetiklenmesi hem otofajinin tesviki hem de GSK3'iin inhibisyonunu
araciligi ile tau hiperfosforilasyonunun geri cekilmesi ve lizozomal aktivitenin

arttirtlmasi agisindan hiicre sagkalimini tetikleyici bir rol oynadigini géstermektedir.
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Steroid tlirevlerinin ndrokoruyucu etkileri c¢esitli caligmalar ile gdsterilmistir.
Ornegin 22R-OHC stabil analogu Kaprospinol ve tiirevlerinin AP toksisitesine kars
koruyucu mekanizmalar1 oldugu gdosterilmistir. Kaprosipinol'iin noérokoruyucu
etkisininin; AP baglayicis1 veya AP agregasyon inhibitérii olarak, AP plaklariin
ortadan kaldirilmasini tegvik ederek ya da mitokondri iizerinde koruyucu islev
gostererek yaptig1 ongoriillmektedir (Papadopoulos ve Lecanu 2012). Kadinlarda AH
gelisiminin fazla olmasinda one siiriilen mekanizmalardan olan menapoz ile birlikte
Ostrojen seviyesinin diismesi, 6strojen tirevlerinin ndrokoruyucu etkisini gosteren
basit bir Ornektir. Yapilan gesitli ¢aligmalardan elde edilen sonuglara gore seks
steroid hormonlart GSK3'in inhibe edici fosforilasyonunu tetiklemekte, bununla
birlikte GSK3 seks steroid hormonlarinin aktive edici veya inhibe edici
fosforilasyonarini tetiklemektedir (Grisouard ve Mayer, 2009). Bununla birlikte P.
Cardona-Gomez ve ark. (2004) fare hipokampiislerinden aldiklari 6rnekler ile
yaptiklar1 ¢alismada Ostrojen tiirevi estradiyoliin, OR/PI3K p85/AKT/GSK3/B-
katenin/tau kompleksi araciligiyla; GSK3 inhibisyonunu ile tau defosforilasyonunu
ve B-katenin niiklear gbgiinii tetikleyerek ndrokoruyucu etki gosterdigi gosterilmistir
(Cardona-Gomez ve ark, 2004). Benzer bir ¢alismada Goodenough ve ark. (2005), in
vitro hiicre kiiltiirii ¢alismalart ve fare hipokampiisinden alinan Ornekler ile
yaptiklart galismada; Ostrojen tiirevi 17B-estradiyol'in OR aracihgi GSK3p
inhibisyonunun tetikleyerek tau hiperfosforilasyonu ve birikimini engelledigi
gosterilmistir (Goodenough ve ark, 2005). Merot ve ark. (2005) yaptiklar1 ¢alismada
ORo'nmn  PC12 hiicrelerinde néral farklilasmada onemli rol oynadigi ve
norokoruyucu islev yaptig1 gosterilmistir. Ayrica Ostrojenin ndrokoruyucu etkisi

MAPK, PI3K ve PKC aktivasyonlari ile bagdastiriimaktadir (Mérot ve ark, 2005).

Yapilan gesitli caligmalarda androjenin; AR araciligi ile AP katabolizmasini saglayan
neprilizin enziminin aktivitesinin diizenlenmesi ve aromataz enzimi ile 3-estradiyol'e
doniistiiriilerek OR aracili APP'nin amiloidik yikimini baskilayarak nérokoruyucu
etkisi oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte erkeklerde yaslanma ile birlikte
androjen seviyesinin azalmasi ve AP liretimini Ozgilin reseptoriine baglanarak
tetikledigi diisiiniilen liiteinize edici hormon seviyesinin artmasi ile AH riskinin
tetikledigi gosterilmistir (Rosario ve Pike, 2008). Flavanoidler, dstrojen benzeri etki
gosteren fitoostrojenlerdir. R.C.Y.Choi ve ark. (2013) yaptiklar1 calismalarda

baikalein ve daidzein isimli iki flavanoidin, MCF7 meme kanseri hicrelerinde
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OR'nin aktive edici fosforilasyonunu ve DNA'daki Gstrojen cevap elementinin
aktivasyonunu sagladigini belirlemigsler, daha sonra PC12 hiicrelerinde AP tesvikli
sitotoksisiteyi engelledigini gostermislerdir (R. C. Y. Choi ve ark, 2013).

Hormon replasman tedavilerinin NFT olusumunu GSK3p iizerinden baskiladigi
cesitli calismalarda gosterilmistir, ancak bu tedavi bazi kanser gesitlerinin riskini
arttirmaktadir. Tibolon; 0Ostrojenik, androjenik ve progesteronejik etki gosterdigi
tespit edilen yapay bir streroid tirevidir. Neri -Gomez ve ark. (2017) yaptiklar
calismada hormon replasman tedavisinin kanser riskini azaltmak igin yasl erkek
farelerde Tibolon kullaniminin uzun siirekli etkisini gostermek istemiglerdir. Sonugta
Tibolon uygulamasi ile farelerin hipokampuisinden elde edilen &rneklerde;
hiperfosforile tau miktarinin azaldigi, ancak PI3K ve GSK3fB'nin aktive formlarinin
miktarinin degismedigi, Akt anlatimi ve aktive edici fosforilasyonlarinin azaldigi,
CDKS5 anlatiminin diisiik dozlarda arttigi, yiiksek dozlarda azaldigi, buna karsin
CDKY5'in diizenleyicilerinden p35 formunun arttigi, CDKS'in hiperaktivasyonunu
saglayan p25 seviyesinin ise azaldig1 gosterilmistir (Neri-Goémez ve ark, 2017). Bu
sonuglar farkli dozlarda EBR uygulamasi ile CDK 5, PI3K/ Akt/mTOR sinyal yolagi
farkli sekilde etkilenmesi ve tau hiperfosforilasyonunun azalmasi agisindan bizim
bulgularimiz ile benzerlik gostermekte, ancak bizim elde ettigimiz sonuglarda GSK3

inhibisyonunun gozlenmesi agisindan farklilik gostermektedir.

EBR'nin etkinliginin birincil taupati modeli olusturulmus in vitro modellerde
incelenmesi ve molekiler yanagsma analizlerinin yapilmamis olmasi nedeni ile tam
olarak hangi smifta bir taupati ve AH torapdtigi olabilecegi su noktada
sOylenememektedir. Bununla birlikte EBR'nin diisiik dozlarinda PI3K/Akt/mTOR
yolagi inhibitorii, AMPKa aktivatorii, bununla paralel olarakta bir GSK3 inhibitori
olabilecegi Ongoriilmektedir. Ayrica EBR uygulamasmin ER stres ve otofaji
yolaklar1 iizerinde hiicre sagkalimim tetikleyecek sekilde, GSK3 inaktivasyonu ve
tau birikiminin engellenmesi ile de iligkili olarak diizenleyici bir etkisi oldugu
diisiiniilmektedir. Buna gore; hiicre igerisindeki bazi temel molekiiler
mekanizmalarin birbirleri ile etkilesimleri, proteinopatilerin bu sinyal yolaklari
tizerindeki etkisi, ER stres ve otofajinin birbirleri ve hiicre sagkalimi ile olasi
etkilesimleri ile yaptigimiz ¢alisma sonucu EBR'nin taupati modeli olusturulmus

hlcrelerdeki olast molekiiler hedefleri Sekil 5.1'de 6zetlenmistir.
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Sekil 5 1 EBR'nin taupati modeli olusturulmus PC12 hiicrelerindeki etkinliginin olasi
molekiiler mekanizmasi.

Steroid yapist geregi EBR'nin BBB'den gecisinin sdz konusu olabilecegi
ongorilmektedir ve bu teori in vivo fare modellerinde desteklenecektir. Halihazirda
daha yiiksek dozlarinin anti-kanser etkinligi ile ilgili pek ¢ok yayin ¢ikarilan EBR'nin
diisiik dozlarinin zamana baglh olarak ilk 24 saat icerisinde bollnerek, daha sonra da
hiicre sagkaliminin tetiklendigi gosterilen 48, 72 ve 96 saat uygulanmas: ile ilgili
immunoblotlama analizleri ER stres, otofaji ve hiicre sagkalimi arasindaki ince ayar
mekanizmasina etkisi daha net bir sekilde gosterilir. Ayrica noral benzeri hicreler
disinda birincil noral kiiltiir veya indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerde EBR'nin
norokoyurucu etkinligi daha dogru bir sekilde incelenebilir. Bununla birlikte in vivo
C.elegans modellerinde gésterilen EBR'nin nérokoyucu etkinligi taupati veya AH
modeli fareler gibi daha gelismis model organizmalarda incelenebilir. Bunun yaninda
farkli proteinopati modellerinde de GSK3 inhibitorii, PERK {iizerinden ER stres
aktivatorii veya otofajiyi tetikleyici etkinligi araciligi ile ndrokoyucu etkinlerinin
irdelenmesi EBR'nin daha genis bir yelpazede kullanimimi miimkiin kilabilicegi

distiniilmektedir.
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7 EKLER

7.1 KULLANILAN CIHAZLAR

Tez calismasi kapsaminda yapilan deneyler kullanilan cihazlar Tablo 7.1'de

gosterilmistir.

Tablo 7. 1 Kullanilan Cihazlar

ADI URUN KODU FIRMA ADI
Santrufij 5417R Eppendorf

Santrifuj (Buyik) 5810R Eppendorf

Spin minispin plus SNO0708 LabNet

Hassas Tart1 LE6202S Sartorius

Mikropipet (0,5 pl-10 pl) EH52836 Thermo

Mikropipet (20 ul-200 pl) EH46925 Thermo

Mikropipet (200 pl-1000 ul) | T27274 Thermo

Otoklav OTO32 Nive

Manyetik Karistirict SB162 Stuart/ProLab
Distile Su TANKPEOQ30 Millipore Direct Q-5UV
pH Metre N315 SEM/Mettler Toledo
Derin Dondurucu (-80 °C) | 2041D Arcelik

Buzdolabi (No frost) 4263TMB Arcelik

Vorteks SA8 Stuart/ProLab

Dry heat sterilizer FN120 Nive

Nanodrop BO-GA

Gli¢ Kaynagi PowerPac/Basic BioRad

Laminar Flow Model: 12469,2000 HeraSafe

Inverted Mikroskop Model: XDS-1B SOIF

Inkiibator Heracell 150 Thermo

Fluoresan Mikroskobu Model: 1X71 Olympus

Distile Su Cihazi TANKPEQ30 Millipore Direct Q-5UV
Elektroforez Aletleri BioRad

Facs Flow Cihazi AC6531180147 BD ACURI C6
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Santrifdj NF 200 Nive
DRY BATH INKUBATOR | 010410-1109-0157 bioSan
Kuru Blok Isitici BO-GA
Dondurucu (-20 °C) Arcelik

7.2 HUCRE KULTURU DONANIMLARI

Tez ¢alismas1 kapsaminda hiicre doku kiiltiiriinde kullanilan malzemeler Tablo 7.2'de

goterilmistir.

Tablo 7. 2 Hiicre kiilturii donanimlari

ADI URUN KODU FIRMA ADI
6 kuyucuklu petri 92012 TPP

96 kuyucuklu petri 92096 TPP

25 santimetrekarelik hticre | 90026 TPP

biiyiitme kaplari

75 santimetrekarelik hiicre | 90076 TPP

biiyilitme kaplar1

Steril pipetler (5 ml) 94005 TPP

Steril pipetler (10 ml) 94010 TPP

Siringa filtreleri (0,22pum) 99722 TPP

Enjektor seti 21G Yesil ug igneli ASTRAJECT
Tripsin-EDTA 25200-056 Gibco
Penisilin/Streptomisin 15140-122 Gibco

Fetal Bovine Serum 10500-064 Gibco

RPMI 1640 PO4-18947 PAN BIOTECH
PC12 hiicreleri ATCC
Hemositometre Neubauer

7.3 KULLANILAN KiMYASALLAR

Tez ¢alismas1 kapsaminda gerceklestirilen deneylerde kullanilan kimyasallar Tablo

7.3'de gosterilmistir.
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Tablo 7. 3 Kullanilan kimyasallarin listesi

ADI URUN KODU FIRMA ADI
24-Epibrassinolid BIE0244 APOLLO Scientific Limited
FUGENE® 6 Transfection E2692 Promega

Reagent

PVDF Membran (0,45 pm) | 10600023 Amersham

PVDF Membran (0,20 um) | 10600021 Amersham
TEMED A1148,0100 Applichem
p-Coumaric Asid C9008-1G SIGMA-ALDRICH
Laemli Tamponu S3401-1V SIGMA

Amonyum persiilfat A2941 Applichem
Coomassie Blue A3480 Applichem

Etanol CAS 64-17-5 ALKO MED

Saf Etanol 32221 SIGMA-ALDRICH
Metanol 24229 SIGMA-ALDRICH
Izopropanol K44518295 321 MERCK
2-merkaptoetanol S4805940 517 MERCK

DMSO K46505343 517 MERCK

DMSO D2650 SIGMA-ALDRICH
DiOC6 2129966 Fluka

DCFH-DA C6827 Invitrogen

Pl P4170-100MG SIGMA-ALDRICH
Mitotracker 488317 Invitrogen
Lysotracker L7528 Invitrogen

Page Ruller Plus Prestained | 26619 Fermentas

Protein Ladder

Protein izolasyonu Tamponu | 78501 Thermo

SDS UNL1 888 Applichem

PBS BE17-51-5F LONZA

Tris-HCL 648317 CALBIOCHEM
BSA A2153-10G SIGMA-ALDRICH
Akrilamid/Bis-Akrilamid A9099 SIGMA-ALDRICH
30% cozelti

Luminol A2185 Applichem
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MTT Solusyonu M2128-5G SIGMA-ALDRICH
Tween 20 S6740684 348 MERCK

Glisin 3570 CALBIOCHEM
Hidrojen peroksit K39218400838 MERCK

Ponceau Red A1405 Applichem

HCL K438047117 239 MERCK
Kloroform UN1888 Applichem

Yagsiz Siit Tozu SC-2325 Santa Cruz Biotechnology
Camasir suyu ACE

Tris Baz 648310 CALBIOCHEM
Bakir siilfat 02791 MERCK

Asetik Asid 27225 SIGMA-ALDRICH
Super Block T20 37536 Thermo

Acridine Orange

Tripan mavisi

7.4 KULLANILAN ANTIKORLAR

Tez calismast kapsaminda immunoblotlama yonteminde kullanilan antikorlar ve

Kitlerin listesi Tablo 7.4'de gosterilmistir.

Tablo 7. 4 Kullanilan antikorlarin listesi

ADI URUN KODU FIRMA ADI
Phospo-GSK3p (Ser9) 9336 Cell Signaling Technology
CDK5 2506 Cell Signaling Technology
Alzheimer’s Disease | 9784 Cell Signaling Technology
Antibody Sampler Kit

HSP/Chaperone  Antibody | 9965 Cell Signaling Technology
Sampler Kit

ER Stress Antibody 9956 Cell Signaling Technology
Sampler Kit

Calreticulin 12238 Cell Signaling Technology
Whnt Signaling Antibody 2915 Cell Signaling Technology
Sampler Kit

MTOR Regulation Antibody | 9864 Cell Signaling Technology

Sampler Kit
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ULK1 Antibody 8359 Cell Signaling Technology
Sampler Kit

MTOR Substrates Antibody | 9862 Cell Signaling Technology
Sampler Kit

MTOR Pathway Antibody 9964 Cell Signaling Technology
Sampler Kit

Phospho-Akt Pathway | 9916 Cell Signaling Technology
Antibody Sampler Kit

Pro-Apoptosis Bcl-2 Family | 9942 Cell Signaling Technology
Antibody Sampler Kit

Stress and Apoptosis 8357 Cell Signaling Technology
Antibody Sampler Kit

Phospho-p53 Pathway | 9919 Cell Signaling Technology
Antibody Sampler Kit

NF-xB Family Member 4766 Cell Signaling Technology
Antibody Sampler Kit

MAPK Family 9926 Cell Signaling Technology
Antibody Sampler Kit

Phospo-p44/42 MAPK | 4370 Cell Signaling Technology
(Erk1/2) (Thr 202/Tyr204)

PI3 Kinase Antibody | 9655 Cell Signaling Technology
Sampler Kit

Auophagy Antibody | 4445 Cell Signaling Technology
Sampler Kit

Loading Control 4670 Cell Signaling Technology

Antibody Sampler Kit

7.5 KULLANILAN KiTLER

Tez c¢aligmas1 kapsaminda plazmid

izolasyonu ve Anneksin-V/PI akis sitometresi analizlerinde kullanilan kitler Tablo

7.5'de gosterilmistir.

izolasyonu,
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Tablo 7. 5 Kullanilan kitlerin listesi

ADI URUN KODU FIRMA ADI

Zymo PURE™ Plasmid | D4210 ZYMO RESEARCH
Miniprep Kit

NE-PER™  Nuclear and | 78835 Thermo
Cytoplasmic Extraction SCIENTIFIC
Reagent

BD Pharmingen™ FITC 51-6710AK BD Biosciences

Annexin 'V Apoptosis
Detection Kit Il Part A
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