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OZET

Norodejeneratif hastaliklar, beynin spesifik bolgelerindeki néronlarin progresif ve geri
doniistimsiiz kaybi ile karakterize edilen bir grup patolojiyi icermektedir. Norodejeneratif
hastaliklar goreceli olarak siklikla goriilmekte, medikal ve sosyal agidan onemli problemler
yaratmaktadir. Bu patolojiler esas olarak hayatin ileri donemlerinde norolojik olarak normal
bireylerde ortaya cikmaktadir. Alzheimer hastalifi da en sik rastlanilan norodejeneratif
hastaliklardan biridir. Alzheimer hastaliginda hippokampal ve kortikal ndronlarin kaybina bagl
kognitif (biling) fonksiyonlarda ve hafizada bozulma olmaktadir. Tau olgun néronlarda bulunan
mikrotubul uyumlu bir proteindir. Taupatiler, norofibrillerde ya da gliafibrilar formlarinda Tau
proteinin patolojik birikimi ile uyumluluk gdsteren norodejeneratif hastalik grubuna verilen
addir. Taunun hiperfosforile olmast Tau'nun biyolojik aktivitesini baskilar ve sonugta Tau
kiimelenmeleri meydana gelir. Bu ¢alismanin amaci, sikline bagimli kinaz (CDK) inhibitord
olan roskovitinin glikojen sentaz kinaz 3 (GSK-3p) temelli taupatilerdeki etkisinin insan sinir
hiicre modelinde arastirilmasidir. Roskovitinin  noroblastoma hiicre hatti  SK-N-AS
hicrelerindeki terapotik etkisi once hiicre sag kalimi ve apoptotik parametrelerle arastirildiktan
sonra Taupati agisindan roskovitinin roliinii anlayabilmek i¢in Alzheimer belirtecleri parametre
olarak kullanildi. Aragtirmanin en son asamasinda da roskovitinin GSK-3 sinyal yolagi ve
GSK-3p substrati olan p-kateninle ve ayrica ROS olusumu ile olan iliskileri ortaya konmaya
calisildi.

Bu aragtirmada roskovitin uygulamasinin hiicre canliliginda azalmaya ve apoptoza
neden oldugu gosterilmistir. Roskovitinin 1 ve 10 pM konsantrasyonlarin hiicre canliligini
sirastyla % 20 ve 50 oraninda azaltmistir. Bu sonuglara bakilarak SK-N-AS hiicrelerinin CDK
inhibitorlerine karst duyarli oldugu ortaya konulmus olmaktadir. 10 pM roskovitin
uygulamasinda hiicre sag kaliminin kayda deger bir sekilde azaldig belirlendi. Ayrica SK-N-
AS hiicrelerinde roskovitin uygulamasinin koloni olusumuna etkisi arastirildi ve 10 pM

roskovitin uygulamasinin koloni olusumunu azalttigi bulundu, buna ilave olarak 1 ve 10 uM
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roskovitin uygulamasi ile soft agar i¢inde olusan kolonilerin ¢aplarinda kayda deger azalma
bulundu. Biitiin bu veriler roskovitinin hiicre Olimiinii tesvik ettigini agikg¢a ortaya
koymaktadir.

Arastirmanin bundan sonraki agamasinda roskovitin ile tetiklenen hiicre canliligindaki
azalmanin apoptotik hiicre Oliimiinden kaynaklanip kaynaklanmadigin1 anlayabilmek icin
apoptotik biyobelirtecler irdelendi ve SK-N-AS hicre hattinda mitokondri membran
potansiyelinde olusan kaybin mitokondriyal yolak {izerinden apoptozu tetikledigi saptandi.
Ayrica SK-N-AS hiicre hatlarinda 1 uM roskovitin uygulamasinin Tau proteninin anlatimida
azalmaya sebep oldugu belirlenirken, 10 uM roskovitin uygulamasinda Tau protein ifadesinde
kontrole oranla bir degisiklik saptanmadi. Ayrica kontrol hiicreleri ile kiyaslandiginda 1 uM
roskovitin uygulamasi ile Alzheimer hastaliginin belirteci Amiloid B peptidinde azalma
belirlenirken, 10 pM roskovitin uygulmasinda protein ifadesinde artis saptandi. Bir diger
Alzheimer biyobelirteci APP protein ifade diizeyi incelendiginde 1 ve 10 uM roskovitin
uygulamalar1 sonucunda kontrol hiicrelerine oranla azalmaya sebep oldugu saptandi, buna
karsin, 1 ve 10 uM roskovitin uygulamalar1 kontrol hiicrelerine oranla ndroflament protein
ifadesinde artisa neden oldu. Diger Alzheimer biyobelirtecleri BACE ve a-sinukleine 1 ve 10
uM roskovitin uygulandiginda, BACE protein ifade diizeyinde artis oldugu ve a-synukleine
ifadesinde ise degisiklik olmadig1 belirlendi. Ozetle Alzheimer'in biyokimyasal belirteglerinden
olan Amiloid B ve Tau' nun 1 uM roskovitin uygulamasi sonucu protein ifadelerindeki azaliga
neden olarak apoptozu tetiklemektedir. Boylelikle anti- ve pro-apoptotik biyobelirteglerin
degisimi ile beraber roskovitinin apoptoz lizerindeki tesvik edici etkisi onaylanmis olmaktadir.
Ayrica roskovitinin, GSK-3 ve [-katenini inhibe ederek apoptozu tesvik ettigi de bu
arastirmada belirlendi.

Sonug olarak, bu arastirma kapsaminda elde edilen bulgulara gore, noroblastoma hiicre
hatt1 SK-N-AS'da roskovitinin apoptotik mekanizmay tetikledigi agikca ortaya konmustur. Bu
durumda roskovitinin Taupatik degil de apoptotik etkiye sahip oldugu disiiniilmektedir.
Roskovitinin taupatilerdeki etkisinin CDK5 ve GSK-3p iliskili sinyal yolaklar ile iligkili olarak
daha detayl arastirmalar yapilmasi hedeflenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer, No6rodejenerasyon, Tau, Roskovitin, Apoptoz, GSK-3,

Reaktif Oksijen Trevleri
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SUMMARY

Neurodegenerative diseases are characterized by a group of pathology including
progressive and irreversible loss of neurons at specific spaces in human brain.
Neurodegenerative diseases are increasing relatively and create medical and social problems.
These pathologies basically arise neurologically at old ages of normal people these pathologies
are diverse and Alzheimer disease is the leading neurodegenerative disease. Alzheimer disease
is cognitive and memory loss disorder related to the hippocampal and cortical neuron cells loss.
Tau is microtubule-associated protein found mostly in mature neurons. Tauopathies are a class
of neurodegenerative diseases associated with the pathological aggregation of Tau protein in
neurofibrillary or gliofibrillary tangles in the human brain. Hyperphosphorylation of Tau
suppresses the biological activity of Tau and causes formation of Tau aggregates. The aim of
this study is to investigate the effect of CDK inhibitor roscovitine on GSK-33 based taupathies
in SK-N-AS neuroblastoma cell lines.

To detect the therapeutic effects of roscovitine, cell survival parameters and apoptotic
markers were investigated in SK-N-AS neuroblastoma cell lines. Later we tried to reveal the
role of roscovitine on Alzheimer markers. At the last step of this research we also searched to
be able to show the roscovitine relation with GSK-3p signaling pathway and also GSK-3p3
substrate -catenine and ROS formation.

Roscovitine decreased the cell viability and induced apoptosis in this study. Roscovitine
at 1 and 10 puM concentrations decreased the cell viability by 20 and 50 % respectively.
Therefore we established the sensitivity of SK-N-AS cells against CDK inhibitors. 10 uM
roscovitine treatment resulted the sigificant decrease in cell viability and the colony formation.
In addition 1 and 10 uM roscovitine treatments decreased the colony diameters significantly.

All these findings showed the apoptosis inducing effect of roscovitine in SK-N-AS cells.
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Therefore we focused on the investigation of cell death type which is triggered by the
treatment of roscovitine. We used apoptotic parameters by this purpose and we established that
mitochondrial apoptotic pathway caused the cell death in SK-N-AS cells by the application of
roscovitine. Besides we also observed the decrease in Tau protein expression with 1 mM
roscovitine treatment compared to control samples, but not with 10 puM roscovitine
concentration. In addition, Alzheimer marker Amyloid B peptid expression level decreased by
the treatment of 1 uM roscovitine but not 10 puM roscovitine. Another Alzheimer biomarker
APP protein expression level decreased by 1 and 10 uM roscovitine treatments compared to
control cells. Conversely, 1 and 10 pM roscovitine treatments caused the increase in
neurofilment protein expression level. Another Alzheimer biomarker BACE protein expression
level increased and a-synuclein exhibited no changes compared to control cells at same
experimental conditions.

In summary 1 pM roscovitine treatment triggered the apoptosis by decreasing
Alzheimer biomarkers Amyloid B and Tau expression levels at SK-N-AS cell line. Therefore
we confirmed that roscovitine induces apoptosis by altering both anti- and pro- apoptotic
proteins as well as Alzheimer biomarkers. Besides we also established that apoptosis induction
due to roscovitine treatment was associated by the modulation of GSK-3p and its substrate -
catenine in SK-N-AS neuroblastoma cell line.

In conclusion, according to our findings obtained at this study, roscovitine induced the
apoptotic mechanism in SK-N-AS neuroblatoma cell line. In this case roscovitine did not exert
a siginificant effect on Alzheimer markers. It is necessary to repeat this experiment at in vivo
conditions. Study on the roscovitine effect on taupathies in relation with CDK5 and GSK-3f3

signaling pathway in detail was targeted in future experiments.

Key Words: Alzheimer, Neurodegeneration, Tau, Roscovitine, Apoptosis, GSK-3f3, Reactive

Oxygen Species
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1. GIRIS

1.1. NORODEJENERATIF HASTALIKLAR

Norodejeneratif hastaliklar, sinir hiicrelerinin 6liimii ile meydana gelen ve buna
bagli olarak da sinir sistemi islevlerinin kaybina sebep olan bir hastalik grubudur. Bu
hastaliklardan en sik rastlanilan1 Alzheimerdir, Parkinson hastaligi ikinci sirada
goriilmektedir. Huntington hastaligi, frontotemporal demanslar ve amyotropik lateral
skleroz gibi daha az goriilen ancak yine onemli sorunlar ortaya koyan daha pek c¢ok
hastalik, nérodejeneratif hastaliklar grubu i¢indedir. Ayrica vaskiiler demans ve kognitif
bozukluklarin da yer aldig1 bir baska grup hastaliga da norodejeneratif siirecler eslik
edebilmektedir. Son yillarda biyolojik yolaklar genom g¢alismalarinda odak noktalar
olusturdu. Pek cok arastirma ayni yolakdaki gen islevlerinin nérodejeneratif hastaliklara
duyarliligr etkiledigini ortaya koydu (Ramanan ve Saykin 2013). Arastirmalar
norodejeneratif mekanizmalarla ilgili yeni yolaklar ve yeni aday hedefleri
gostermektedir. Sekil 1'de norodejenerayon ve yaslanma ile ilgi olan faktorler, hiicre igi
mekanizmalar, doku mikro cevresi, sistemik dolasimla olan iligkiler ¢ok genis bir

sekilde gosterilmektedir.
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Sekil 1: Norodejenerasyona sebep olan aday yolaklar. Bu aday yolaklar noronlarin
sagkalimi ile dejenerasyonu arasindaki dengeyi etkilemektedirler (Ramanan ve Saykin
2013).

Tau proteini 1975 yilinda Weingarten ve arkadaslari tarafindan kesfedilmistir.
Hiicre biyolojisi alaninda ¢alisan bu bilim insanlar1 arastirmalarityla NOBEL 6diiliinii
kazanmiglardir. Tau hiicre biyologlart i¢in ilk karakterize edilmis olan miktotiibiil
uyumlu proteinlerden (MAP) bir tanesidir. Marc Kirschner ve ekibi tiibiilinin
mikrotiibiil seklinde yapilanmasini tesvik eden faktorii arastirirken tiibiilin baglayan
proteini (Tau:Tubulin binding protein) bulmuslardir (Mandelkow ve Mandelkow 2012).
Boylelikle hiicre biyologlari néronlarda ve diger hiicrelerdeki mikrotiibiillleri stabilize
edici olarak Tau'yu 0zellikle hiicre farklilasmasi ve polarizasyonu alanlarinda
arastirmaya odaklanmiglardir. Bu alandaki en ©Onemli bulgulardan birisi Tau'nun
biyokimyasal karakterizasyonudur Cleveland ve Ark., (1977). Drubin ve Kirschner
(1986) noronal farklilagma sirasinda tiiblilin boyunca up regiilasyonu ve olgun
ndronlarda esas olanin bu aksonal protein oldugunu goéstermislerdir. Daha sonra Tau
proteininin isoform karakterizasyonu ve klonlanmasi fare, inek ve insanda gosterilmistir

(Lee ve Ark., 1986).



Tau arastirmalarinin ikinci asamasit norolojik arastirmalar sirasinda AD
hastalarinin beyinlerinde anormal protein komponentlerinin birikiminin belirlenmesi
sirasinda ortaya ¢ikmistir. Bu komponentlerden bir tanesi A3, molekiiler klonlama yolu
ile ekstraseliiler amiloid plaklarin kor proteini olarak belirlenmistir (Kang ve Ark.,
1987). Bu kesifler hiicre biyologlarini ve sinir bilimcileri Tau'nun fizyolojik ve patolojik
ozelliklerini belirlemeye ydnlendirmistir. Insan Tau'su ve onun “splicing isoformlar1”
Goedert ve arkadaslar1 tarafindan 1989 yilinda belirlenmis ve normal ve hastalikli
durumlara karst1 Tau' ya Ozel antikorlar gelistirilmistir. Tau'nun anormal post-
translasyonel modifikasyonlar1 yani fosforilasyon yerleri kinazlar, fosfotazlar
belirlenmigtir. Daha sonra meydana gelen anormal Tau birikimlerin prensipleri

saptanmistir (Wischik ve Ark., 1988).

Tau kiimelenmesi ile ilgili arastirmalardan sonra Tau pek ¢ok arastirmacinin ilgi
odag1 olmustur. Ailesel AD'da amyloid oncii protein (APP) nin mutasyonuna baglh
oldugu aciklik kazandiktan sonra Tau patolojisi AP patolojisi ile birlikte biiyiilk dnem
ortaya koymustur. Tau arastirmalart pek c¢ok ndrodejenaratif hastaligin  Tau
mutasyonlarinin neden oldugu frontotemporal demanslar (Goedert ve Ark., 2012) AP
(yani PID, PSP) birikimine bagimsiz oldugunun belirlenmesi ile adeta bir patlama
olmustur. Bu veriler Tau'nun hastaliga neden olan bir ajan oldugunu ortaya koymustur.
Giliniimiizde AD'de Tau ve AP arasinda nasil bir iliskinin oldugu hala bir sir olmaya
devam etmektedir. Tau bazli aragtirmalara terapi acisindan bakildiginda farklh
yaklagimlar otaya c¢ikmaktadir (Schneider ve Mandelkow 2008). Terapilerde
hiperfosforilasyonlara karsi kinaz inhibitorleri ya da fosfostaz enzimini tesvik ediciler,
agregasyon inhibitorleri, miktotiibiil stabilitesini tesvik eden bilesikler (Tau islev

bozuklugunu dengelemek i¢in) Tau bazli immunoterapik yaklasimlar ortaya ¢ikmustir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. TAU PROTEINININ YAPI VE iSLEVI

Tau proteini, sicaga dayanikli ve asit uygulamasinnda islev kaybina ugramayan
MAP ler adi verilen gruba dahildir (Cleveland ve Ark., 1977). Tau'da bulunan bu
ozellik sekonder yapinin ¢ok diisiik diizeyde olmasi nedeni iledir. Gergekte bir¢ok
biyofiziksel arastirma Tau'nun prototipik “dogal olarak katlanmamis protein” oldugunu
ortaya koymustur (Von Bergen ve Ark., 2000). Tau diizensiz protein olmasi sebebi ile
son derece esnek ve degisken bir konformasyona sahiptir, bu nedenle de kristallografi
analizlerine uygun degildir. Dolayisiyla nukleer manyetik rezonans spektroskopi
yontemi Tau proteininin konformasyonu ve dinamigini agiklayabilmek i¢in en uygun

yontemdir.
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Sekil 2: Tau'da yer alan domainler ve yapisal elementler. Ustte: Tau’nun NMR da elde
edilen yapis1 (Mukrasch ve Ark., 2009). Zincirlerin ¢ogu, sekonder yapisimin (o sarmal
kirmuzi, B iplik sar1, poliprolin sarmal yesil) bir kac¢ kisa ve gecici elementleri ile ortaya
konmustur (Siyah cizgiler). Kirmizi kutu Tau kiimesinden sorumlu iki heksapeptid
motifinin bulundugu bélgeyi gostermektedir. Orta: Alt bolumlerin domainleri
gosterilmistir (Gustke ve Ark., 1994). Karboksi u¢ mikrotibulle birlesmeyi kismen tesvik
eder ve amino u¢ mikrotiibiil yiizeyden kismen yansir. N1, N2 ve R2 alternatif birlesmeye
bagh olarak yok olabilir. R1-R4 komsu domainler ile birlikte tekrarlanan domainleri
sunar bu da mikrotiibiil etkilesim domainini gostermektedir. Altta: Etkilesim alanlarinin
ve diger proteinlerin yaklasik konumlar gosterilmektedir.

Tau proteininin C-ucundaki 31 ya 32 amino asitlere iic (3R) ya da dort (4R)
tiibiilin baglanma domain tekrarlarinin (R: Repeat) varligi ve ¢esitliligine bagli olarak
izoformlar1 saptanmistir. Bu isoformlar 352'den 441°¢ kadar degisen amino asit

residiileri agisindan biiytikliikte farklilik gosterirler.



Tablo 1: Tau proteininin isoformlari (Goedert ve Ark., 1989).

Klon Ekler/tekrarlar Amino Asit Sayisi MW

(kDa)

htau 40 2N4R 441 45.9
htau 39 2N3R 410 42.6
htau 34 IN4R 412 43.0
htau 37 IN3R 381 39.7
htau 24 ON4R 383 40.0
htau 23 ON4R 352 36.7
Biiyiik Tau 2N4R 695 72.7

+ ekson 4A

Merkezi sinir sistemi (CNS) iizerinde ilave minor Tau izoformlar1 ve daha ¢ok
peripheral sinir sisteminde (PNS) olusan “biiyiik Tau” isoformlar1 vardir (Andreadis
2006). Diger memeli (fare, sican, inek) Tau'larinin organizasyonlar1 daha ¢ok amino
terminal bolgesinde olmak iizere birka¢ degisiklikler hari¢ benzerdir, 6rnegin fare
Tau'sunda 11 residiisii daha kisadir ve insan Tau'sunda karboksil terminal yar1 identiktir
(Lee ve Ark., 1986). Tau MAP2 ve MAP4 ile birlikte benzer domain yapisi olan protein
ailesi olusturur. Karboksil terminal yarisinda 31 residiiniin 5 tekrari ve amino terminal
yarisinin degisken boyutu (MAP2 1858 residii) ¢ogunlukla ndronal dendritlerde, MAP4
1152 residiisii ise bir ¢ok hiicre tipinde yaygindir (Doll ve Ark., 1993).




Tau domainleri mikrotiibiil etkilesimleri ve amino asit 6zellikleri bazinda
belirlenmistir (Sekil 2). In vitro kosullarda Y197 arkasindaki kesim iki fragment
olusturur bunlar karboksil u¢ kisimlari ile mikrotiibiile baglanir ve onlarin olugmasini
tesvik eder bu nedenle 'olusum domani' olarak adlandirilir (Steiner ve Ark., 1990).
Amino u¢ fragmenti mikrotiibiillere baglanmamakta, fakat mikrotiibiil ylizeyinden disar1
uzant1 yapmaktadir ve bundan dolay1 'projeksiyon domaini' olarak adlandirilmaktadir
(Hirokawa ve Ark., 1988). Niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisine
dayanan daha detayli analizler, bu verileri onaylamaktadir. Mikrotiibiillerle belirgin

etkilesimler Tau'nun 200 ve 400 residiileri arasinda meydana gelmektedir (Mukrasch ve

Ark., 2005).

Tau'nun amino asit dizilimi olagan dis1 hidrofiliktir ve proteinin katlanmamis
karakteri ile uyumluluk gdstermektedir. Tau'nun tam uzunlugu (2N4R) 80 S ya da T
residiileri 56's1 negatif, 58'1 pozitif ve 8'i de aromotiktir. Bu nedenle protein (5Y, 3Y, No
W) genel olarak bazik 06zelliklere sahiptir, fakat amino terminalin 120 residiisii
genellikle asidiktir ve karboksi terminal 40 residiisii genelde notrdiir. Bu yiiklerdeki
asimetri mikrotiibiiller ve diger bilesenlerle etkilesim acisindan i¢ katlanma ve Tau
agregasyonu i¢in onemlidir. Orta bolge (AA 150-240) ¢ok sayida prolin igerir, cogu SP
veya TP motifleridir, bu nedenle bu bdlge prolin acisindan zengin bolge olarak ele
almir. Bu prolin agisindan yogun olan bolge 6zel bir 6neme sahiptir, ¢linkii bunlar
AD'da genellikle SP ve TP motiflerini hiper fosforile hale gelen antikorlarin epitoplarini
icerir. Bu nedenle hem hastalarda ve hemde hayvan modellerinde hastalik durumunu

teshis etmek acisindan 6nem arz etmektedir.

2.1.1.TAU YAPISI

Tau hidrofilik yapisi nedeni ile diger sitozolik proteinlerin tipik kompakt
katlanmis yapisina sahip degildir. Cesitli biyofiziksel yontemlerle elde edilen veriler
tim Tau molekiiliiniin dogal olarak katlanmadigini, ya da icsel olarak diizensiz
oldugunu gostermektedir (Mukrasch ve Ark., 2009). Bu veri de polipeptid zincirin son

derece esnek ve hareketli oldugunu ortaya koymaktadir. Sadece ¢ok az miktarda



sekonder yapilar vardir (o—heliks, B—iplik, poli-prolin II sarmal) ve ge¢icidirler (Sekil 2
iist). Bu bulgu Tau'nun 1s1, asit muamelesinden sonra dahi fizyolojik islevinin
mikrotiibiilleri stabilize ederek sagladigini ortaya koymaktadir (Fellous ve Ark., 1977).
Birgok arastirma Tau'nun hiicrenin i¢indeki kalabalik ortamda bulunan diger

proteinlerin bir cogu ile, gegici etkilesimler olusturabildigini gostermektedir.

2.1.2.TAU VE MiKROTUBULLER

Mikrotiibiiller hiicre iskeletinin protein polimerleridir ve ¢esitli hiicresel islevlere
sahiptirler, hiicrelerin seklini stabilize ederler, mitoz ve motor proteinlerin hiicre igi
tasinmasindaki islevinin saglanmasinda rol oynarlar. Tau'da dahil olmak iizere bir ¢ok
protein MAP'ler olarak adlandirilmaktadir Tau ve diger MAP'ler mikrotiibiil yiizeyine
baglanarak  mikrotiibiilleri  stabilize etmektedirler, tiiblilin alt {initelerinin
yapilanmalarini tesvik ederler fakat mikrotiibiil yapisi i¢in asal nitelikte degildirler.
Bunun aksine diger iyi katlanmis mikrotiibiil uyumlu proteinler kinezin gibi daha kesin

lokasyon gostermektedirler (Sekil 3).
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Sekil 3: Tau proteininin normal islevi. Tau protein en uzun isoform durumunda
mikrotibulleri dort tibilin baglanma domainleri (mavi Kutular) vasitasi ile stabilize
ederler. Tau proteininin mikrotiibiillere baglanmasi kinaz ve fosfatazlarin aktivitesi ile
dengelenir. Tau' nun fosforilasyonu (pembe Kkiireler) mikrotiibiillere baglanma aktivitesini
diizenler ve aksonal tasinmay etkiler. Tau proteini mikrotiibiiller iizerinde Kinezin
tarafindan vesikiillerin art1 uca tasinmasim engelleyebilir (Kolarova ve Ark., 2012).

Noronlarda, Tau tiibiilin ile karsilagtirilmistir, son derece asidik karboksi-
terminal tiibiilin 30 residiileri sik1 baglama i¢in 6nemlidir (Littauer ve Ark., 1986), fakat
dogal  olarak katlanmamistir dolayist ile yapisal olarak goriinmezdir. Bir¢ok
arastirmada Tau'nun disart ¢ikinti yapan domaininin yaklasik olarak 18'nm oldugu

belirlenmistir (Hirokawa ve Ark., 1988).

Mikrotiibiiller ile ilgili Tau islevini saptamak dogrudan ve dolayl etkilesimleri
ayirt etmek i¢in yararlidir. Tau ve Taunun fosforilasyonu ile mikrotiibiillerin

yapilanmasinda baglanma, stabilize etme ve tesvik etme de dahil olmak iizere dogrudan



etkilesimler degisebilir (Brandt ve Ark., 2005). Bu fonksiyon, mikrotiibiil baglanma
domainini gerektirir fakat c¢ikintt domainini gerektirmeyebilir. En 6nemli etki
mikrotiibiil u¢larinin uzunluk degisikligine kars1 (dinamik kararsizlik) yani uzama ya da
kisalmaya karsi korunmasidir. Uzama ve kisalmanin kontrolii hiicresel organizasyon
icin onemlidir (Hoogenraad ve Bradke 2009) ve Tau'nun yiiksek stabilizasyonu da hiicre
canliligia zarar verebilir (Thies ve Mandelkow 2007). Bu etkiden taksol gibi kanser

kemoterapisinde kullanilan ilaglarda yararlanildigi bilinmektedir (Wilson ve Jordan

2013).

2.1.3. TAU LIFLERININ YAPISI

Tau proteininin hidrofilik, yapilandirilmamis ve dinamik olmasi g6z Oniine
alindiginda, AD hastaliginda Tau’nun dlzgin ve periyodik birikimi gorulmektedir.
Gercekte in vitro kosullarda Tau’nun ¢oziiniirliigi yaklasik milimolardir, hiicrelerdeki
konsantrasyonundan (mikromolar) daha ylksektir, bu da in vitro kosullarda yapilanma
kosullarinin kesfedilmesinin neden uzun zaman aldigin1 agiklamaktadir (Wilson ve
Binder 1995). Bununla birlikte iki faktér Tau'nun agregasyonuna katkida
bulunmaktadir. Bunlardan bir tanesi Tau’nun bazik orta kisminin polianyonlar
tarafindan yUkindn dengelenmesidir, bu in vitro'da siilfatlasmis aminoglikanlarla
(heparin, heparan sulfat gibi) (Perez ve Ark., 1996) saglanir, bu da nukleasyon engelinin
asilmasina yardim eder. Benzer etki niikleik asitler, (Kampers ve Ark., 1996) asidik lipit
miseller (arakhidonik asidden elde edilen) (Wilson ve Binder 1997), asidik peptidler
(Friedhoff ve Ark., 1998) veya karboksillenmis mikro boncuklar ile indiiklenebilir
(Chirita ve Ark., 2005).

Noronlarda Tau fibrilizasyonunu uyaranlar bilinmemektedir, fakat muhtemelen
asidik kofaktorlerin etkisi s6z konusudur (Papasozomenos ve Binder 1987). Peptidlerin
karboksi uglarmin fazla yiik i¢cermesi nedeni ile asidik protein 1ginlarini temsil eden
mikrotubuller 6zellikle ilgi cekmektedir. Tau mikrotlbil yiizeyine giiglii bir sekilde
baglanir kendi, kendine yapilanmaz.

Mikrotiibiil yiizeyi Tau molekiilleri ile filament seklinde olmayan Tau ortiisii ile
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yukludir (Ackmann ve Ark., 2000). Tau-Tau etkilesim yeri blylk oranda Tau-MT
etkilesim yeri ile ortiismektedir (Mukrasch ve Ark., 2005). Bu durumda mikrottballer
Tau'nun fibrilizasyon kapasitesini bozmaktadir, olasilikla agregat olmayan
konformasyonunu stabilize etmektedir, yani mikrotubtller etkin bir sekilde Tau'nun

anormal agregasyonunu 6nlemek igin saperon olarak aktivite gostermektedirler.

Sekil 4: Tau lifleri. Sol: Biikiilmiis olarak goriilen yaklasik 80' nm aralarla ‘Eslesmis
sarmal yapilar’. Alzheimer beyin dokusundan izole edilmistir (Oklar). Sag: in vitroda Tau
Liflerinin agregat olusturmadan 6nce tekrarlanan domainleri (Barghorn ve Ark., 2000).

Tau yapilanmasindaki ikinci faktor R2 ve R3 baglangicinda hekzapeptid
motifleri tarafindan kodlanan B yapisinin tiiketimidir (Von Bergen ve Ark., 2000). Bu
motiflerin dagilimi (6rnegin prolin mutasyonlar1) Tau'larin agregat olma agilimini
engeller bu hem in vitro da hem de hiicre ve hayvan modellerinde gosterilmistir.
(Khlistunova ve Ark., 2007). Bunun aksine mutasyonlarla (6rnegin P301L)  egiliminin

guclendirmesi, in vitro ve hayvan modellerinde agregasyonu artirmaktadr.

Diizensiz proteine gdmuli kiguk boyutlu B-motifleri, bir ‘amiloid’ proteini gibi
rollerini saptamada igin gii¢liikk ¢ikarttigi igin Tau proteini uzun siire tartisilmistir.
Bununla birlikte B yapisi sirkiiler dikroizm ve FTIR ile (Barghorn ve Ark., 2004), NMR
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(Mukrasch ve Ark., 2009), elektron difraksiyonu (Giannetti ve Ark., 2000) ve X 1sin1
kristalografisi (Sawaya ve Ark., 2007) ile belirlenmistir. Tau liflerinin korundaki

yapisinin varligi agiktir, detayli yapisi ise hala bilinmemektedir.

2.1.4. TAUPATILER

Taupatiler norofibrillerde ya da gliafibrilar formlarinda Tau proteinini patolojik
birikimi ile uyumluluk gosteren norodejeneratif hastalik grubuna verilen addir.
Hiperfosforile Tau'nun ipliksi ve amorf agregatlar1 bircok norodejenetarif hastalikta
belirlenmistir. Parkinsonism ile, kortikobazal dejenerasyon (CBD), frontotemporal
demans ve parkinsonizm baglantili kromozom 17 (FTDP-17), motor ndron
hastaliklarin1 (amiyotropik lateral skleroz- Parkinson-demans kompleksi) gibi demans

sendromlari, AD ve Pick hastalig1 iceren 6nemli Tau patolojileridir.
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Sekil 5: Tau'nun fizyolojik ve patolojik fosforilasyonu (Biernat ve Mandelkow 1999;
Biernat ve Ark., 2002).

AD'nin norofibrilar karmasalar1 hiperfosforile Tau proteininin hiicre ici ipliksi
agregatlarini igerir. Tau lifsi iplikler halinde yapilanabilir ya da eslesmis spiral
filamentler olusturur. Tau'nun kivrik ya da kivrilmamis filamentleri AD, PSPi, FTD ve
CBD lerde belirlenmistir. Buna ilave olarak amorf Tau agregatlart CBD beyinlerindeki
astrositlerde bulunmustur. Aktin yonlnden zengin olan Hirano yapilart parakristal
yapisindadir ve Tau'nun ipliksi olmayan agregatlarini igerir ve AD beyinlerinde diger

taupatilerde belirlenmistir (Hirano 1994).

Tau agregatlar1 sadece noronlarla sinirli degildir ayn1 zamanda CBD ve PSP
lerin olifodendrositlerindeki glia hicrelerinde de go6rilmektedir. Tau patolojisi

multisistem atrofide ve ¢esitli FTDP-17 mutasyonlarinda oligodendrositlerde 6nemlidir
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ve noronal ve glial Tau patolojilerinden farklidir (Arima 2006). AD hastalarinda NFT
lerin sayis1 cognitive azaligla ve norodejenerasyonla uyumluluk goésterir ve Tau AD’nin
teshisinde genel bir belirte¢ olarak kullanilmaktadir, hastaligin erken evrede teshisi

onemlidir, erken tedavi hastaligin seyrini degistirmektedir (Von Bergen ve Ark., 2000).

CSF'lerde total Tau duzeyi AD, Creutzfeldt-Jakob sendromu, frontotemporal
demans (FTD) ve fel¢ gibi yogun noronal dejenerasyon siirecinde artmaktadir, fakat
Parkinson ve progresiv supranuklear palsy (PSP) de artmamaktadir (Kapaki ve Ark.,
2001; Formichi ve Ark., 2006). Bu nedenle CSF total ve fosforile Tau dizeyleri AD
teshisi i¢in ¢ok 6nemli markirlardir. CSF de fosfo-Tau konsantrasyonu ortalama olarak
% 78-92 arasinda artmaktadir (Blennow ve Hampel 2003).

2.2. APOPTOZ

Apoptoz, gelisimsel morfogenezde rol oynayan hiicre oliimiiniin diizenlendigi
bir olaydir, ayn1 zamanda hiicre sayisin1 kontrol eder ve hiicrelerin hasarini giderir. Bu
nedenle tlimor baskilanmasinda 6nemli rol oynar. Hiicre biiyiimesi, farklilasmasi ve
apoptoz arasindaki denge viicutta bulunan net hiicre sayisini belirler ve bu olaylardaki
hatali regiilasyon tiimoriin olugmasina sebep olur. Apoptoz viicuttaki ana timor
baskilama mekanizmasidir, ¢iinkii yogun DNA hasar1 olan ve dolayist ile kanser
meydana getirme potansiyeline sahip olan hiicreleri yok eder. DNA hasarli hiicrelerin
eliminasyonu tiim organizmay1 kanserden korur. Apoptozdaki hatalar, etkilerini apoptoz
yolu ile gosteren geleneksel terapilerin de etkinligine etki etmektedir. Apoptoz bir tip

hiicre intiharidir.

2.2.1. APAPTOZUN MOLEKULER MEKANIZMASI

Hiicrelerin apoptoza ugrayabilmesi ic¢in hiicre digindan ‘6liim faktorleri’ adi
verilen sinyali almasi gerekir, ya da DNA hasar1 veya oksidatif stres gibi igsel

fiziksel/kimyasal etkenler tarafindan indiiklenmesi gerekir. Daha sonra sirasi ile
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intrinsik ve ekstrinsik iki yol ile aktive olabilir. Kaspazlar, intraselular proteinleri
aspartat residiisiinde (20 amino asitten biri) kiran bir molekiiler makas gibi rol oynayan
spesifik proteazlardir. Kaspazlar her iki yolda da asal rol oynar. Kaspazlar terimi
enzimlerin ¢ oOzelliginden tlirevlenmektedir: Bunlar sisteince zengin aspartat
proteazlardir. On ii¢ memeli kaspazi tayin edilmistir. Bunlar prokaspazlar adi verilen
inaktif enzimler olarak sentez edilirler ve aktif olabilmeleri icin aspartat residisiinde
kesilmeleri gerekir. Prokaspazlarin 6nemli kismi inaktif olarak kabul edilmekle birlikte,
prokaspazlar zayif aktivite gosterir, tam aktif kaspazlarin % 2 si kadar proteolitik
aktivite gosterirler. Bu muhtemelen kayda deger nitelikte degildir. Ayrica, kaspazlar
aspartat residiisiinde kirildig1 i¢in ve prokaspazlar da aspartat residiisiinde kirilarak
kendilerini aktive ettikleri i¢in, kaspazlar kaskat aktivasyonu gdsterir, bir kaspaz diger
kaspazi aktive eder ve bir zincir reaksiyon olusur (Sekil 6). Kaspazlarin prokaspazlari
aktive ettigi bu mekanizma apoptotik sinyalin amplifikasyonuna neden olur: Sadece
baslangicta aktive olan kaspaz molekiilleri prokaspazlardan olusan havuzun hizli ve tam

olarak doniismesini saglayabilir.
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Sekil 6: Kaspazlar apoptoz sirasinda protein yikimindan sorumlu sistenil proteazlardir. A.
Yukaridaki semada islevlerine gore kaspazlarin kategorize edilmesi gosterilmektedir. Asal
islevlerine bagh olarak ii¢ grup kaspaz bulunmaktadir. B. pro-kaspaz-6 aktivasyonu ile
aktif kaspaz-6 olusumu goriilmektedir. Kaspaz-6 aktivasyonu ile pro-domain ile biyik alt
unite (p20) ve biiyiik alt unite ile kiiciilk alt unite (p10) arasinda kirilmalar meydana gelir.
C.APP de kaspaz benzeri kirllma sematik olarak gosterilmektedir. APP lzerinde Ug¢
kaspaz benzeri kirilma vardir. TM: Transmembran domain (Zhang 2013).

2.2.2. EKSTRINSIK YOLAK: MEMBRANDAKI OLUM RESEPTORLERI
ARACILIGI iLE

Hicre olimind tetikleyen ekstrinsik yolak (Sekil 7), hicre buyimesinin
tetiklenmesi ile ilgili yolakla bazi olagan 6zellikleri paylasir. Fas ligand gibi bir 6liim

faktorii veya tiimor nekroz faktorii (TNF) sirasi ile Fas reseptorii ya da TNF reseptorti
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gibi transmembran 6liim reseptorii tarafindan kabul edilir. Fas ligand komsu hiicrelerin
plazma membranina baglidir. Ligand 6liim reseptorlerine baglandigr zaman, reseptorde
yapisal degisiklikler meydana gelir ve oligomerize olur (yani birkagi bir araya gelir),
bdylelikle sinyal hiicreye tasinir. Yapisal degisim, reseptorlerin sitoplazmik kuyrugunda
lokalize olan 6lim domainlerini agiga c¢ikarir ve intraseliilar adaptér proteinlerin,
ornegin FADD (Fas uyumlu 6liim domain proteini) ve TRADD (TNF reseptér uyumlu

6lim domain proteini) gibi, 6liim domainleri araciligi ile baglanmasini miimkiin kilar.

Adaptor proteinlerin islevi sinyali reseptorden kaspazlara tasimaktir. Adaptorler
bircok prokaspaz-8 molekiiliinii 6liim efektér domainler araciligi tutar. Kaspaz-8 ayi
zamanda baglatic1 kaspaz olarak bilinmektedir, ¢ilinkii reseptor ile apoptotik proteazlar
arasmdaki ilk baglantidir ve ekstrinsik yol icin anahtar niteligindedir. Oliim ligandlar,
reseptorler, adaptorler ve baslatict kaspazin hepsine birden 6liimii indiikleyen sinyal
kompleksi (DISC) adi verilir. Prokaspaz-8 molekulleri kendi kendini kirarak aktif hale
gelirler, cilinkii prokaspazlar diisiik enzimatik aktiviteye sahiptirler ve bu kaspaz
aktivasyon kaskatin1 baslatir: Aktive olan bir kaspaz, diger kaspazlari kirar ve aktive
eder. Bu olay apoptoz inhibitori c-flp tarafindan inhibe edilebilir. c-flip, DED vasitasi

ile FADD adaptoriine baglanabilir ve kaspaz-8 in aktivitesini inhibe eder.

Hiicrenin yikimi, hedef proteinlerin proteolizinden dolayr meydana gelir. Hedef
proteinler, nukleusun biiziilmesine neden olan nuklear laminler, hiicre yapisinin yeniden
diizenlenmesi igin aktin ve intermediate filamentler gibi hiicre iskeleti proteinleri ve
kromatinin kirilmasimi saglayan kaspazlarin aktive ettigi DNaz gibi diger enzimleri
igerir. Kaspazlarin aktive ettigi DNaz, DNA y1 nukleozomlarin arasindan kirar ve DNA
kiriklar1 meydana gelir. DNA kiriklart arastiricilar tarafindan apoptoz belirteci olarak
kullanilmaktadir. Kaspazlar ayn1 zamanda tiimor baskilayici protein Retinoblastomay1
(RB) de kirar ve bu kirilma RB proteininin yikimina sebep olur. Bu olay TNF tarafindan
indiklenen apoptoz icin gereklidir, bu veri de RB nin apoptoz inhibisyonundaki roliini

ortaya koymaktadir.
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Sekil 7: Apoptoza sebep olan molekiiler yolaklar. Dis yolakda ligandin spesifik reseptore
baglanmasi ile DISC kompleksi olusur ve kaspaz 8 aktivasyonu gerceklesir. i¢ yolakda
mitokondrilerden Sitokrom C serbestlenmesi ile apoptozom olusur ve kaspaz 9
aktivasyonu gerceklesir. Kaspaz 8 ve 9 da huicre 6lumdiine sebep olan kaspaz 3
aktivasyonuna sebep olur. Her iki yolak da BH3 proteini BID'in kirilmasi ile baglantilidir
(Favaloro ve Ark., 2012).

2.2.3. MITOKONDRI ARACILI iNTRINSIiK YOLAK

Apoptozun intrinsik yolagi dis uyartilara (yani 6liim faktorleri) dayalr degildir.
DNA hasar1 ve oksidatif stres gibi hiicre iginden gelen uyarti, apoptozun intrinsik
yolagini mitokondrinin dis membranina etki eden Bcl-2 ailesi proteinleri yolu ile
indUkler. Bcl-2 ailesinin yaklagik 20 iiyesi vardir, hepsi en az bir Bel-2 homoloji (BH)

domaini icerir, bu domain protein-protein iliskisine aracilik yapar. Aile {iyelerinin ¢ogu
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lic ya da dort BH domainini paylasir. Bel-2 ailesi i¢inde birbiri ile zit islev yapan iki
grup mevcuttur: Bcl-2 proteinlerinin bir grubu apoptozun inhibe eder digeri ise tesvik
eder (Tablo 2).

Tablo 2: Bcl-2 ailesi tyeleri (Pecerino, 2012)

Anti-apoptotik uyeler Pro-apoptotik Giyeler Pro-apoptotik ilyeler-BH3

only lyeleri

Bcl-2 Bax Bad
Bcl-y Bok/Mtd Bik/Nbk/Blk
Bcl-w Bel- xe Bid
Al Bak HrkiDP5
Mcl-1 BclG Bim/Bod
Boo Bmf

Noxa

Pumal/Bcl3

Pro-apoptotik molekiillerden olusan grup i¢inde BH-3 only proteinleri olarak
isimlendirilen alt grup vardir, ¢linkii bunlarda bir BH domaini, BH-3 vardir. BH-3 only
proteinleri pro-apoptotik molekdllerin aktivitesini ya indikler (BH-3 only aktivatorleri)
ya da anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerin baglanarak inhibe eder. Bcl-2 ailesi
proteinlerinin mitokondri dis membraninda ya kanal olusturarak ya da kanallar1 bloke
ederek etkili oldugu disiinilmektedir. Boylece Bcl-2 ailesi  proteinleri
mitokondrilerden, ©nemli molekiiler apoptotik aracilarin serbestlenmesini regiile
etmektedir. Bu ailenin Uyeleri protein-protein iligkisi ile uyumluluk gosterebilir ve
boylece aktivitenin orani islevi belirlemis olur. Ornegin, eger diisiik inhibisyon nedeni

ile pro-apoptotik faktorlerin aktivitesi anti-apoptotik olanlardan yuksekse apoptoz
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tetiklenir. Bcl-2 ailesi proteinlerin aktiviteleri ayn1 zamanda fosforilasyon ile de regiile

olmaktadir.

Iki mitokondri membranmin arasindaki intermembran alan, apoptotik aracilar
icin bir kabin islevi yapar. Pro-apoptotik Bcl-2 fiyeleri apoptotik aracilarin bu
mitokondri  kismindan serbestlenmesini bazen mitokondriyal dis membran
permeabilizasyonu olarak adlandirilan olayla diizenler. Apoptotik sinyal tarafindan
aktivasyona bagli olarak Bax veya Bak sitoplazmadan mitokondriye tasinirken sekilsel
degisiklik gecirir ve dis mitokondri membranina girerler (insersiyon). Alt1 ila sekiz
molekdlun oligomerizasyonu bu insersiyondan sonra meydana gelir ve BH-3 only
proteinleri Bid ve Bim tarafindan indiiklenir. Mitokondri membrani i¢indeki bu yeni
konformasyon, membran kanallarin1 olusturarak ve/veya regiile ederek mitokondrinin
dis membraninin permeabilitesini artirir ve apoptotik aracilar serbestlenir. Yeni bir
modelde ise Bax ve Bak oligomerlerinin membran iginde polimer olusturdugu ve bunun
da membranda yirtilmaya neden oldugu ileri siiriilmektedir. Ve Bcl-2 ve Bcl-XL gibi
anti-apoptotik molekillerin etkisini bloke eder (Reed, 2006).

Aerobik solunumda elektron transport zincirinde de islevsel olan sitokrom C ve
prokaspaz-9 sitoplazmaya serbestlenir ve apoptozom adi verilen komplekste birikir ve
aynt zamanda dATP de Apaf-1 e baglanir. Sitokrom C'nin sitosolik Apaf-1 e
baglanmas1 ile tekerlege benzeyen heptamerik kompleks olusumu tetiklenir ve
prokaspaz-9 un, hem Apaf-1 ve hem de prokaspaz-9 da bulunan CARD domainleri adi
verilen protein domainler aracilig ile tutulmasi kolaylasir. Son yillarda yapilan yapisal
caligmalar CARD domainlerinin ve dolayisi ile prokaspaz-9 molekillerinin merkezi

halkada yer aldigin1 ortaya koymustur.

Apaf-1 bir kofaktor proteindir ve prokaspaz-9 aktivasyonu igin gereklidir.

Kaspaz-9 baslatic1 kaspazdir, agregasyon tarafindan aktive edilir, agregasyon baska bir
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kaspaz kaskatinin kirilmasi ile baslar ve downstream kaspaz-3, -6 ve -7 yi aktive eder.

Bu durumda kaspaz-9 intrinsik yolakta anahtar niteligindedir.

Apoptoz proteinlerinin inhibitérleri (IAP ler; sekiz memeli IAP si tayin
edilmistir) gibi diger faktorler ve Smac (second mitochondria derived
activator/DIABLO) olay1 modiile etmede rol oynar. NFkB adi verilen transkripsiyon
faktor inflamasyonda esas rolii oynar ve apoptozun potansiyel inhibitéraduar, IAP lerin

transkripsiyonunu indukler.

2.2.4, EKSTRINSIK VE INTRINSIK YOLLAR ARASINDAKI KARSILIKLI
ILISKILER

Ekstrinsik ve intrinsik yolaklar arsinda karsilikli bir iligkinin varligi s6z
konusudur ve downstream kaspazlarmin aktivasyonunda iki uyum vardir. Ornegin,
kaspaz-8 ekstrinsik yolun anahtar regulatortdr, Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik tyesi Bid
i proteolitik olarak kirar ve aktive eder . Daha sonra Bid, dogrudan Bax ve Bak' aktive
ederek apoptozun intrinsik yolunu stimule eder ve mitokondrilerden Sitokrom C nin
serbestlenmesini kolaylagtirir ve daha sonra da downstream kaspazlarin aktivasyonunu
indukler. Buna ilave olarak Bid, DNA hasarma cevap olarak intrinsik yol ile hiicre devri

olaylarmin regiilasyonunu birlestirir.

Timor baskilayici protein pS3 genomun gardiyani roliinli oynar ve bunu DNA
hasarina ve hiicresel strese cevap olarak apoptozu indiikleyerek yapar. Bu hem
transkripsiyona bagimlilik ve hem de transkripsiyona bagimsizlik anlamini tagir.
Transkripsiyon faktoru olarak p53, 6lim reseptorlerini ve Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik
uyelerini kodlayan genlerin ekspresyonunu indukler. Fas reseptorii, Bax ve Bak bu
genlere Ornek olusturur. Bu genler promotor bdlgelerinde p53 baglanma yerinde
konsensus igerir. P53 ayn1 zamanda, Bcl-2 ve Bcl-x ve IAP ler gibi anti-apoptotik

faktorlerin ifadesini baskilayabilir. Son veriler, Bcl-2 ailesi Gyesi PUMA (p53 (n
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upregule ettigi apoptozun modiilatérii) p53 iin hedefidir ve p53 tarafindan apoptozun
indiiklenmesi i¢in esastir. DNA ya hasar veren ilaglar, radyasyon, onkogenik aktivasyon
ve hiicre stresi tarafinda indiiklenen apoptoz, PUMA geni knock-out olan farelerde
bloke olmustur. P53, apoptozun transkripsiyona-bagimli regiilasyonunu saglayabilir.
Bu, transkripsiyonu regiile edemeyen p53 mutantlar1 ile apoptoz indiiklenerek
gosterilmistir, bu p53 mutantlarin birisinde DNA baglama domainleri eksiktir, bu
nedenle de hedef p53 geni ile iliski kuramazlar. Bir diger mutantta nuklear lokalizasyon
sinyali yoktur, bu nedenle p53 iin nukleusda hedef genlere ulagsmasi Onlenir, yine bir
diger mutantta da p53 transaktivasyon domaini, transkripsiyonal aktivasyon islevini
onler. P53 Un transkripsiyona bagimsiz apoptoz mekanizmasi, sitoplazmada Bax n p53
aktivasyonunu icerir ve daha sonra da sitokrom C serbestlenir ve kaspaz aktive olur
(Chipuk ve ark. 2004). Pro-apoptotik proteinlerin (yani Bid) serbestlenmesinde P53 in
roli, anti-apoptotik proteinler (Bcl-xL) tarafindan tecrit edilmesi (ayrilmasi) ile
desteklenmektedir. Bu durumda Bcl-2 ailesi proteinlerinin islevsel dengesi
degismektedir. PUMA proteini transkripsiyonal ve p53 {in sitoplazmik islevler arasinda
baglanti saglar (Chipuk ve ark. 2005). Veriler p53 in PUMA transkripsiyonunu aktive
ettigini ortaya koymustur; Daha sonra PUMA proteini p53 iin sitoplazmada Bel-xL den
serbestlenmesini saglar, boylece p53 dogrudan Bax 1 aktive eder Ozetle p53
transkripsiyona-bagimli ve transkripsiyona-bagimsiz olarak hem nukleus ve hem de

sitoplazmada islev yapar ve bu islevler PUMA tarafindan birbirine baglanur.

2.2.5. ALZHEIMER HASTALIGI VE APOPTOZ

AD patofizyolojisi beyinde amiloid plaklarinin birikimini ve noronlarin kaybini
ortaya koymaktadir. Bu hastalikta noronlarin 6lim mekanazmas1 hala agiklik
kazanmamakla birlikte apoptozla ilgili oldugu yoniinde pek c¢ok veri bulunmaktadir
(Bamberg ve Landreth, 2002). Hastaligin ilerlemesi ve patolojisinde enflamasyon
olaylarinin da etkin oldugu belirlenmistir. Amiloid plak olusumu yaslilikla ilgili olarak

plakli mikroglia olusumu ile uyumluluk gdstermekte bunun sonucu olarak hiicreler
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fenotipik aktivasyona ugramak iizere stimiile olmakta, norotoksik ve on inflamasyon

urinleri meydana gelmektedir.

AD' de noronlarin 6lmesi ile ilgili olarak arastirmacilar apoptoz gostergeleri olan
DNA kiriklart ve kaspaz enzimlerinin aktivasyonunu gostermislerdir. Ayrica anti-
apoptotik ilaglarin AD'lerde hastaligin ilerlemesini yavaslattigini bulmuslardir (Behl
2000).

GSK 3 overekspresyonunun AD patolojisi ve ndronal kayiplarla oldugu
bilinmektedir. GSK3 lokalizasyon aragtirmalari GSK3 ve AP peptid, GSK3 ve
mikrotibdl uyumlu Tau protein ve GSK3 ve apoptotik hiicre 6liimii arasindaki ¢oklu
iliskileri ortaya koymustur. Apoptotik sinyal islemi i¢ ya da dis yolak ile meydana gelir.
GSK3'in i¢ apoptotik sinyal yolunu tesvik ederek AD'de ndronlarin dliimiine neden
oldugu belirlenmistir (Mines ve Ark., 2011). Ozellikle en 6nemli veri GSK3'iin
AP tarafindan i¢ apoptotik yolagin belirlenmesidir. Sonug olarak GSK3 apoptoz aracili
nO0ronal kayiplara sebep olarak AD'de bircok noropatolojik mekanizmalari

yonlendirmektedir.

2.2.6. CDK5 INHIBITORLERI VE TAU ILISKISI

Kobayashi ve arkadaslar1 (1993) Tau protein kinaz II’nin CDKS5 oldugunu
kesfetmislerdir (Kobayashi ve Ark., 1993). CDKS5 birgok substrati fosforile etmektedir
ve insulin eksositozu, noérotransmiter serbestlenmesi (Tomizawa ve Ark., 2002),
dopamine sinyal yolagi ve norit bitylimesi ile ilgili oldugu bilinmektedir. CDKS5 33 kDa
prolin tarafindan yonlendirilen bir protein kinazdir ve serin treonini fosforile eder.
Bircok arastirmada CDKS aktivitesinin akson biiylimesinde, néronal gocte, sinaptik
islevde, ndrit bilylimesinde, sinir kas kavsaginda sinaps olusumunda ve miyogenezde

(Smith ve Ark., 2001) onemli rol oynadig1 gosterilmistir. CDKS5'in substratlarinin ¢ogu
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mikrotiibiillerle uyumlu Tau protein gibi hiicre iskeleti proteinleridir. Saflastirilmis
CDKS5 in in vitro da bircok Tau epitopunu fosforile ettigi gosterilmistir (Paudel ve Ark.,
1993). Birgok patolojide Tau su residiileri fosforile etmektedir: Ser202, Thr205,
Thr212, Thr217, Ser235, Ser396 ve Ser404.

CDKJ5'in tam aktivasyon icin, aktivasyon ¢engelinin fosforlanmasi gerekir ve bu
p35 ya da p39, p25 varliklarina bagimlidir (Tsai ve Ark., 1994). P25 p35'in proteolitik
olarak kirilmasindan olusur ve bilinmeyen bir mekanizma ile noronal hiicre 6limiine
sebep olmaktadir ve AD'nin ilerlemesi ile ilgilidir (Takashima ve Ark., 2001). CDK'y1
aktive ederek Tau'nun fosforile edilmesi agisindan P25, P35'den daha etkilidir. CDKS5 in
noronlarda ve hiicre hatlarinda asir1 ifadesi ve aktivatorleri Tau fosforilasyonunu uyarir.
Ayrica fare modellerinde CDKS ya da p25'in asir1 ifade edilmesi NFT'lerin olugsmasina
sebep olmaktadir (Cruz ve Ark., 2003).

CDKS inhibitérii roskovitinin birgok ndrolojik hastalik ve kanserlerde faz I ve

faz Il galismalar1 siirmektedir (Meijer ve Raymond 2003).

2.3. GSK-3p' NIN HUCRE OLUMU YOLLARINDAKI CiFT iSLEVLi ROLU

2.3.1.GSK-3B" NIN TANIMI:

Glikojen sintaz kinaz-3 (GSK-3), a ve B olmak iizere iki izoform olmak {izere
yaygin bir protein kinazdir. Glikojen biyosentezindeki ana rolii olan glikojen sentazin
fosforilasyonunu inaktive etmesine dayanarak Wnt ve diger sinyal yolaklar1 vasitasi ile
saysiz islevi diizenledigi belirlenmistir (Frame ve Cohen 2001). Bu iki isoform kinaz
domain i¢inde son derece korunmustur fakat C-ucunda farklilik gosterirler, alfa isformu
ilaveten glisin agisindan zengin N-uc¢ uzantist igerir (Doble ve Woodgett 2003).
Glikojen sentaz 3f farklilasma, biiyiime, ¢cogalma, haraket, hiicre devrinin ilerlemesi,

embriyonik gelisim, apoptoz ve insulin cevabi gibi gibi pek c¢ok hiicresel islevden
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sorumludur (Jacobs ve Ark., 2012). GSK-3B'nin farkli uyaranlara cevap olarak néronal
endotelyal hepatosit, fibroblast ve astrosid hiicre oliimlerinde 6nemli bir diizenleyici

oldugu kanitlanmistir (Pap ve Cooper 2002).

GSK-3f insanda 12 ekson ve farede 11 ekson igerir ATG baslangic kodonu
ekson 1 i¢inde ve TAG stop kodonu da terminal eksondadir. Gen fiiriinii 45 kDa
proteindir, insanda 433 amino asit igerir ve farelerde 420 baglant1 eksonunda bulunan 1.
ekson ve TAG durdurucu kodon ile ATG baslangi¢c kodonuna yerlesmis insanlardaki
12.eksonu farelerdeki 11 eksonu icermektedir. Gen iirlinii insanlarda 433 ve farelerde
420 amino asit icerir. Sekil 8'de GSK-3B'nin yapis1 goriilmektedir diger Ser/Thr
kinazlara benzerdir. N terminal 135 residii igerir ve 7-strand-f3 barrel motifi igerir.
Kiigiik baglayict domain N terminal domain merkezi a-heliks domainine baglar ve 139
-342 residiiden olusur. ATP baglayan yer N-terminal ve a-heliks domaininin ig

yuzeyindedir.
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Sekil 8: Glikojen sentaz kinaz 3'min (GSK-3B) yapisi. GSK-3B (¢ belirgin yapisal domain
iceren 433 protein residiisiinden olusan bir proteindir. N u¢ domain (Gamblin ve Ark.,)
ilk 134 residu igerir ve 7 strand-B barrel olusturur. N terminal domainden kisa bir
baglayici, 135 -151 residileri N terminal domainini a-heliks domainine baglar (Mora
calan kirmizi). a-heliks domaini 152 -342 residiiden olusmustur. N terminal ve a-heliks
domaini arasinda sikisms alan ATP baglayici alandir. C terminal domain 343-433 residu
icerir (Couchie ve Ark., ). Bu sekil GSK-3B' min serit semasidir. Ser-9'un fosforilasyonu
enzimi inaktive eder buna karsin Tyr -216 'min fosforilasyonunu aktive eder. P53 ile
uyumlu boélge ve temel domain bélgelerinin her ikisi de N-terminal domaininde yerlesim
gosterirler (Jacobs ve Ark., 2012).

a sarmal domainin ¢ekirdegi ile etkilesim kuran bir heliks dongiisii olusturur.78' den 92"
ye kadar ki artiklar N u¢ amino asitleri p53 ile birlesmesi i¢in gereklidir (Sekil 4). GSK-
3B'min aktivitesi Ser 9'daki fosforilasyon ile azaltilablir. Bir¢cok kinaz kinazlar
modifikasyonda aracilik yapabilir, 6rnegin p70S6 kinaz, p90RSK, PKC ve Akt gibi
(Cross ve Ark., 1995; Eldar-Finkelman ve Ark., 1995). Ser9'daki GSK-3j3
fosforilasyonunu azaltilmasina karsilik ZAK1 ile Tyr-216'daki GSK-33 fosrorilasyonu

veya Fyn enzim aktivitelerini artirir.
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Sekil 9: GSK-3p 'min diizenlenmesi. GSK-3p hiicre akibetini diizenleyen cesitli sinyal
yolaklarinda rol oynayan coklu fonksiyonu olan bir kinazdir. ZAK1 veya Fyn Tyr-216 y1
fosforile edebilir ve GSK-3pB’min aktivitesi artar. GSK-3p, B-katenin gibi downstream
hedeflerini fosforile edebilir ve ubikuitin-proteozom sisteminde yikilabilir.Diger taraftan
Akt ve PKC, GSK-3B' min enzimatik aktivitesini Ser9' u fosforile ederek azaltabilir. Bu
nedenle GSK-3B aktivitesinin inhibisyonu sitosolde B-katenin stabilizasyon ve birikmesine
neden olur ve gen ekspresyonunu diizenlemede islev gormek iizere nukleusa yonlendirir.
GSK-3B aym zamanda D1 siklini fosforile ederek hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi ile de
ilgilidir, bu da siklin D1 proteinin hizla proteolitik doniisiimiinii sonu¢landirir (Jacobs ve
Ark., 2012). GSK3p ifadesinin diizensiz olmasi diyabet, noronal bozukluk, Alzheimer
hastahgy, sizofreni, dopamin ile uyumlu davramslar, bipolar bozukluk, Parkinson ve
kanserin de icinde bulundugu bircok patolojiye yol agmaktadir (Jacobs ve Ark., 2012).

GSK-3B'n kanserle iliskisini ortaya koyan veriler tiimor baskilayic1 ve timor
tesvik edici roller ile desteklenmektedir, bu karsit aktiviteler en azindan kismen de olsa
hiicre tipine ve sinyal ortamma baglidir. Ornegin GSK-3B prostat kanserinde androjen

reseptorii tarafindan tesvik edilen hiicre biiyliimesini engelledigi gdsterilmistir, bu

27



durumda bir timoér baskilayici olarak etki gostermektedir (Paudel ve Ark., 1993).
Bunun aksine GSK-3p kolorektal kanserde ylksek dlzeyde ifade edilmektedir
(Shakoori ve Ark., 2007) ve pankreas kanserinde de hiicre sagkaliminda nuklear faktor
kB (NF-xB) araciligi ile etkili oldugu belirlenmistir (Pluquet ve Ark., 2005). Bu
durumda da timor promotoru olarak davranis sergilemektedir. Ayrica, kinaz hicre
sagkaliminda ikili rol oynamakta ve aktive etmekte ya da apoptozu engellemektedir,
dolayis1 ile GSK-3B'nin kanserle olan iliskisi karmasiktir (Sekil 9 ve Sekil 10)

[ |

WNT hedef genler WNT hedef genler

Sekil 10: WNT sinyal yolagi. B Katenin seviyelerinin diizenlenmesi ve Wnt sinyallerinde
onemli bir evredir. f Katenin GSK-38 ile fosforile edilir ve daha sonra da ubikuitin-
proteozom sisteminde yikilir. GSK-38' min inhibisyonu p kateninin sitozolde
stabilizasyonuna ve birikimine neden olur boylelikle nukleusa girer ve gen ifadesini
diizenler (Miller ve Moon 1996; Giles ve Ark., 2003).

Sl
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GSK-3p3 ayn1 zamanda hiicre devrinin diizenlenmesinde de etkindir ve bunu
siklin D1 in fosforile ederek yapar ve sonugta siklin D1 proteininin hizla proteolitik
yikimi meydana gelir (Diehl ve Ark., 1998; Frame ve Cohen 2001). Dogal tip GSK-
3'nin dogrudan overekspresyonunun farkli hiicre kiiltiirlerinde apoptozu uyardigi
bilinmektedir ve ayrica spesifik GSK-3f inhibitorleri apoptotik sinyal yolunu
engellemektedir (Pap ve Cooper 2002). GSK-3B'nin pro-apoptotik etkisi muhtemelen

transkripsiyon faktorleri ve gen ifadesinin diizenlenmesini sonuglandirmaktadir.

GSK-3p diizgiin gelisim i¢in gereklidir (Grimes ve Jope 2001) hayvanlar
aleminde yaygin bir sekilde ifade edilmektedir. GSK-3f proteini ilk oOnce iskelet
kasindan izole edilmistir, fakat daha sonra en ¢ok beyin dokusunda 6zellikle ndronlarda
ifade edildigi belirlenmistir. Beyin dokusunda yiliksek diizeyde ifade edilmesi
muhtemelen noéronal sinyallerde ¢ok dnemli bir rol oynamasi nedeni iledir. Noron
hiicrelerinde GSK-3f dendrit uzamasi1 ve yeni doganlarda sinaps olusumu i¢in

gereklidir.

2.3.2. GSK-3B'NIN APOPTOZU DUZENLEMESI

GSK-3B' nin DNA hasar1 (Watcharasit ve Ark., 2002) hipoksi (Loberg ve Ark.,
2002) endoplazmik retikulum stresi (Song ve Ark., 2002) ve Huntington hastalig1 ile
uyumlu poliglutamin zehirlenmesi gibi ¢ok ¢esitli (Carmichael ve Ark., 2002)

kosullarda apoptoza neden oldugu bilinmektedir.

Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda apoptoz primer hiicre kiiltiirlerinde (Cohen ve
Goedert 2004), HT-22 hiicrelerinde, PC12 hiicrelerinde (Culbert ve Ark., 2001) ve insan
SH-SYSY noéroblastoma hiicrelerinde (Bijur ve Ark., 2000) ya GSK-3p'iin etkinligini

zayiflatmakta ya da tamamen ortadan kaldirmaktadir.
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GSK-3B, CREB ve 1s1 soku faktorii 1 (Grimes ve Jope 2001) gibi pro-sagkalim

transkripsiyon faktorlerini tesvik ederek ve p53 gibi pro-apoptotik transkripsiyon

faktorlerini aktive ederek apoptozu tesvik etmektedir (Watcharasit ve Ark., 2002).

Tablo 1 de apoptozu kolaylastiran GSK-3B'nin bazi alternatif kosullar1 gosterilmektedir.

Tablo 3: GSK-3B'min apoptozu tesvik ettigi kosullar (Jacobs ve Ark., 2012).

SISTEM VEYA
UYARTI

MEKANIZMA

C Seramid-uyumlu hasar

AKT ve ERK yolaklarinin fosforilasyonu ile ve GSK-
3B nin defosforilasyonu ile inhibisyon

GSK-3p inhibitorlerinin apoptozu AKT ve GSK-33
y1 inhibe ederek engellemektedir.

LPS-aracili endotoksik sok

LPS apoptotik sinyal regiile eden kinaz -1 (ASK-1) i
ve stresin uyardig1 apoptozla uyumlu serin-treonin
kinazi stabilize etmektedir.

Immun sistem

Aktive olan T hiicrelerinin apoptozu diizenlemesi.

HIV-aracili néronal hasar

NF-kB inhibisyonu.

Norodejeneratif hastalikla
iligkili toksisite ve oksidatif
stres

GSK-3p nin artan aktivitesi ile uyumluluk gosteren
noronal ve oligodendrosit hasar1 ya da toksisite (prion
peptidi dahil)

GSK-3p nin negatif regiilatorleri artan sagkalim
faktorleri ile uyumluluk gosterir.

ER stres ER stresi GSK-33 nin defosforilasyonuna sebep
olabilir ve kaspaz-3 i aktive ederek stresin uyardigi
apoptoza yol acar.

Hipoksi/Ischemia Mitokondriyal 6liim yolunu aktive eder.

Cok sayida proteinin, timor baskilayict transkripsiyon faktorii p53 ile baglantili

olarak apoptozu diizenlemektedir (Kruse ve Gu 2009) bir¢ok arastirmada GSK-3f'nin

pro-apoptotik etkinligi kanitlanmistir. DNA hasarmni ardisik normal olarak kisa dmiirlii

olan p53 proteini

stabilize olur

ve fosforilasyon, asetilasyon, metilasyon,
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ubikuitinasyon, sumolasyon, glikosilasyon ve nedlasyon gibi post translasyonal
modifikasyon gecirir. Bu regule edici proteinlerden bir tanesi de GSK-3p'dir, nuklear
p53 ile kompleks olusturarak, p53'Un uyardigi apoptozu tesvik eder (Watcharasit ve
Ark., 2002). GSK-3p dogrudan p53'e baglanir ve p53'iin C terminal bolgesi bu baglanti
icin gereklidir (Watcharasit ve Ark., 2003). GSK-3f'nin dogrudan Ser-33'de p53'U
fosforile ettigi gosterilmistir (Pluquet ve Ark., 2005). GSK-3 ayni zamanda spesifik
genlerin p53 aracili transkripsiyonunu da tesvik eder ve hiicre ic¢i lokalizasyonu
duzenler. GSK-3B'nin p53'U dizenlemesine ek olarak, ayni zamanda GSK-33'de p53
tarafindan regiile edilir. GSK-3B'nin aktivitesi fosforilasyona bagimsiz bir mekanizma
ile, dogrudan p53 GSK-3B'ya baglanarak da artar. GSK-3f'nin nukleusdaki

konumlanmasi aktive olan p53'e baglanarak da diizenlenebilir (Eom ve Ark., 2007).

Dogrudan etkilesime ilave olarak, GSK-3B, p53 dizeyini p53 spesifik E3
ubikuitin ligaz MDM2'nin fosforilasyonu ile de diizenleyebilir (Kulikov ve Ark., 2012).
P53'Un MDM2 ile duzenlenmesi ¢ok yonlidir. Klasik modelde, p53'in Ser-15 (farede
Ser-18) ve Ser-20 (farede Ser-23) de N-terminal fosforilasyonu MDM2 ile birlesmeyi
engeller, boylece MDM2-aracili ubikuitinasyon engellenir ve p53'in proteozomal
yikimui ile sonuglanir (Kruse ve Gu 2009) (Sekil 11).
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Buyiimenin durdurulmasi _

DNA tamiri

Sekil 11: GSK-3 'nin apoptoz sinyallerindeki rolii. Yukardaki semada aktive olmus GSK-
3B 'minapoptoz diizenlemedeki roliinii gostermektedir. Aktif GSK-3B8, MDM2'nin p53’ii
diizenlemesini engellemektedir, bu da DNA onarimina ve biiyiimenin durmasina yol
acmaktadir, bazen de aktif kaspaz kaskatinin aktivasyonu yolu ile Bax aracili apoptozu
tesvik eder. Aktif GSK-3f aymi zamanda IKK, IxB ve p65 aktive ederek NFkB' yi poziitif
olarak regile eder, bdylece TNF-aracili apoptozun engellenmesi ortaya ¢ikar. Bu etkiler
TNF sinyal kaskat1 yolu ile apotozun baslamasim engeller (Jacobs ve Ark., 2012).

Stabilize olan p53 daha sonra karmagik bir ag sistemine girerek DNA'ya
baglanmasin1 ve p53 hedef genlerinin transkripsiyonel aktivasyonunu uyarir, bunu
kismen ko-aktivatorler ve ko-represorlerle yapar. Bu sagkalim, biiylimenin durmasi,
DNA onarimi ya da apoptoz gibi spesifik hiicresel cevabi belirler (Kruse ve Gu 2009)
Hipokampal néronlarda GSK-3f inhibisyonu radyasyonun uyardigi apoptoza karsi
koruyucu niteliktedir. GSK-3p inhibisyonundan benzer bir korunma da primer
noronlarda goriilmistiir. Bu hiicrelerde radyasyonun uyardigi apoptozdan korunma
mekanizmasi hiicre i¢i konumlanma ve GSK-38, p53 ve MDM2 iligkisidir. GSK-
3P inhibisyonu MDM2 diizeyini artirarak radyasyonun uyardigi p53 birkimini bloke

eder ve sonucta radyasyona bagimli apoptoz azalir (Thotala ve Ark., 2012). Buna ilave
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olarak radyasyonun uyardigi p53 fosforilasyonu, birikimi ve nukleusa tasinmasini
engellemek i¢in GSK-3f inhibisyonu meydana gelir ve MDM2 birikimine neden olur
ve GSK-3p3, 153 ve MDM2 sitoplazmada kalir ve orada p53 bu durumda hedef genlere
etki edemez (Thotala ve Ark., 2012).

Daha once belirtildigi gibi, apoptotik cevabin diizenlenmesinde memeli hiicreleri
Bcl-2 ailesinden coklu pro-sagkalim proteinlerini (Bcl-2, Bcl-x, Mcl-1, bcl-w ve Al)
gorevlendirir, bunlar Bax ve Bak 'in pro-apoptotik fonkiyonuna zit davranir
(Watcharasit ve Ark., 2002). Bax ve Bak mitokondri dis membranda yer alir ve sitosole
Sitokrom C'lerin serbestlenmesini saglayarak Olim sinyallerini tetikler (Youle ve
Strasser 2008). Apoptoz, hucreleri par¢alamak icin bi grup etkin kaspaza gerek duyar.
Sitokrom C kaspaz-9°u, o da kaspaz- 3'U aktive eder (Li ve Ark., 1997). Kaspaz-3'in
aktivasyonu DNA onarim enzimi poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP)' in kirilmasinda
rol oynayan esas evredir, sonucta genomik DNA fragmentasyonu meydana gelir. Bax
protein dizeyleri ve kaspaz-3 kirilmasi (aktivasyonu) radyasyon nedeni ile artar ve
GSK-3B inhibitorleri tarafindan yok edilir. GSK-3f'nin ayn1 zamanda mitokondriyal
apoptotik sinyal ile uyumlu oldugu da saptanmistir. GSK-3B'nmn inhibisyonu
mitkondriden serbestlenen ve kaspaz-3 (i aktive eden ve apoptozu baslatan Sitokrom C
tarafindan engellenir. Fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3-kinaz) ve downstream efektorleri,
protein serin-treonin kinaz Akt GSK-3B'nin negatif regulatoriidiir, kaspaz kaskatinin
aktivasyonunun bloke ederek apoptozun engellenmesinde 6nemli rol oynar (Datta ve
Ark., 1999).
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2.4. SINIR HUCRE MODELINDE GSK-38 TEMELLI TAUPATILERIN
OLUSUMU VE TEDAVISINDE TEMEL MOLEKULER MEKANIZMALAR

2.4.1. HUCRE DONGUSU

Hiicre boliinmesi, DNA replikasyonu ve replike olmus kromozomlarin iki ayri
hiicreye ayrilmasi ile birbirini izleyen iki siirecten olusmaktadir. Aslinda hiicre
bolunmesi mitoz ve nuklear bolunme sureci ve interfaz evresi —iki mitoz fazi arasindaki
ara faz, olarak iki asamaya boliinmektedir. Mitoz evresi profaz, metafaz, anafaz ve
telofaz asamalarini igerirken; interfaz evresi de G1, S, ve G2 fazlarindan olusmaktadir
(Sekil 12). DNA replikasyonu interfazin S fazinda ger¢eklesmektedir. G1 araliginda, S
faz1 6ncesi hiicrede DNA sentezi i¢in gerekli degisiklikler meydana gelir ve takibinde
hiicreyi mitoza hazirlayan G2 araligina girilir. G1, S, G2 ve M fazlar1 standart hiicre
dongiisii asamalarin1 olusturmaktadir. G1 aralifindaki hiicreler antimitojenik sinyaller
ya da dogru mitojenik sinyallerin yoklugunda, DNA replikasyonundan 6nce biiylime ve
proliferasyonun durdugu dinlenme evresi GO’a girebilmektedir (Vermeulen ve Ark.,
2003).

34



Hucre BlyUmesi

DNA
Sentezi

y
49

@@

G, Evresi

INTERFAZ

S Evresi

G, Evresi

BUyUme ve Mitoza Hazirhk

Sekil 12: Huicre siklusu.

2.4.2. SIKLINE BAGIMLI KiNAZLAR (CDK'LAR)

Hiicre devrinin ortalama olarak uzunlugu 16 saattir (15 saat interfaz ve 1 saat
mitoz), fakat bu hiicre tipine bagimlilik gosterir. Interfazda olan hiicreler mikroskopta
mitozda olan hiicrelerden ayirt edilebilir ¢linkii interfazda kromozomlar izlenemez ve

sadece mitoz sirasinda kondansasyon nedeni ile gortilebilir (Sekil 12).

G1 den baslayarak hiicre devri saat yoniinde gider. Hiicrelerin ¢ogu olgun
evrededir, hucre bolinme evresinde degildirler. Uyku halindedir ve GO adi verilen
inaktif periyota girerler, bu evre hiicre devri disinda bir evredir. Mitojenler ya da
biiylime faktorleri, bir sekilde GO da bulunan hiicreleri indiikler ve hiicreler tekrar hiicre
devrine girerler ve G1 restriksiyon noktasi denilen kontrol noktasin1 gegerler.

Restriksiyon noktasin1 gegmeden Once hiicre boliinmesi mitojenlere bagimlidir, sonra
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ise hiicreler geri donilisken olmayan bir sekilde biiylime faktorlerine gerek olmaksizin
hicre devrinde ilerler. Hicrelerin, hiicre devrinin farkli fazlarindan gegisi siklinler adi
verilen protein seti tarafindan koordine ve regiile edilir. Siklinler, sikline bagimli
kinazlarla (CDK'lar) beraber islev yaparlar. Siklin olarak isimlendirmenin nedeni hiicre
devri sirasinda devresel bir sekilde konsantrasyonlarinda degisim olmasidir. Siklin
proteininin konsantrasyonu genindeki transkripsiyona bagimlidir. Siklinlerle CDK'larin
eslesmesi son derece spesifiktir. Siklinler, kendi CDK'larinin regiile edici alt
uniteleridir. Siklinin, kendi CDK partnerine baglanmasina bagli olarak, siklin CDK'nin
katalitik alt tinitesinde konformasyonal degisikligi indiikler ve aktif yer ortaya c¢ikar.
Hiicre devri sirasinda CDK'larin konsantrasyonlarinda ise degisim olmaz (Pecorino,

2012).

Hicre devrinin spesifik noktalarinda farkli siklin-Cdk kompleksleri mevcuttur
ve bunlar geri doniisken olmayan faz gecislerinde onemli regiilatorlerdir. Bir 6nceki
boliimde siklin D nin EGF sinyal yolundaki son hedeflerden birisi oldugu goriildii. Bu
biiyiime faktorleri arasinda ©onemli bir baglantidir ve bunlarin gercekte hiicre
cogalmasini ne sekilde stimiile ettigini gostermektedir. Siklin D ilk sentezlenen siklindir
ve CDK 4/6 ile birlikte G1 evresine gegisi saglar. Daha sonra da goriilecegi gibi siklin
D siklin E geninin ekspresyonunun regiilasyonunda rol oynar ve siklin E nin trinii G1
den S fazina geciste 6nemlidir. Siklin A -CDK 2 S faz1 i¢in 6nemlidir. Siklin A,B-Cdk 1
G2 ve G2 den M fazina geg¢isi yonlendirir.

Hiicre devri kontrol noktalar1 bir seri biyokimayasal yoldur ve hiicrenin DNA
hasarin1 hissetmesini ve ona cevap vermesini saglar ve genomun biitiinligi i¢in
onemlidir. G1 kontrol noktast DNA hasarina cevap olarak hiicrenin G1 noktasinda
tutulu kalmasini saglar, boylece S fazinda DNA hasarinin replike olmamasindan emin
olunur. G2 kontrol noktasit hasara ugramis ve/veya replike olmamis DNA ya cevap

olarak hiicrenin tutulu kalmasimni saglar, bdylece S fazinin dogru bir sekilde
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tamamlandigindan emin olunur. M kontrol noktasi ise mitotik ig ipligi iizerinde
kromozomlarin dogru konumlanip konumlanmadigini kontrol eder ve buna bagli olarak
hiicreyi tutulu kilar. Kontrol noktalarimin komponentleri DNA hasar1 sensorii, sinyal
iletici ya da efektori olarak aktivite gosteren proteinlerdir. Kontrol noktalarmndaki

kesintiler (hatalar) karsinogeneze sebep olan mutasyonlari ortaya koyar.

Siklin-CDK kompleksleri hedef proteinleri fosforile ederek etkilerini gosterirler.
Daha o6nce de deginildigi gibi fosforilasyon proteinlerin aktivitelerini regule etmede en
onemli mekanizmadir. Hedefler, transkripsiyonel regiilatorler, hiicre iskeleti proteinleri,
nuklear por ve zarf proteinler ve histonlar1 icine alan ¢ok cesitli proteinleri igerir.
Spesifik ornekleri kondensinler, nuklear laminler, golgi aparatinin GM130 wu,
retinoblastoma proteini (RB ya da pRB), ve transkripsiyon faktorleri E2F ve Smad 3
teskil eder. Sonug¢ olarak hiicre devrinin asal olaylar1 kromozomal kondensasyon,
nuklear yikim, golgi aparatinin fragmentasyonu, regiile olan gen ekspresyonu ve mitotik
ig ipligi olusumu kolaylasir. Defosforilasyon hiicrenin yeni bir devre girmesi icin

Onemli bir mekanizmadir.

2.4.3. CDK'NIN REGULASYONU

Olgun bireylerde bir saniyede 25 milyon hiicre boliiniir. Saymin bu kadar biiyiik
olmasit ayn1 zamanda son derece duzenli bir reglilasyonun var oldugunu ortaya koyar.
CDK'ar, serin/treonin kinazlardir sirasal bir sekilde hiicre devri olaylarinin,
fosforilasyon vasitasi ile diizenli bir sekilde ilerlemesini miimkiin kilar. Bu nedenle

CDK aktivitesinin regllasyonu, diizenli bir hiicre ¢ogalmasi i¢in 6nemlidir.
CDK regilasyonunda dort mekanizma vardir: siklinlerle iliski, CDK

inhibitorleri ile iliski CDKI aktive etmek icin fosfat gruplarinin ilavesi ve CDK

aktivitesinin inhibisyonu i¢in fosfat gruplarinin ilavesi. Diizenli bir regilasyon igin
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hlcre devrine hangi faktorlerin meydana geldigi ve sonra da ortadan kalktigi 6nemlidir.
Bu bir protein yikim olayidir ayn1 zamanda hiicre devrinin kontroliinde énemli rol oynar

(Reed, 2003). CDK regiilasyon mekanizmasi asagida tartisilmaktadir.

2.4.4. SIKLINLERLE iLiSKIi

Siklinlerin partner CDK'ya baglanmast CDK'da 6nemli konformasyonal
degisime sebep olur ve boylelikle protein substrata baglanir ve ATP nin dogru
pozisyonu olusur. Inaktif CDK molekilii ise proteinin substrata baglanmasimi dnleyici
konformasyona sahiptir. Baz1 siklinler CDK'larin spesifik substratlara afinitesini artirir.
Daha once de belirtildigi gibi, siklin protein miktari hiicre devri sirasinda degisir.
Protein duzeyleri, siklin genlerinin transkripsiyonel regiilasyonu ve protein yikimi
tarafindan modiile edilir. Bilindigi gibi, biiyime faktorii EGF'nin sinyal yolu aktivitesi
sonucunda Siklin D geninin transkripsiyonel aktivitesi meydana gelir ve bdylece
restriksiyon noktasindan gecise izin verilir. Siklin proteinlerinin yikimi  bir
proteazlardan olusan bir kompleks olan proteozom tarafindan meydana getirilir. Kii¢iik
polipeptid ubikuitinin, siklindeki lisin amino asidine kovalent ilavesi ile proteozom
tarafindan protein yikim meydana gelir. Ubikuitinin, hedef proteine transferini katalize
eden enzime ubikuitin-protein ligaz adi verilir. Siklinlerin ubikuitin araciligi ile
proteolizi CDK'larin konstitutiv aktivitesini 6nler. Ubikuitinasyon ayni zamanda kok

hiicre olusumunda ve anjiyogenezde de dnemlidir.
2.4.5.ROSKOVITIN

ROSC 2-(R)-(1-Ethyl-2-hydroxyethylamino)-6-benzylamino-9-isopropylpurine
(Seliciclib ya da CYC202) sikline bagiml kinaz (CDK) inhibit6rii ailesine mensup bir

ilag adayidir, CDK2, CDK ve CDK9’un da iginde bulundugu bir ¢ok enzimi inhibe

etmektedir (Sekil 12). Boylece uygulanan hiicrelerin, hiicre devri fazini ve durumunu
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degistirmektedir. ROSC kiciik hiicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC), Cushing
hastaligi, 16semi, HIV enfeksiyonu, Herpes simplex enfeksiyonu, sistik fibrosis ve

kronik enflamasyon hastaliklarindan basari ile kullanilmaktadir.

Verilere gore ROSC hucreleri G1 ve G2/M fazinda durdurmaktadir, ancak
ROSC'in apoptozla hiicrelerde morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler, DNA
fragmentasyonu, hiicre hacminda azalma, mitokondrilerin deepolarizasyonu, kaspaz
aktivasyonu, kromatin kondensasyonu, nukleer fragmentasyon ve Sitokrom C
serbestlenmesi gibi etkileri pek ¢ok arastirmada ortaya konmustur. ROSC kinaz
proteinlerinin katalitik alt birimlerindeki ATP baglanma bdlgelerine baglanarak
CDK'ar1 inhibe etmektedir, diger CDK inhibitdrlerine kiyasla CDK 1 ve CDK 2' ye
daha spesifiktir.

Sekil 13: Roskovitin'in kimyasal yapis1 (Dole¢kova ve Ark., 2013).

Birgok farkli kanser hiicre hatlarinda ROSC'in apoptoza neden oldugu
belirlenmistir. MDA-MB-231 meme kanseri hicrelerinde ROSC zamana bagl olarak
kromozom kondansasyonu aracilig1 ile apoptoza neden oldugu gosterilmistir. Bir bagka
MCF-7 meme kanseri hucrelerinde de ROSC'in apoptoza sebep oldugu bulunmustur
(Wojciechowski 2003).
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2.6, AMAC

Bu ¢alismanin amaci, CDK inhibitérii ROSC'in GSK-33 temelli taupatilerdeki
etkisinin insan hicre modelinde irdelenmesidir. Bu hedefe yonelik olarak ROSC'in
noroblastoma hiicre hatti SK-N-AS deki terapotik etkisi 6nce hiicre sag kalimi ve
apoptotik parametrelerle detayli olarak belirlendi. Daha sonra taupati agisindan
ROSC'in roliinii anlayabilmeye yonelik olarak Alzheimer biyobelirtegleri arastirildi. Bu
arastirmada elde edilen verilere dayanarak en son asamada ROSC'in GSK-3f sinyal
yolagi ve GSK-3f substrat1 B-kateninle olan etkilesimi ve ayrica ROS olusumu ile olan

iligkileri ortaya konmaya calisildi.

40



3. MALZEME VE YONTEM

3.1. KULLANILAN MALZEMELER

3.1.1. KULLANILAN CIHAZLAR

Kullanilan cihazlar Ekler boliimiinde Tablo 1’de sunulmustur.

3.1.2. HUCRE KULTURU DONANIMLARI

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan donanimlar Ekler boliimiinde Tablo 2’ de sunulmustur.

3.1.3. KULLANILAN KIMYASALLAR

Kullanilan kimyasal maddeler Ekler boliimiinde Tablo 3’de sunulmustur.

3.1.4. KULLANILAN MOLEKULER BiYOLOJI KiTLERi

Kullanilan molekiiler biyoloji kitleri Tablo 4’te sunulmustur

3.1.5. KULLANILAN TAMPONLAR, COZELTILER VE iCERIKLERI

DMEM Besiyeri:
DMEM s1v1 besiyeri

% 10 s1gir fetiisii serumu
% 1 (10 U/ml) penisilin/streptomisin

% 0,1 mM asal olmayan amino asit
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Bradford ¢ozeltisi

Coomassie blue belirteci 25 mg
Etanol (%95) 12,5 ml
Asetik asit (%85) 25 ml
Saf su 212,5ml

Yikleme Jel Tamponu: 0.5 M Tris-HCI, pH 6.8
Ayirma Jel Tamponu: 1.5 M Tris-HCI, pH 8.8

% 10 (w/v) APS (amonyum persiilfat) 10 ml

1 gr APS 10 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriilerek hazirlanir. -20°C’de saklanur.

%41k yiikkleme jeli (20 ml icin)

2.6 ml Akrilamid:bis-akrilamid ¢ozeltisi

5 ml Yikleme jel tamponu
0.2 ml % 10 (w/v) SDS
100 pul % 10 (w/v) APS
20 ul TEMED

12.2 ml saf su

%12’lik ayirma jeli (50 ml)

20 ml Akrilamid:bis-akrilamid ¢ozeltisi

12.5 ml Ayirma jel tamponu

0.5 ml % 10 (w/v) SDS (sodyum dodesil stlfat)
500 ul % 10 (w/v) APS (amonyum persulfat)
25 ul TEMED (Tetrametletilendiamin)

17 ml saf su
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TBS (Tris tamponlu tuz cozeltisi) (10X) (1 litre):

24,2 gr Tris bazi
80 gr NaCl
pH 7,6

1X TBS-Tween (1 litre):
100 ml TBS 10X
500 pl Tween 20

10X SDS-PAGE (SDS- Poliakrilamid Jel Elektroforezi) yiriitme tamponu (500 ml)
15.2 gr Tris bazi

72 gr glisin
5gr SDS

Transfer tamponu (1 litre):

3 gr Tris bazi
14,4 gr Glisin
200 ml Metanol

Kemiluminisans Tamponu:

A cozeltisi B cozeltisi

9 mlsaf su 9 ml saf su

Iml 1M tris-HCI, pH 8,5 Iml 1M tris-HCI, pH 8,5
45 pl kumarik asit 6,2 ml H20:

100 pl luminol

Hazirlandiktan sonra karanlikta saklanmaktadir.
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3.2. HUCRE KULTURU, HUCRE CANLILIGI VE SAGKALIM TAYIiNi

3.2.1. HUCRELERIN YETISTIRILMESI

Tez kapsaminda kullanilan néroblastoma hiicre hattt SK-N-AS, American Type
Tissue Culture Collection’ dan temin edilmistir. Bu hiicre hattinda insulin benzer
blyime hormonu (IGF-1) ifadesi ger¢eklesmektedir. Kafkas bir ¢ocugun kemik iligi
metastazindan izole edilmis ve yayilimci kanser hiicrelerini temsil etmektedir. Hiicreler
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) besiyerinde % 10 sigir fetusu serumu, 10
U/ml penisilin/streptomisin antibiyotik katkist ve 0,1 mM asal olmayan amino asit ile
% 5 COz igeren 37°C’de inkiibatorde biiytitilmiistiir.

3.2.2. HUCRELERIN KALDIRILMASI, SAYIMI VE PASAJLANMASI

Petri kabindaki hiicre sayisinin artmasi sebebiyle hiicre pasajlama islemi yapilir.
Petri kabinda bulunan besin ortami uzaklastirilir. 2 ml fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi PBS
ile yikama islemi gerceklestirilmistir. 25cm? flaska 1 ml tripsin-EDTA eklenmis ve CO2
iceren etiivde 5 dk inkiibe edilmistir. 5 dakika sonrasinda tripsin -EDTA'nin etkinliginin
durdurmak icin tripsin-EDTA miktar1 ile esit miktarda DMEM besi ortamina eklenerek
hiicreler falkona aktarilmistir. 2000 rpm'de 4 dakika santifiij islemi gergeklestirilmistir
ve siipernatant uzaklastirilmisir. Hiicrelerin {izerine 1 ml DMEM besi ortami eklenerek
pipetaj yapilmis ve hiicreler homojenize hala getirilmistir. Hiicre siispansiyonunda 10 pl
alinmig, Neubauer hemositometresi kullanilarak hiicre sayimi gergeklestirilmistir. Bir
mililitredeki hiicre sayisinin 6grenilebilmesi igin 10% ile carpilir. 1x10° hiicre, 25cm?'lik

petri kabina eklenerek pasajlama islemi yapilmistir.

3.2.3. HUCRE CANLILIGI TAYINi

1x10* hiicre/kuyu 96 kuyucuklu petri kaplarmda ekilip gece boyunca
yapismalar1 beklendikten sonra, hiicrelere 0-50 pM ROSC 0-24 saat boyunca farkli
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zaman araliklarinda uygulanmistir. MTT tetrazolium tuzu ile 4 saat bekletilen
orneklerde olusan kesilmis formazan bilesikler canli hiicrelerin yiizeyinde birikir. Bu
bilesiklerin verdigi renk 570 nm dalga boyundaki spektrofotometrik okumaya tabi
tutulmus ve ila¢ uygulanmamis kontrol orneklere oranlama yapilarak bagil ROSC'in

sitotoksik diizeyi belirlenmistir.

3.2.4. HUCRE SAGKALIM TAYIiNi

Hiicre sagkalim tayini igin hiicreler tripsin-EDTA ile kaldirilip, Neubauer
hemositometrede sayildiktan sonra 1x10° hiicre 6 kuyulu petrilere ekilmis ve gece boyu
hiicrelerin petri kaplarina yapismalar1 beklenmistir. 0-24-48-72 ve 96 saatlik zaman
dilimlerinde 1 ve 10 pM ROSC uygulanmis ve bu siireler sonunda hiicreler yeniden
tripsin-EDTA  ile kaldirllarak  santrifiij ile  ¢oktlrilmiislerdir.  Stipernatant
uzaklastirildiktan sonra hiicrelerin tizerine 1:1 oraninda %0,4’liik tripan mavisi
eklendikten sonra, 10 pl hiicre siispansiyonundan alinarak hemositometrede
sayllmislardir. Olii olan hiicreler tripan mavisini absorbe ederken, canli olanlar seffaf
sekilde goriilmiislerdir. Bu sekilde ROSC uygulamasi sonucu sag kalan hiicrelerin sayisi

belirlenmistir.

3.2.5. SOFT AGAR ILE KOLONI OLUSUM TAYINI

Yumusak agar tabakalarin hazirlanmasi: Alt agar i¢cin 500 pl 9%0,5°lik agaroz ile
500 pl %20 FBS igeren medya karistirilip 6 kuyucuklu petride her kuyuda 1 ml olacak
sekilde dokiilmiistiir. Agar donana kadar laminer flow igerisinde bekletilmistir.
+37°C’de olan %0,3’liik agaroz %20 FBS i¢eren medya ile karistirilip tistiine %10 FBS
medya 2500 hiicre karisgimi ve sirasiyla 1 ve 10 pM  ROSC ilave edilip pipetaj
yapilmistir. Hazirlanan soliisyon Petriye dokiiliip ve homojen yayilmalar: i¢in yavasca
calkalanmistir. Daha sonra +37 °C ‘de % 5 CO?2 igeren etiivde 8 giin bekletilip floresan
atacmanli 151k mikroskobunda beyaz 1sikta 10x10, 20x10 ve 40x10 da goriintiileri

belirlenmistir.
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3.2.6. KOLONI OLUSUM TAYINI

Koloni olusum tayini ig¢in hiicreler tripsin-EDTA ile kaldirilip, Neubauer
hemositometrede sayildiktan sonra 7500 hiicre 6 kuyulu petrinin iist kisimda bulunan 3
kuyuya ekimi yapilmistir. 5000 hiicre 6 kuyulu petrinin alt kisminda bulunan 3 kuyuya
ekilmis ve gece boyu hiicrelerin petri kabina yapismalar1 beklenmistir. 24 saatlik zaman
diliminde 0, 1 ve 10 uM ROSC uygulanmis ve siire sonunda hiicreler ChemiDoc

cihazinda goriintiilenmistir.

3.2.7. HUCRELERIN DONDURULMASI VE COZDURULMESI

Erken pasaj sayilar1 olan hiicreler yedeklenmek amaciyla asamali olarak dnce bir gece -
80 °C buzdolabinda, daha sonra uzun siire saklamak igin -196 °C sivi1 azot tankina
alimmiglardir. Bu islem igin hucreler tripsin-EDTA ile muamele edilerek kaldirildiktan
sonra, 2000 rpm’de santrifiij edildikten sonra sayilmis ve yaklasik 1x10° hiicre kriyovial
tiiplerde dondurulmustur. Dondurma islemi i¢in % 10’luk DMSO (Dimetilsulfoksit)
kullanilmastir.

Gerekli goruldiigiinde hiicreler sivi azottan ¢ikartildiktan sonra, hizli bir sekilde
¢ozdiiriilmiis ve 6nceden 1sitilarak 37 °C’ye getirilmis besiyerinde 45 cm?’lik petri
kaplarina alinmiglardir. Hiicreler petri kabina yapistiktan sonra tripsin-EDTA ile

kaldirilarak santrifiijleme islemine tabi tutulmus ve DMSO uzaklastirilmistir.

3.3. MiKROSKOBIK YONTEMLER

3.3.1. ISIK MIKROSKOBU

1x10* hiicre 12 kuyulu petri kaplarma ekildikten sonra yapismalar1 igin bir gece
bekletilmistir. Daha sonra 24 saat streyle 1 ve 10 uM ROSC uygulanmistir. ROSC

uygulanan ve uygulanmayan kontrol grubu hticrelerin morfolojik goriinttleri fluoresan
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atagmanli mikroskop ile beyaz 1sikta oncelikle 10x10 daha sonra 40x10 biiyiitmede

belirlenmistir.

3.3.2. FLUORESAN MiKROSKOBU

3.3.2.1.Propidyum Lyodiir (P1) Boyama

1x10*SK-N-AS hiicresi 12 kuyulu petri kaplarina ekilip bir gece yapismalari
beklendikten sonra, 24 saat boyunca 1 ve 10 uM ROSC uygulanmistir. inkiibasyon
stiresini takiben ilagli besiyeri mikropipet yardimiyla cekilip atildiktan sonra, hiicreler
5mg/ml propidyum iyodir (PI) iceren DMEM besiyeri ile 30 dakika boyunca
bekletilmislerdir. Bu siire sonunda kuyulardan PI iceren medyum uzaklastirilip hiicreler
PBS ile yikandiktan sonra, 500 ul PBS eklenerek fluoresan atagmanli mikroskop ile
incelenmistir (Eksitasyon:536 nm, Emisyon: 617nm). Olii hiicreler kirmizi renkte

gozlemlenmistir.

3.3.2.2. 3,3 Diheksiloksakarbosiyanin Lyodiir (DiOC6) Boyama

1x10* sayida SK-N-AS hiicresi 12 kuyulu petri kabina ekildikten sonra, 24 saat
stre ile 1 ve 10 uM ROSC uygulamasi sonunda, ROSC'li DMEM besiyeri uzaklasrilip
4nm DiOCS6 iceren besiyeri eklenmistir. 15 dakika boyunca DiOC6 ile muamele sonucu
hiicreler boyay1 igeren besiyerinden mikropipet yardimi ile uzaklastirildiktan sonra bir
kez PBS ile yikanmis ve kuyulara 500 pl PBS ilave edilmistir. 488 nm eksitasyon ve
525 nm emisyon dalga boylarinda fluoresan atagmanli mikroskop ile incelenmis ve

saglikli mitokondri membranina sahip hiicreler yesil olarak gozlemlenmistir.

3.3.2.3. 4 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) Boyama

SK-N-AS hicrelerinde ROSC'in neden oldugu DNA kondensasyonunu
gbzlemlemek i¢in DAPI boyama gergeklestirilmistir. 1x10* sayida SK-N-ASh(icresi 12
kuyulu petri kabina ekilip bir gece petri kabina yapigmalari beklendikten sonra, 1 ve 10
MM ROSC 24 saat siire ile uygulanmistir. 24 saat sonunda ROSC igeren besiyeri
uzaklastirilip yerine 5 mg/ml DAPI igeren besiyeri eklenmis ve 10 dakika boyunca 37
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°C’de % 5 COgz igeren etlivde bekletilmistir. Bu siire sonunda DAPI igeren medyum
cekilip hiicreler PBS ile yitkanmis ve her kuyuya 500 pul PBS eklenmesinin ardindan
DNA kondensasyonu fluoresan atagmanli mikroskop ile 350 nm eksitasyon ve 470 nm

emisyon dalga boylarinda incelenmistir.

3.3.2.4. 2", 7"-diklorfloresein-diasetat (DCFH-DA) Boyama

DCFH-DA, ROSC uygulanan hiicrelerde olusan ROS iiretimini goriintiilemek
icin kullanilmistir. DCFH-DA, normalde fluoresan 0zellikte olmayan fakat hiicre icine
difize olduktan sonra, hicrede bulunan reaktif oksijenlerle okside olarak DCF
molekiline déniiserek floresan 1s1ma veren bir molekiildiir. 1x10% sayida SK-N-AS
hiicresine 12 kuyulu petri kabina ekildikten sonra, 10 pM ROSC 24 saat suresince
uygulanmistir. Son konsantrasyon 1 pM olacak sekilde 37 °C’de % 5 CO2 igeren
etivde 5 dakika bekletilen hicreler inkiibasyon siiresi sonrasi PBS ile iki kez
yikanmiglardir. Daha sonra tizerlerine 500 ml fosfat tamponu eklendikten sonra, DCFH-
DA’in okside formu diklorfloreseinin fluoresan mikroskobunda emisyon 480 nm ve

eksitasyon 500 nm dalga boylarinda incelenmistir.

3.4. FLUOROMETRIK YONTEM

SK-N-AS hiicreleri 1x10* sayida olacak sekilde 12 kuyulu petri kablarina
ekildikten sonra, 24 saat boyunca 37°C’de % 5 CO: igeren etivde 1 uM ve 10 pM
ROSC ile inkiibe edilmislerdir. ROS miktarinin belirlenebilmesi igin 24 saat sonunda
ROSC uzaklagtirilmis ve hiicreler bir kez 1X PBS ile yitkanmistir. 1 pM DCFH-DA
uygulanarak, 37°C’de % 5 CO; igeren etiivde 5 dakika bekletilmislerdir. Inkiibasyon
stiresi sonrast 1X PBS ile bir kez yikanan hiicrelere, 500 pl tripsin-EDTA eklenerek
CO:z igeren etiivde 2 dakika bekletilmislerdir. Hiicreler daha sonra 1,5 ml’lik santrifiij
tiplerine alinmig, 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriilmiislerdir. Bu
islemden sonra, hiicrelerin tizerine 200 ul PBS eklenmis ve hiicreler pipetaj yapilarak

homojen hale getirilmistir. 96 kuyulu optikal petri kaplarina 50’ser ul olacak sekilde 4
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ayr1 tekrar seklinde bollinen drnekler emisyon 480'nm ve eksitasyon 500'nm dalga

boylarinda incelenmistir.

3.5. IMMUNOBLOTLAMA

3.5.1. TOTAL PROTEIN iZOLASYONU

SK-N-AS néroblastoma hiicreleri 1x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 60 mm ¢apli
petrilere ekilmis ve uygun miktarda besi ortami (DMEM besiyerinde % 10 sigir fetiisii
serumu, 10 U/ml penisilin/streptomisin ve % 0,1 mM asal olmayan amino asit)
eklenmistir. Bir gece petri kabina yapismalar1 beklendikten sonra hiicrelere 24 saat siire
boyunca 1 ve 10 uM ROSC uygulanmistir. ROSC uygulamasindan sonra besiyeri
atilmis, hiicreler soguk 1X PBS ile bir kez yikanmis ve tekrar 1X PBS eklenmistir. Bu
asamada kaziyict yardimi ile hiicreler kaldirilmis ve 1,5 ml’lik santrifiij tiiplerine
alinmislardir. Tiipler 1 dakika 13200 rpm’ de santrifiij edildikten sonra, siipernatant
atilmigtir. Cokeltinin {izerine hiicre protein 6ziitleme tamponu, %10 proteaz inhibitori
ilavesi ile eklenmistir. Oda sicakliginda 15 dakika kalan drnekler daha sonra +4°C’de
20 dakika boyunca 13200 rpm’de santrifiij edilmistir. Siipernatantlar total protein tayini
icin -80°C’de saklanmuistir.

3.5.2. SITOPLAZMIiK VE NUKLEAR PROTEIN iZOLASYONU

Sitoplazmik ve nuklear protein izolasyonu igin ProteoJET sitoplazmik ve
niiklear protein izolasyon kiti kullanilmistir. SK-N-AS néroblastoma hiicreleri 5x10°
hucre/kuyu olacak sekilde 45'mm ¢apli petrilere ekilmis ve uygun miktarda besi ortami
eklenmistir. Hiicreler yapistiktan sonra 24 saat boyunca 1 ve 10 pM ROSC
uygulanmustir. Ila¢ uygulanmasindan sonra, hiicreler 1X PBS ile yikanmis ve 1X PBS
icinde kazinarak kaldirilmis ve mikrofiij tliplerinde toplanmistir. 5000 rpm’de santrifiij
edildikten sonra hiicre pelletine 200 pl hiicre lizis tamponu (proteaz inhibitori ve 0,1M

DTT igermektedir) eklenmistir. Ornekler daha sonra karistirtlip, 10 dakika buzda
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tutulmustur. +4°C’ de 500 rpm’de 7 dakika santrifiij isleminden sonra siipernatant ayr1
bir mikrofiij tiipline alinmistir (slipernatant sitoplazmik protein icermektedir).
Cokeltinin Gzerine 500 pl nukleus yikama tamponu proteaz inhibitéri ve 0,1M DTT
(dikloro difenol trikloroethan) icermektedir eklendikten sonra, 6rnekler karistirilip 2
dakika buzda bekletilmistir. +4°C’de 500 rpm’de 7 dakika santrifiij yapilmistir.
Stipernatant atilmistir. Elde edilen ¢okeltinin tizerine 150 pl nukleus saklama tamponu
(proteaz inhibitori ve 0,1M DTT icermektedir) ve 1/10 hacim kadar nukleus lizis
tamponu eklenmistir. Ornekler tekrar karistirilarak 15 dakika buzda bekletilmistir. Daha
sonra +4°C’ de 13200 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatant baska bir
mikrofiij tiipiine almmustir (niikleer protein igermektedir). Izole edilen proteinler

-80°C’ de saklanmustir.

3.5.3. BRADFORD PROTEIN MIiKTAR TAYIiNi

Izole edilen proteinlerin miktar1 Bradford yontemiyle belirlenmektedir. 96
kuyucuklu petriye 1,5 pg/ul konsantrasyona sahip BSA artan miktarda kullanilarak
standart bir egri ede edilmistir. 24 saat boyunca ROSC eklenmis 6rneklerden 1'er ul 96
kuyucuklu petriye eklenmistir. Proteinler tizerine 200 ul Bradford sollisyonu eklenerek
5 dakika karanlik ortamda inkiibe edilmistir. Mikroplaka okuyucuda 595 nm'de ¢ikan

absorbans degerleri kullanilmis ve protein konsantrasyon degerleri hesaplanmistir.

3.5.4. PROTEINLERIN SDS-PAGE’DE YURUTULMESI

Konsantrasyonlari hesaplanan proteinler SX Laemli boyasi eklenerek 95 °C'de 5
dakika siticida bekletilmistir. Hazirlanan proteinler %12'lik akrilamid/ bis-akrilamid
jele belirlenen konsantrasyonlarda yiiklenerek yiuritme tamponu olan tankta 85 V'da

yiirtitilmiigtir.

3.5.5. MEMBRANA TRANSFER VE BLOKLAMA

Ydratulen proteinler transfere alinmadan 6nce kullanilacak PDVF membran

metanol ile aktif hale getirilmistir. Jeldeki proteinler, transfer isleminden gegirilmis 2,5
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mA da 5 dakika boyunca membrana transfer edimistir. Membrana 1X TBS Tween
sollisyonu 1ile hazirlanmis olan %5 yagsiz siitte 2 saat oda sicakliginda calkalayicida

inkiibe edilmistir.

3.5.6. BIRINCIL VE IKINCIL ANTIKOR iISARETLEMELERI

Inkiibasyon sonrast membranlar (1:1000) birincil antikorlarda bir gece boyunca
+4°C'de inkiibe edilmistir. Birincil antikorda beklenen membran ikincil antikora
alinmadan 6nce 3 kez 1X TBS-T c¢ozeltisi ile yikanmis ve ikincil antikorla 1 gece
boyunca +4°C'de inkiibe edilmistir. Kemiluminesans isimalar, ChemiDoc™ Imaging
System, Bio-Rad ile goriintillenmistir. Sonuglar B-Aktin ile karsilastirilarak

tartisilmastir.

3.6. AKIM SITOMETRISI

3.6.1. HUCRELERIN HAZIRLANMASI

3x10° sayida SK-N-AShiicresi 6 kuyucuklu hiicre petrilerine ekilerek, bir gece
boyunca 37°C’de %5’lik CO2’li etlivde tutulmuslardir. Petri kabinin dibine yapisan
hlcrelere 1 uM ve 10 uM ROSC uygulamasi hiicre dongiisiiniin tayini igin 24, 48 ve 72
saat boyunca gerceklestirilmistir. Hiicre membraninin disina c¢ikarak lokalizasyon
degisikligi yapan fosfatilserinlerin tayini i¢in kullanilan annexin V ve 6lii hiicrelerin
belirlenmesi i¢in kullanilan propidyum iyodiir boyamasi i¢in ise 24 saatlik 1 uM ve 10
uM ROSC uygulamasi gergeklestirilmistir. Belirtilen zaman dilimlerinde ROSC
uygulamasini takiben hem yiizen hiicreler hem de tripsin-EDTA ile kaldirilan hiicreler

santrifiij edilip, akim sitometrisi i¢in hiicreler hazirlanmaya baslanmistir.
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3.6.2. APOPTOTIiK HUCRE OLUMUNUN ANNEKSIN V VE PROPIDYUM
IYODUR BOYAMASI iLE AKIM SITOMETRISINDE TAYINi

Apoptotik hiicre 6limii akim sitometrisinde anneksin V-Pl boyama ile tespit
edilmistir. Protokol {iretici firmanin talimatlarina gore uygulanmistir. Kisaca; santrifiij
edilen hiicreler 500 pl anneksin V baglama tamponu i¢inde karistirildiktan sonra, 5 pl
annexin V-FITC ve 5 ul PI (50ug/ml) ile 10 dakika boyunca karanlikta ve oda
sicakliginda inkiibe edilmislerdir. Ornekler daha sonra akim sitometrisinde
degerlendirilmislerdir. Ornek basina 10000 hiicre akim sitometrisi tarafindan analiz
edilmistir. Annexin V floresans: absiste, PI floresans1 ordinatta olmak (zere hicreler
noktalar halinde dortgen boliimlii grafikte sunulmustir. Bu dortgen grafigin her bir
bolmesindeki rakamlar hiicre populasyonunun % degerini temsil etmektedir. Dortgenin
her bir bolmesi sirastyla: alt sol: canli; alt sag: erken apoptotik; {ist sag: ge¢ apoptotik;
iist sol: nekrotik hiicre populasyonlarini isaret eder. Veri analizi CellQuest programi

kullanilarak gergeklestirilmistir

3.6.3. HUCRE DONGUSUNUN AKIM SITOMETRIiSI KULLANILARAK
INCELENMESI

Tripsin-EDTA uygulamas1 sonrast santriflij edilen hicreler %70 etanol ile fikse
edilerek, 30 dakika buz iizerinde bekletilmistir. 5 dakika boyunca 1200 rpm’de santrifiij
edilen hiicreler daha sonra RNaz (100 ug/ml) ve PI (40 ug/ml) iceren 1X PBS iginde
karistirllmis  ve Ornekler 30 dakika boyunca 37 °C’de karanlikta inkiibe
edilmislerdir.Ornek basina 10000 hiicre akim sitometrisinde incelenmistir (Becton
Dickinson). PI floresans1 sunulan grafikte absiste verilmistir. Bu grafige gore DNA
miktari, hiicre siklusunun G1, S, G2 ve M evrelerinde degistigi i¢in, ilk pik 2n sayida
DNA igeren ve hiicre siklusunun G1 fazindaki hiicreleri, plato boliimii DNA sayisi
artmaya baslayan S fazindaki hiicreleri, 2. pik DNA sayist 4n’e ¢ikmis G2 evresindeki

hiicreleri gostermektedir. G1 fazindan onceki evre ise DNA kiriklart bulunduran
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apoptotik hiicrelerin yer aldig1r subG1 fazi olarak bilinmektedir. Veri analizi CellQuest

programi kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.7. ISTATIKSEL ANALIiZ

[statistiksel verilerin olusturulabilmesi igin veriler GraphPad Prism 6 programi
aracilig1 ile Bonferroni ¢oklu karsilagtirmali veri analiz islemi ile degerlendirilmistir.

Elde edilen p degerleri ilgili verilerin karsilastirildigi sonuglar kisminda belirtilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. ROSKOVITIN'IN INSAN NOROBLASTOMA HUCRE HATTI SK-N-AS'DA
HUCRE COGALMASINI iNHiBE ETMEKTEDIR

ROSC'in  SK-N-AS hiicre hattinda etkisi incelenmistir. ROSC'in hicre
canliligina etkisi ilk olarak MTT hiicre canliligi testi ile belirlenmistir. DMEM
besiyerinde %5 CO: iceren 37°C' lik etlivde blydtulen SK-N-AS hicreleri, hiicre/kuyu
olacak sekilde 96 kuyucuklu petri kaplarinda ekilip gece boyunca yapismalari
beklendikten sonra hucrelere 24 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda ROSC (0-
50uM) uygulamalari yapilmistir. 1 pM ROSC uygulamasi sonucu % 20 oraninda, 10
MM ROSC uygulamasi sonucunda ise % 50 oraninda hiicre canliliginda azalma
gozlemlenmistir. Sekil 14’de goriildiigii lizere, ROSC uygulanmis hiicrelerin bagil

canlilik yiizdeleri zamana bagl olarak azalmistir.
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Sekil 14: SK-N-AS hiicresinde roskovitin'in zamana bagh bagil hiicre canliiginin doza
bagh olarak incelenmesi. Hiicreler 24 saat boyunca (0-50 puM) farkh konsantrasyonlarda
roskovitin ile inkiibe edildikten sonra 3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5- difeniltetrazolium
bromir (MTT) yontemi ile analiz edildi. Elde edilen degerler 4 tekrarh 3 farkh deneyin
ortalamasidir.****: p<0,0001.

ROSC'in koloni olusumuna etkisinin belirlenebilmesi amaci ile koloni olusum
testi gerceklestirilmistir (Sekil 15). SK-N-AS hicreleri 5000 ve 7500 hicre olacak
sekilde 6 kuyulu petri kabina ekilmis ve gece boyunca yapigsmalar1 beklendikten sonra
24 saat boyunca 0, 1, 10 pM ROSC uygulanmugtir. 1 pM ROSC uygulamasi sonucunda
koloni olusumuna etkisinin olmadigi, 10 pM ROSC uygulamasi sonucunda ise koloni

olusumunda kayda deger bir azalma oldugu gozlemlenmistir.
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Sekil 15: SK-N-AS hticrelerinde roskovitinin koloni olusumuna etkisinin incelenmesi.
5x10° ve 7x10°® hiicre/kuyu olacak sekilde SK-N-AS hiicreleri petri kaplarina ekilmis, 24
saat boyunca 1ve 10 uM roskovitin uygulanmis 14 giin boyunca inkiibe edilmistir. 14 giin
sonunda fikse edilip kristal viyole ile boyanms ve 151k mikroskobunda goriintiileri
alinmistir. Elde edilen degerler 4 tekrarh 3 farkh deneyin ortalamasidir.

ROSC'in SK-N-AS hiicre hattinda tiimor olusumuna etkisinin belirlenebilmesine
yonelik olarak bu asamada ROSC uygulamasi ile soft agar igerisinde koloni ¢api
incelenmistir. SK-N-AS hcreleri her kuyuda 2500 hiicre olacak sekilde 6 kuyulu petri
kabina soft agar ve 0, 1, 10 uM ROSC ile homojen bir sekilde ekilmistir. Daha sonra
+37 °C ‘de % 5 CO2 igeren etiivde 8 giin bekletilip floresan atagmanli 151k
mikroskobunda beyaz 1sikta 10x10, 20x10 ve 40x10'da goriintiileri belirlenmistir. Sekil
16'da goriildigii tizere 10 pM ROSC uygulamasi sonucunda koloni ¢apinda % 90
azalma, 1 pM ROSC uygulamast sonucunda koloni ¢apinda % 50 azalma
gozlemlenmistir (Sekil 16).

ROSC uygulamasi ile zamana bagli olarak SK-N-AS hiicrelerinde hiicre sag
kalim tayininin belirlenmesi gergeklestirilmistir (Sekil 17). SK-N-AS hiicreleri 1x10°
hiicre 6 kuyulu petrilere ekilmis 0-24-48-72 zaman araliklarinda 1 ve 10 pM ROSC
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uygulanmis ve 1:1 oraninda %0,4’1iik tripan mavisi eklendikten sonra hemositometrede
sayim islemi gerceklestirilmigtir. Tablo 3'de belirtildigi gibi 0-24-48-72 zaman
araliklarinda 1 pM ROSC uygulamasi ile 72 saatte hiicre sayisi degismemis 96 saatte

hiicre ¢ogalmasi azalmistir. 10 UM ROSC uygulamasi ise hiicre sayisini indirgerken
hilcre ¢ogalmasina ket vurmamstir.

ROSC (uM) 0 1 10

10x10

20x10

40x10

SK-N-AS

Koloni ¢api (uM)

*

= -— =

ROSC Uygulamasi (uM)

Sekil 16: Roskovitin uygulanmis SK-N-AS hiicrelerinde soft agarda koloni olusumunun
incelenmesi. Soft agarda 10 giin boyunca inkiibe edilen hiicreler, 10 giin sonunda 151k
mikroskobu altinda incelenmis ve koloni ¢aplari 6l¢iilmiistiir. Elde edilen degerler 4
tekrarh 3 farkh deneyin ortalamasidir. * p= 0,012.
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Tablo 4: Roskovitin'in SK-N-AS hiicre hattinda hiicre sayisina etkisinin zaman ve
doza bagh olarak degismesi. Degerler 3 farkl deneyin ortalamasidir. * p= 0,012.

ROSC {ul)
0 1 10
Zaman (Saat) i 3
Hiicre Sayisi {(1x10 )
Kontrol 100 100 100
24 123 113 80
48 285 2058 113
T2 886 1016 295
a6 1068 856 645
1500
- Hontrol
Lﬂ; - 1 |IJ-H
,_E, = 10 pM
&
=
i
[aE]
5 5004
=
X
EI L L] T T
0 24 48 72 %

Zaman (saat)

Sekil 17: SK-N-AS hucrelerinde roskovitinin hiicre sayisi ve ¢cogalmasi Gzerine etkisinin
belirlenmesi. Hlcreler 24-96 saat boyunca 1 ve 10 uM roskovitin uygulanmis ve hiicreler
tripan mavisi ile boyandiktan sonra 151k mikroskobu altinda hemositometre ile sayllmistir.
Elde edilen degerler 4 tekrarh 3 farkh deneyin ortalamasidir.
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4.2. SK-N-AS NOROBLASTOMA HUCRELERINDE CDK IiINHIiBiTORU
ROSKOVITIN APOPTOTIK HUCRE OLUMUNE NEDEN OLMAKTADIR

Taupatilerde hiicre dliimiinii ger¢ceklesmesi noktasindan hareketle ROSC'in SK-
N-AS hiicrelerinde apoptoza olan etkisi arastirmamizin bundan sonraki odagini
olusturmustur. Bu amacla ROSC uygulamasmin hiicre o6limiint tetikleyip
tetiklenmedigini belirlemek i¢in Pl (propidyum iyodiir) boyamasi gergeklestirilmistir. Pl
canlt hiicrelerin membranindan gegis yapamayarak yalnizca 6lii hiicrelerin boyanmasini
saglamaktadir. Ol hiicrelerin membran morfolojisinin degismesi sonucu igine girerek
OlU hiicrelerin belirlenmesi saglanmistir. 1 ve 10 pM ROSC uygulanan SK-N-AS
hicrelerinde 24 saatte, hiicre 6lumiinde artis oldugu PI boyama ile belirlenmistir. 10 uM
ROSC uygulamasinin 1 pM uygulamasina kiyasla daha fazla hiicre liimiine sebep
oldugu gozlemlenmistir (Sekil 18). Bundan sonraki asamada hiicredeki mitokondriyal
apoptotik hiicre olimiinii géstermek amaciyla DiOC6 boyama yapilmistir. Apoptotik
hiicre 6limiinde mitokondri membran potansiyeli bozulmaktadir. Bu nedenle apoptotik
olimii gergeklesmis hiicrelerde boya hiicrede tutulamaz, yalnizca saglikli hiicreler yesile
boyanabilmektedir. DIOC6 boyama ile 1 ve 10 pM ROSC uygulamasinin mitokondriyel
membran potansiyeli iizerindeki etkisi incelendiginde hiicre Oliimiiniin gergeklestigi
gozlemlenmistir. 10 UM ROSC uygulamasinin 1 pM ROSC uygulamasina kiyasla daha
fazla hiicre 6limiine sebep oldugu gézlemlenmistir (Sekil 18). Daha sonra nukleik asit
boyas1 olan DAPI hiicre niikleusunu belirgin hale getirerek DNA kiriklarinin goriiniir
hale gelmesini saglamaktadir. ROSC ile tetiklenmis apoptotik hiicre Olimiiniin
gosterilmesi amaciyla DNA kiriklar gosterilmistir. SK-N-AS hiicrelerinde 24 saat
ROSC uygulamasi ile olusan DNA kiriklar1t DAPI boyama ile belirlenmistir. SK-N-AS
ndroblastoma hiicre hatt1 1 ve 10 uM ROSC uygulamasi sonucu 24 saatte DNA kiriklari
artis gosterdigi goriilmiistiir. 10 pM ROSC uygulamasinin 1 pM ROSC uygulamasina
kiyasla daha fazla DNA kirigi olusturdugu gézlemlenmistir (Sekil 18).
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Sekil 18: Roskovitin ile tetiklenen hiicre 6lumunin SK-N-AS noéroblastoma hiicrelerinde fluoresan problar ile belirlenmesi. 1 ve 10 puM roskovitin
SK-N-AS hiicrelerine 24 saat boyunca uygulandi. 4nm DiOC6, 5mg/ml propidium iyodir ve 5 mg/ml DAPI ile boyanan hicreler fluoresan
mikroskobunda incelendi (x20-x40). Elde edilen degerler 4 tekrarh 3 farkh deneyin ortalamasidir.
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ROSC'in SK-N-AS noéroblastoma hiicre hattinda apoptotik hiicre 6liimiine
etkisini gdsterebilmek amaciyla immunoblotlama teknigi kullanilarak apoptotik
proteinlerin anlatim diizeyleri incelenmistir. Apoptotik hiicre o6lim yolaginin
tetiklenmesinde 6nemli bir rolu olan pro- ve anti-apoptotik Bcl-2 ailesi uyelerinin
ROSC uygulamasi sonucundaki degisimleri arastirildi. Apoptotik protein kaspaz-8'in
kesilerek aktif hale gelmesinin Bid proteinin kesilimine neden oldugu bilinmektedir. Bu
calismada SK-N-AS noroblastoma hiicre hattinda ve ROSC'nin 1 ve 10 pM
konsantrasyonlarda total Bid protein diizeylerinin azalmasina neden oldugu belirlendi
(Sekil 19). Ayrica 1 ve 10 uM ROSC uygulamalarinda anti-apoptotik Bcl-2 ve Bcl-x.
proteinlerinin anlatimlarinin azaldigi saptandi. Diger taraftan pro-apoptotik protein Bax
1 uM ROSC uygulamasinda artis gosterirken, 10 uM 'da azalisa neden oldugu
belirlenmistir. Bir diger Bcl-2 aile Gyesi Puma protein ifadesinin 1 ve 10 uM ROSC
uygulamasi ile P formunda azalma belirlenmistir bunu zit olarak o formu artis

gostermektedir. B-Aktin yikleme kontrolii olarak kullanilmistir (Sekil 19).
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Sekil 19: Roskovitin'in 24 saat sure ile 1 ve 10 uM konsantrasyonlarda uygulamalarinin
pro- ve anti-apoptotik Bcl-2 ailesi tizerine etkileri immunoblotlama yontemi ile
belirlenmesi. Total protein izolasyonunundan sonra 25 pg protein 6rnekler icin %12'lik
SDS-PAGE ile ayrimlandirildi. immunoblotlama islemlerinden sonra ilgili proteinlere ait
bantlar kemiluminisans yontem ile belirlendi. Beta aktin ytkleme kontroli olarak
kullamlmistir. En az 3 deney tekrari yapilmistir.

Sekil 20'de goriildiigii tizere, SK-N-AS hcrelerine 24 saat 1 uM ROSC
uygulanan hucrelerde % 60, 10 pM ROSC uygulanan hiicrelerde ise %50 oranlarinda
artig tespit edilmistir. Boylelikle SK-N-AS hiicre hattinda ROSC'nin hiicre déngusune
SubG1 fazinda ket vurucu etkisi gosterilmis olmaktadir. Bu sonuglar, SK-N-AS

hucrelerinde ROSC'nin apoptotik mekanizmay1 aktive ettigini de onaylar niteliktedir.
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Sekil 20: 24 saat 1 ve 10 uM roskovitin uygulanan SK-N-AS hicrelerinde hiicre dongisu
evrelerindeki degisim akim sitometresi analizi ile arastirilmasi. Hiicreler 24 saat boyunca
roskovitin ile inkiibe edildikten sonra etanol ile fikse edilip, P boyamasi
gerceklestirilmistir. Hiicre dongiisiiniin farkh fazlarindaki hiicre sayisi 4 tekrarh 3 farkh
deneyin ortalamasidir. * p=0,012; **p=0,0087.

Apoptotik hiicre O6limiiniin saptanmasindaki bir diger yontem ise hiicre
dongiisiindeki subG1 fazindaki hiicrelerin Pl boyama sonrasi akim sitometrisi ile
belirlenmesidir. SubG1 fazi, G1 fazindan 6nceki fazda DNA kiriklar: bulunan apoptotik
hiicrelerin gbzlemlendigi faz olarak nitelendirilmektedir. Bu dogrultuda, 24 saat ROSC
uygulamasini takiben 10 pM ROSC uygulanan SK-N-AS hiicrelerinde subG1 fazinda
artig gozlemlenmistir. Ayn1 zamanda 10 uM ROSC uygulanan hiicrelerde geg¢ apoptotik
artig belirlenmistir (Sekil 21).

63



ROSC (uM) 0 1 uM 10 pM

:

3 v Pod g1
% ! ‘ ) ‘ < "
+ .x Bl + “ 7 :}
- '8 ='4 + 9 .
T -3 - '51 £
il = L
: T3x i R A
‘7.“ . <) 3?. » P : %, )
] ";1'7"?""“""‘7“""““‘171 ] ‘?l""‘"'r;“*.:f’*r.-‘""l‘ : 2 ;"w—v‘iv—-‘vv"'~rv“- vv““"
- - . o o4 - . ot o . v o3
AnnexinV + AnnexinV+ Annexin V+
100+
soL ™ . Saghki
. Erken apoptotik
. I Geg apoptotik
Nekrotik

Hiicre Populasyonu (%)

=
104
T -
54
0- T v“
0 1

ROSC Uygulamasi (uM)

10

Sekil 21: 24 saat sure ile 1 ve 10 uM Roskovitin uygulanan SK-N-AS hiicrelerinde Annexin
V-PI boyama sonrasi erken ve ge¢ apoptotik hiicre popiilasyonlarimin belirlenmesi.
Hucreler 24 saat boyunca roskovitin ile inklbe edildikten sonra Annexin V ve Pl
boyamasi uygulanmis ve BD Bioscience Accuri C6 programu ile analiz edilmistir. Erken
apoptotik, gec apoptotik ve nekrotik poptlasyon yuzdeleri 4 tekrarh 3 farkh deneyin
ortalamasidir. * p= 0,012.

4.3. ROSKOVITIN ALZHEIMER BELIRTECLERINI INHIBE ETMEKTEDIR

AD biyobelirtegleri hastaligin varligini ya da olma riskini belirlemede kullanilan
norokimyasal beliteclerdir. Biyobelirtecler AD'nin erken evrede teshisi ve ayni1 zamanda
hastaligin ilerleme siireglerini belirleme agisindan ¢ok dnemlidirler. Erken teshisin bir
an once yapilmasit AD'deki noropatolojik degisiklik semptomlarin goriilmesi yillart
almaktadir. AB, AD'de ¢ok iyi bir belirtectir. AP, transmembrane amiloid 6nci proteinin

proteolitik olarak kirilmasi ile meydana gelen peptid ailesine mensuptur. B- ve y-
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sekretaz dahil cesitli enzimatik sindirim APP'yi kirar ve AP proteinin farkli tipleri
meydana gelir. B-sekretaz aktivitesinin ¢ogu B-APP kirma enzimi 1 geni (BACE1)
tarafindan kodlanan integral membrane protein aspartil proteazdan kokenlenir
(Zetterberg ve Ark., 2008). a-sinukleinin AD beyinlerinde 2 kat artis gosterdigi
bilinmektedir, dolayis1 ile AP, Tau, ve a-Sinuklein hep birlikte AD tanisi agisindan ¢ok

O6nemli parametrelerdir (Larson ve Ark., 2006).

Butln bu verilere dayanarak ROSC uygulanan SK-N-AS hiicre hattinda AD
biyobelirte¢ proteinlerinin anlatimlari arastirildi. Daha 6nce birgok kez deginildigi lizere
Tau proteini AD patogenezinde anahtar bir molekiildiir. 1 puM ROSC uygulamasi
sonucunda Tau proteninin ekspresyonunda azalma berlirlenirken, 10 uM ROSC
uygulamasinda Tau protein ifadesinde kontrole oranla bir degisiklik saptanmamustir. 1
MM ROSC uygulamasi ile AP peptid ifadesi kontrol hiicrelerine oranla azalma
gostermistir, fakat 10 uM ROSC uygulmasinda protein ifadesinde artis gorilmiistiir.
APP ifadesinde de 1 ve 10 pM ROSC uygulamalar1 sonucunda kontrol hiicrelerine
oranla azalma belirlenmistir. Norofilament'de 1 ve 10 uM ROSC uygulamasinda
kontrol hicrelerine oranla protein ifadesinde artig belirlenmistir. BACE'de 1 ve 10 uM
ROSC uygulamasinda kontrol hiicrelerine oranla protein ifadesinde artis belirlenmistir.
a-sinuklein'de 1 ve 10 uM ROSC uygulamasinda kontrol hiicrelerine oranla protein
ifadesinde degisiklik olmadigi belirlenmistir. [-aktin ylkleme kontrolu olarak
kullanilmistir (Sekil 22).

65



ROSC (uM) 0 1 10

anmn AN 4mm |5/CE (70 kDa)
3.95 498 5.02
- WY Wy ofiament (70 kDa)
4,05 5.45 5.55
” @ | APP (100-140 kDa)
6.15 5.21 2.53
ﬂmu (50-80 kDa)
1.02 0.00 1.01
Mynh *wagh qupgm |8-amiloid (8 kDa)
2.51 2.34 3.11
M a-sinuklein (18 kDa)
1.35 137 g 132 '
- - - B-aktin (42 kDa)
5.05 5.00 5.03

Sekil 22: 1 ve 10 uM Roskovitin 24 saat siire ile uygulandiktan sonra SK-N-AS hicre
hattinda Alzheimer ailesi proteinlerinin ifade diizeylerinin immunoblotlama yontemi ile
belirlenmesi. Total protein izolasyonunundan sonra 25 pg protein drnekler igin %12'lik

SDS-PAGE ile ayrimlandirildi. immunoblotlama islemlerinden sonra ilgili proteinlere ait
bantlar kemiluminisans yontem ile belirlendi. Beta aktin yiikleme kontroll olarak
kullamlmistir. En az 3 deney tekrar: yapilmistir.
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4.4. ROSKOVITIN KASPAZA BAGIMLI APOPTOZU INHIiBE ETMEKTEDIR

Bu asamada ROSC uygulanan SK-N-AS hiicre hattinda kaspaz ailesi
proteinlerinin anlatimlar1 incelendi. 1 ve 10 puM ROSC uygulandiginda apoptotik
mekanizmanin ekstrinsik yolaginin aktif hale gelmesi ile kesilmis kaspaz-7 proteinleri

kontrole oranla artig gostermistir.

Poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP)1n en onemli islevi DNA onarimi ve
apoptozun gostergelerinden olan DNA kiriklarini saptamaktir. Bu nedenle 1 ve 10 uM
ROSC'in PARP proteininin kesilimine etkisi arastirildiginda 10 uM uygulamasinda
kontrol ve 1 uM uygulamasina oranla daha fazla PARP kesilimi belirlendi (Sekil 23).

Bir diger apoptoz parametresi olan pro-kaspaz-9 proteini de 1 ve 10 uM ROSC
muameleleri kontrol hiicreleri ile kiyas edildiginde 10 uM ROSC dozunun 1 uM ROSC
dozuna oranla daha fazla azaldigi goriilmektedir. B-aktin yikleme kontroll olarak
kullanild1 (Sekil 23).
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Sekil 23: 24 saat siire ile 1 ve 10 uM roskovitin uygulamalarimin kaspaz kesilimi Gizerine
etkilerinin immunoblotlama yéntemi ile belirlenmesi. Total protein izolasyonunundan
sonra 25 pug protein érnekler icin %12'lik SDS-PAGE ile ayrimlandirildi.
immunoblotlama islemlerinden sonra ilgili proteinlere ait bantlar kemiluminisans yéntem
ile belirlendi. Beta aktin ytikleme kontrolii olarak kullamildi. En az 3 deney tekrari yapildi.
(k: kesilmis).

4.5. ROSKOVITIN PRO-APOPTOTIK ETKINLIiGE SAHIP OLAN GSK-3p VE
SUBSTRATI B-KATENINI INHIBE ETMEKTEDIR

Bir¢ok arastirmada GSK-3B'nin pro-apoptotik etkinligi kanitlanmigtir, 1 uM ve 10
MM ROSC uygulanan hiicrelerde GSK-3p protein ifade dizeyinin kontrol hicrelerine
oranla azaldigi belirlenmistir. Ayrica GSK-3f substratlarindan olan (3-katenin 1 ve 10
uM ROSC uygulamalar1 sonucunda kontrol hiicreleri ile kiyaslandiginda azaldigi
belirlenmistir. 1 ve 10 pM ROSC uygulamasimin pGSK-3p (Ser 9) formunun ise

kontrol hiicrelerine oranla arttirdig: berlirlendi.
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Bu verilere ek olarak ayrica sitoplazmik ve niiklear B-katenin proteinlerinin ifade
diizeyleri incelenmistir. Sitoplazmadan izole edilen proteinlerde ROSC'in 1 pM
uygulanmasit durumunda [(-katenin miktarinin azaldigi, nukleusda ise arttig1
belirlenmistir. Sitoplazmadan izole edilen proteinlerde ROSC 10 uM uygulandiginda [3-
katenin miktarinda degisiklik belirlenmemistir fakat nukleusda ise kontrol hiicrelerine
oranla azaldigi saptanmistir. p-aktin ve Histon H3 yiikleme kontroli olarak
kullanilmustir (Sekil 24).

ROSC (uM) 0 1 10

@D @ o= csk3s (5¢k0a)
6.95 3.15 2.01

L] . @ | 76 5¥-38 (Ser 9) (46 kDa)

B.65 5.35
. - e | B-Katenin (83 kDa)
7.24 1.74

- aEn aEn B-aktin (42 kDa)
5.05 5.00 5.03

Sitoplazmik Nuklear
ROSC (M) 0 0 1 10
. i i
‘ A - Y “ e | PB-katenin (83 kDa)
0.35 3.11 5.18 5.90 1.58
p-aktin (42 kDa) ‘“ - A \ v/ W | yiiston H3 (17 kDa)
5.17 5.15 5.16 3.04 3.18 3.21

Sekil 24: 24 saat siire ile 1 ve 10 mM roskovitin uygulamalarinin GSK-3f ve
substratlarindan olan B—katenin Uzerine etkilerinin immunoblotlama yontemi ile
belirlenmesi. Total protein izolasyonunundan sonra 25 pg protein drnekler igin %12'lik
SDS-PAGE ile ayrimlandirildi. Iimmunoblotlama islemlerinden sonra ilgili proteinlere ait
bantlar kemiluminisans yontem ile belirlendi. Beta aktin ve Histon H3 yiikleme kontrolu
olarak kullamilmistir. En az 3 deney tekrari yapildi.

69



4.6. SK-N-AS NOROBLASTOMA HUCRELERINDE NAC, CDK INHIBITORU
ROSKOVITIN'IN HUCRE CANLILIGINA YARATTIGI ETKiYi GERi
CEKMEKTEDIR

ROS ve mitokondriler hem fizyolojik ve hem de patolojik kosullarda apoptozun
uyarilmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Mitokondrilerin ROS i¢in hem kaynak ve hem
de hedef olmas: ilgingtir. Mitokondrilerden Sitokrom C serbestlenmesi kaspaz
aktivasyonunu tetikler ve bu dogrudan ya da dolayli olarak ROS aktivitesi ile igilidir.
Diger taraftan ROS ayn1 zamanda anti-apoptotik etkiye de sahiptir. Bu bulgulara
dayanarak SK-N-AS hicre hattinda ROSC'in apoptoz ve ROS'la olan iligkisi

arastirmanin bundan sonraki amacini olusturdu.

ROSC (-} i ROSC{-)
ROSC (1 ph) ROSC (10 uM)

DCFH_DA Boyama (Kat)

[=] - =
2

ROSC Uygulamasi (uh)

Sekil 25: 1 ve 10 uM roskovitinin 24 saat uygulamasinin SK-N-AS hiicre hattinda ROS
olusumu iizerine etkisinin belirlenmesi. 24 saat boyunca 1 ve 10 pM roskovitin uygulanms
hiicreler DCFH-DA boya ile boyandi. 15 dakika inkiibasyon sonucunda hiicreler akim
sitometrisinde analiz edilmesi. En az 3 deney tekrari yapilmistir. **p=0,0087.
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4.7. SK-N-AS HUCRE HATTINDA ROSKOVITIN'IN N-ASETIL-SISTEIN
(NAC) iLE ES ZAMANLI ETKIiSININ SAPTANMASI

ROSC uygulamasi ile tetiklenen apoptotik siiregcte artan ROS olusumuna etkisi
DCFH-DA boyama ile fluoresan mikroskobu ve fluorometre ile tespit edilmistir. ROS
inhibitord N-asetil sisteinin (NAC) hiicreler lizerindeki etkisini anlamak iizere sagkalim
analizi gergeklestirilmistir. Fluoresan mikroskobu ve fluorimetrede 24 saat ROSC
uygulanan hiicrelerde kontrol hiicrelerine oranla ROS artis1 oldugu belirlenmistir. SK-
N-AS hicrelerinde ROSC ile tetiklenen ROS'un yikici etkisini dnleyen bir ajan olan
NAC, ROSC ile es zamanli olarak 24 saat boyunca uygulanmis ve ROSC'in tetikledigi
yikici etkiyi ortadan kaldirdigi gozlemlenmistir (Sekil 26-Sekil 27).

ROSC - + - +

NAC - - + +

Sekil 26: SK-N-AS hiicrelerine 10 UM roskovitin ve 5 mM NAC uygulandi ve 24 saat

boyunca inktibe edildi. Roskovitin 10 uM uygulanan hiicrelerde tetiklenen apoptotik

surecte artan H,O, miktarimin ROS olusumuna etkisi DCFH-DA 100'nM boyama ile
fluoresan mikroskobunda belirlenmesi. En az 3 deney tekrari yapilmistir (20x).
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Sekil 27: SK-N-AS hucrelerinde NAC'in roskovitin ile kombine edilip bagil hiicre
canhhigimin incelenmesi. Hicreler 24 saat boyunca 10 pM roskovitin ve 5 mM NAC ile
inkube edildikten sonra 3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5- difeniltetrazolium bromtr (MTT)
yontemi ile analiz edildi. Elde edilen degerler 4 tekrarh 3 farkli deneyin ortalamasidir.
**** n<0,0001.
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Bu bulgulara ilave olarak DCFH-DA boyamasi ile ROSC ve NAC
kombinasyonunun sadece ROSC uygulamasi ile artan ROS miktarin1 geri ¢ektigi de

kanitlanmistir (Sekil 28).
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Sekil 28: NAC"in 10 pM roskovitin uygulanmis SK-N-AS hicrelerinde roskovitinin toksik
etkisinin geri dondurmesinin belirlenmesi. SK-N-AS hiicreleri 24 saat boyunca 10 uM
roskovitin ve 5 mM NAC uygulamasi sonucunda DCFH-DA ajani ile boyanmis, 15 dakika
inkibasyon sonucunda érnekler akim sitometresinde incelenmesi. En az 3 deney tekrari
yapilmistir *** p=0,0003, ns: non-spesifik.
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5. TARTISMA VE SONUC

AD toplumda siklikla rastlanan bir hastalik olup, ndrolojik vakalarmin %350-
70’ini kapsamaktadir. Hastaligin erken baslangi¢li formlar1 otozomal dominant genetik
gecis Ozelligine sahip olup olgularin ancak % 3-5‘ini olusturmaktadir. Kesin tani,
progresif hastalik bulgulari olan vakalarda biyopsi ya da otopsi ile AD'ye 0zgl patolojik
bulgularin saptanmasi ile konulabilir. Bu patolojik bulgular, nérofibriller yumaklar,
norotik plaklar, sinaps kaybi, néron kaybi, graniilovakuolar dejenerasyon ve Meynertin
bazal nukleus‘unda kolinerjik hiicre kaybi ve arterosklerotilk degisikliklerdir. Yash
popiilasyonun artig gosterdigi toplumlarda hastalik 6nemli bir saglik sorunu haline
gelmigstir. Hastaligin goriilme oran1 60 yasindan sonra her bes senede bir iki katina

ciktig1 belirlenmistir (Maurer ve Ark., 1997).

CDK inhibitori ROSC guglu bir apoptotik ajan olup, CDK’larin siklinler ile
etkilesimlerini yarig¢il bir etki gostererek ve hicre siklusunda durmaya neden olarak
hicre olumind tetiklemektedir (Monaco ve Ark., 2004). Kanser hicrelerindeki
metabolik farkliliklardan dolayr ROSC'nin her kanser hiicresinde etkisi ayni degildir.
Son g¢alismalar, GSK-3p inhibisyonunun kanser tedavisinde potansiyel rolii oldugunu
disiindiirmektedir. GSK-3B inhibisyonunun o&zellikle ndroblastoma hiicrelerinde
apoptozu indiikledigi daha onceki galismalarda gosterilmistir (Dickey ve Ark., 2011).
Lityum uygulamasi ile gergeklestirilen GSK-3f inhibisyonunun hiicre dongustine ket
vurdugu gosterilmistir (Pizarro ve Ark., 2009). Lityumun ayni zamanda in vivoda da
gecikmis timor biiylimesine neden oldugu gosterilmistir (Dickey ve Ark., 2011). Bu
noktadan yola ¢ikarak laboratuvarimizda c¢esitli kanser hiicrelerinde ROSC’nin GSK-3f3

sinyal yolagina olan etkisi aragtirllmistir. Elde edilen bulgular HCT 116 kolon kanseri
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hiicre hattinda ROSC’in GSK-3B’y1 Ser9 domaninden 72 saatte fosforlayarak p-
katenin'in nuklear gég¢iine engel oldugunu ortaya koymustur. 24 ve 48 saat ROSC
uygulamasi ise Ser 9 fosforlanmasini indirgemistir (Yaymlanmamis veri). Bu ¢alismada
noroblastoma hiicre hatti olan SK-N-AS'da ROSC uygulamasi sonrast apoptotik
parametreler, GSK-3f’nin bu siiregteki rolii ve son olarak AD hastalig
biyobelirteclerinin degisimleri incelenmistir. Calismamizda ROSC uygulamasinin hiicre
canliliginda azalmaya ve apoptoza neden oldugu gosterilmistir. ROSC in 1 ve 10 uM
konsantrasyonlarinin hiicre canliligini sirasiyla % 20 ve 50 oraninda azaltmistir. Bu
sonuglara bakilarak SK-N-AS hiicrelerinin CDK inhibitorlerine karsi duyarli oldugu
ortaya konulmaktadir. Kanser hiicrelerine uygulanan terapotik ajanlara olusturulan
cevap, kanser hiicrelerinin farkli genomik 0Ozelliklerinden dolay1 farklilik
gostermektedir. Hiicrelerin sagkalim mekanizmasi stresin tiiriine ve uygulandigi siireye
gore degisiklik gostermektedir. Hiicrelerde aminoasitler gibi besin kitligi, biiyiime
faktorlerinin yoklugu veya stres faktorleri 6karyotik hiicrelerin strese girmesine ve hizla
durumun duzeltilmesine yonelik bir cok sinyalin olusturulmasina sebep olmaktadir
(Ikenoue ve Ark., 2009). Hiicre sag kaliminin belirlenmesinde 0-24-48-72 saat zaman
dilimlerinde ROSC 1 ve 10 pM konsantrasyonlarda uygulandi. 10 pM ROSC
uygulamas: ile hiicre cogalmasini indirgerken ¢ogalmaya ket vurmamistir. Ayrica SK-
N-AS hicrelerinde ROSC uygulamasinin koloni olusumuna etkisi arastirildi ve 10 pM
ROSC uygulamasinin koloni olusumunu azalttigi bulundu. Buna ilaveten Soft agar
icerisinde koloni ¢aplart incelendigindede 1 ve 10 uM ROSC uygulamasi ile koloni
caplarinda kayda deger azalma bulundu biitiin bu veriler ROSC'nin hicre 6lumini
tesvik ettigini gostermektedir. ROSC literatiirde bir ¢ok arastirmada canliliga ve koloni
olusumuna ket vurucu bir ajan olarak belirlenmistir Laboratuvarimizda yapilan farkl

kanser hicrelerindeki arastirmalarda da ayni yonde veriler elde edilmistir.

Aragtirmanin  bundan sonraki asamasinda ROSC ile tetiklenen hiicre
canliligindaki azalmanin apoptotik hiicre 6liimiinden kaynaklanip kaynaklanmadigini

anlayabilmek icin apoptotik belirtegler arastirildi.  Oncelikle hiicreler 151k
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mikroskobunda incelenmis membran yapisindaki bozulmalar tespit edilmistir. Bunu
takiben SK-N-AS hicrelerine  ROSC uygulanarak mitokondriyal membran
potansiyelindeki degisim fluoresan ve fluorometrik Olglimler ile incelenmistir.
Mitokondriyal membran potansiyeli kaybi, genellikle mitokondri zarlari1 arasinda
bulunan ve elektron transport zinciri Gyesi olan Sitokrom C’nin sitoplazmaya ¢ikigini
tetiklemektedir. Sitokrom C’nin sitoplazmaya ¢ikist mitokondriyal yolagin aktive
oldugunun en 6nemli isareti olarak gosterilmektedir. Boylece SK-N-AS hiicre hattinda
mitokondriyal membran potansiyelinde olusan kaybin mitokondriyal yolak {izerinden
apoptozu tetikledigi saptanmis olmaktadir. SK-N-AS hicrelerinde elde edilen bu

bulgular ROSC’nin kanser hiicrelerinde olan etkisi ile uyumlu olarak bulunmaktadir.

Mitokondriyal membran potansiyeli kaybi ile mitokondri igerisinde bulunan
Sitokrom C’nin sitoplazmaya ¢ikisi kaspazlarin aktivasyonu anlamina gelmektedir
(Kulikov ve Ark., 2012). Bu nedenle mitokondriyal yolak aracili apoptozdaki PARP ve
kKaspase-3 ifade diizeyleri arastirildi. 1 ve 10 pM ROSC dozunda bu proteinlerin
ifadesinde artis belirlendi. Pro-Kaspas-9 uygulamasi ile ROSC 1 ve 10 uM dozlarinda
sirastyla kesilimin giderek azaldigi belirlenmistir. kKaspaz-7 uygulamasi ile 1 ve 10 uM
dozlarinda kesilimin arttig1 gozlemlenmistir. Bu durumda ROSC etkisinde kesilmis
kaspazlarin artmasi ve kaspazlarin azalmasi hiicre 6liimiiniin apoptotik oldugunu ortaya

koymaktadir.

Bcl-2 ailesi tyeleri, apoptotik hiicre 6limunun diizenlenmesinde énemli bir roli
bulunmaktadir (lizuka ve Ark., 2008). Apoptotik hiicre 6liim yolaginin tetiklenmesinde
onemli roli olan pro- ve anti- apoptotik Bcl-2 ailesi Uyelerinin ROSC uygulamasi
sonucundaki degisimleri incelenerek hangi apoptotik yolagin aktif oldugu belirlenmeye
calisildi. Bcl-2 ailesinden pro-apoptotik olan Bid proteinin ifadesindeki azalma
kesildigine isarettir. Bir diger pro-apoptotik protein olan Pumanin, oo ve B olmak uzere
iki formu bulunmaktadir, bunlar benzer faaliyetler goéstermektedirler, Sitokrom C

saliniminda ve apoptozun aktive olmasinda rol oynamaktadirlar. Puma protein

76



ifadesinin 1 ve 10 uM ROSC uygulamasi ile § formunda azalma belirlenmistir bunu zit
olarak o formu artis gostermektedir. Pro-apoptotik Bcl-2 ailesinden olan Bax'in protein
ifadesinde 10 uM ROSC uygulmasi durumunda azalma gorilirken, 1 puM ROSC
uygulanan protein ifadesinde degisiklik go6zlemlenmemistir. Anti-apoptotik Bcl-2
ailesinden olan Bcl-2 ve Bcl-x. protein ifadelerinin 1 vel0 puM ROSC uygulamalari ile
kayda deger bir sekilde azalmasiyla apoptozu tetikledigi kanitlanmis olmaktadir. Bcl-2
ve Bcl-xL ¢ogu noroblastoma hiicre hatlarinda ve primer tiimoérlerde asir1 ifade
edilmektedir. Ayrica bu proteinlerin yiiksek diizeyleri tiimoriin ilaca direncinde 6nemli
rol oynamaktadir (Shalini ve Ark., 2015). In vivo kanser calismalarda Bcl-2 gen
ekspresyonunun arttig1 ortaya konmustur (Zinkel ve Ark., 2006), ayn1 zamanda Bcl-2'
nin asir1 ekspresyonunun apoptozu engelleyerek hiicrelerin yasam siirecini arttirdigi da

gosterilmistir (Reed ve Ark., 1991).

Bir diger CDK inhibitorii Flavipiridoliin néroprotektif oldugu Hilton ve
Arkadaslar1 (2008) tarafindan gosterilmistir. Ozellikle ROSC nin travmatik beyin
hasarlarinda néronal 6limi azalttigi ve noronlardaki aktive olan hiicre devrini inhibe

ettigi belirlenmistir (Hilton ve Ark., 2008).

Alzheimer patolojisi beyne siirli oldugundan beyin omurilik sivis1 onemli bir
biyolojik belirte¢ kaynagidir. Noronal dejenerasyon, plaklarda AP peptid depolanmasi
ve yumak formasyonlari Alzheimer'in biyokimyasal belirtecleridir. Bu patojenetik
slirecin olas1 beyin omurilik belirtecgleri ise Ap proteinin 42 amino asit formu (A131-
42) ile total ve fosforile Tau protein duzeyleridir (Blennow ve Hampel 2003). Bu
aragtirmada SK-N-AS hiicre hatlarinda 1 pM ROSC uygulamasi Tau proteninin
ekspresyonunda azalmaya sebep oldugu berlirlenirken, 10 uM ROSC uygulamasinda
Tau protein ifadesinde kontrole oranla bir degisiklik goériilmemistir. Ayrica kontrol
hiicreleri ile kiyaslandiginda 1 pM ROSC uygulmasi ile AP peptidinde azalma
belirlenirken, 10 uM ROSC uygulmasinda protein ifadesinde artig saptandi. Bir diger
AD biyobelirteci APP protein ifade dizeyi incelendiginde 1 ve 10 pM ROSC
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uygulamalar1 sonucunda kontrol hiicrelerine oranla azalmaya sebep oldugu saptandi.
Buna karsin, 1 ve 10 uM ROSC uygulamalari ile kontrol hicrelerine oranla néroflament
protein ifadesinde artis belirlenmistir. Diger Alzheimer biyobelirtegleri BACE ve a-
sinukleine 1 ve 10 uM ROSC uygulandiginda BACE protein ifadelerinde artig oldugu
bulunurken, a-sinukleine ifadesinde degisiklik olmadig belirlendi. Ozetle Alzheimer'in
biyokimyasal belirteclerinden olan Af ve Tau' nun 1 uM ROSC uygulamasi sonucu
protein ifadelerindeki azalisa neden olarak apoptozu tetiklemektedir. BOylelikle anti- ve
pro-apoptotik biyobelirteglerin yaninda Alzheimer biyobelirtecleri ile de ROSC'nin

apoptoz Uzerindeki tesvik edici etkisi onaylanmis olmaktadir.

GSK-3B hiicresel cogalma, gog, iltthap ve bagisiklik gibi olaylarda pro-
inflamatuar sitokin ve interlokin iiretimi de dahil olmak iizere cesitli protein kinazlar
araciligiyla adaptif degisiklikler, hiicre c¢ogalmasi, ve hiicre ig¢i sinyal yollarini
etkileyerek glukoz regiilasyonu ve apoptoz basta olmak iizere hem periferde hem de
santral sinir sisteminde etkilidir (Manceur ve Ark., 2011). GSK-3 aktivitesindeki artisin
¢cok sayida hastaligin etiyopatogenezinde rol aldigi gosterildiginden beri GSK-3
inhibeedilerek yeni terapotik yaklagimlart iizerinde calisilmaktadir (Meijer ve Ark.,
2004). Ozellikle merkezi sinir sisteminde GSK-3 aktivitesinin, AP ve néorofibriler
yumaklarin olusumu, Tau proteinlerinin hiperfosforilasyonu, kognitif fonksiyonlarin
duzenlenmesi, noéronal polarizasyon ve aksonal blylme ve hiicre ici sinyalizasyon
dolayisiyla ndéroadaptif degisiklikler, sinaptik plastisite, c¢esitli norogelisimsel
bozukluklar, Alzheimer, depresyon, bipolar bozukluk ve sizofreni de dahil olmak uzere
¢ok sayida hastaligin patogenezinde rolii oldugunu gosteren ¢alismalar vardir (Jope ve
Roh 2006). Bu ¢alismada 1 ve 10 uM ROSC uygulanan hiicrelerde GSK-3p etkinliginin
kontrol hiicrelerine oranla kayda deger bir sekilde azaldigi buna karsin pGSK-3'nin
arttig1 belirlendi. Ayrica GSK-3 substratlarindan olan -kateninin 1 ve 10 uM ROSC
uygulamalar1 sonucunda kontrol hiicrelerine oranla azaldig: saptandi. Bu bulugulara ek

olarak B-katenin proteininin ifade diizeyi sitoplazma ve nuklear fraksiyonlarda ayri ayri
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arastirilmis ve sitoplazmadan izole edilen proteinlerde 1 uM ROSC uygulamasi sonucu
B-katenin miktarinin azaldigi, niiklear fraksiyonda ise P-katenin miktarinin arttig
belirlenmistir. 10 uM ROSC uygulamasi sonucu sitoplazmadan izole edilen proteinlerde
B-katenin miktarinda degisiklik olmamistir fakat nuklear fraksiyonda kontrol
hiicrelerine oranla azalma berlirlenmistir. Sonug olarak ROSC in, GSK-3p ve -katenini
inhibe ederek apoptozu tesvik ettigi anlagilmaktadir. GSK-33’nin kanser hiicre tipine
bagimli olarak hem tiimor tesvik edici hem de tiimor engelleyici bir rolii oldugu
bilinmektedir (Garcia-Gorostiaga ve Ark., 2009). Neuro-2A noroblastoma hiicrelerinde
GSK-3B inhibisyonunun apoptozun indiiklenmesi ve hiicre dongiisii durdurulmasiyla
hiicre canliiginda azalma belirlenmistir (Dickey ve Ark., 2011). Petit-Paitel ve
arkadaslarinin ~ ¢aligmasinda fare noéron hiicrelerinde GSK3p  aktivitesinin
inhibisyonunun mitokondriyal membran potansiyeli degisiklikleri ve sonrasinda kaspaz-
9 ve kaspaz-3 aktivasyonunun engellenmesiyle hiicre 6liimiinii 6nledigi gosterilmistir

(Petit-Paitel ve Ark., 2009).

GSK-3p yiiksek diizeyde beyinde eksprese edilmektedir. Son yillarda yapilan
calismalar GSK-3fB’nin beynin 6nemli iglevlerine dahil oldugunu ve Alzheimer,
Parkinson ve Huntington gibi norolojik hastaliklar ve baska norodejeneratif
bozukluklarla iliskili oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Grimes ve Jope 2001). Literatlrde
epilepsi ve bipolar bozukluklarin tedavisinde kullanilan valproatin in vivo’ da GSK3
enzimini inhibe ettigi gosterilmistir. Bir bagka GSK-3f inhibitorii olan himenialdizinin
Alzheimer hastaliinda GSK-3f tarafindan hiperfosforlanan bolgelerde mikrotiibiil
baglanma proteini olan Tau’nun in vivo'da fosforlanma durumu engellemektedir.
Alsterpaulon, baska bir GSK-3p inhibitorii in vivo’da GSK3’ e baglanmak igin ATP ile
rekabet ederek, Alzheimer hastaliginda GSK3 tarafindan fosforillenen bdlgelerde

Tau’nun fosforlanmasini engellemektedir (Martinez ve Ark., 2002).

Alzheimer hastaliginda noronal apoptozun da onemli bir rol oynadigi ve

kaspazlarin bu patolojik silirece dahil oldugu literatiirde gosterilmistir (Rohn 2010).
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Kiiltiire edilmis hipokampal noronlarinin AP peptidlerine maruz kalmasi kaspaz-3
aktivasyonu ve apoptozla sonuc¢lanmistir (Gervais ve Ark., 1999). AB, APP'nin ardisik
parcalanmasindan olugsmaktadir ve kaspaz-3 APP kesilimine dahil olan baskin kaspaz
olarak bilinmektedir (Shang ve Ark., 2012). Tau proteini de kaspaz-3 igin bir substrat
olarak bilinmektedir ve C-ucunda Tau’nun kesilimi, Tau hiperfosforlanmasini ve
norofibril birikimini tesvik etmektedir (Noble ve Ark., 2009). Ayrica, AP kaynakli
kaspaz-3 aktivasyonu Alzheimer modellerinde Tau proteininin anormal islemine neden
olmaktadir (Banwait ve Ark., 2008). APP ayn1 zamanda in vivo’ da kaspaz-6 tarafindan
da kesilebilmekte ve APP fragmentinin N- ucu, kaspaz-6 bagimli aksonal dejenerasyonu
tetikleyen 6lum reseptorinin aktivasyonu icin bir ligand olarak bilinmektedir (Nikolaev
ve Ark., 2009). Daha once yapilan ¢alismalarda, tiglii transgenik AD fare modelinde
anti-apoptotik Bcl-2 geninin kaspaz-9 ve kaspaz-3 aktivasyonunu engellemesiyle igsel
apoptotik yolagin bloke edilmesinin potansiyel faydasi gosterilmistir; bu kosullarda
Tau’nun kaspaz kesilimi seviyesi sinirlidir ve plaklarin ve diiglimlerin olusumu inhibe

edilmistir, hafizanin korunmasi gelistirilmistir (Corona ve Ark., 2011).

CDK inhibitorlerinin  SSAT ve PAO’yu indiikleyerek ROS olusumunu
uyardiklart bilinmektedir (Arisan ve Ark., 2012; Coker ve Ark., 2012). ROSC ile
tetiklenen apoptotik siiregte artan ROS olusumuna etkisi DCFH-DA boyama ile
fluoresan mikroskobu ve fluorometre ile tespit edilmistir. ROSC uygulanan hiicrelerde
ROS artisina sebep oldugu belirlenmistir. ROSC ile tetiklenen ROS'un yikicr etkisini
onleyen bir ajan olan NAC (Monaco ve Ark., 2004) SK-N-AS hiicrelerinde ROSC ile
es zamanl olarak 24 saat boyunca uygulanmis ve ROSC'in tetikledigi yikici etkiyi

ortadan kaldirdig1 gozlemlenmistir.

Sonug olarak, bu aragtirma kapsaminda elde edilen bulgulara gore, néroblastoma
hicre hatti SK-N-AS' da ROSC apoptotik mekanizmay: tetikledigi agikg¢a ortaya
konmustur. Bu durumda ROS nin taupatik degil de apoptotik etkiye sahip oldugu

diistiniilmektedir. Ayrica bu arastirmalarin in vivo diizeyde ele alinmasi gerekliligi de

80



s6z konusudur. Ozellikle Istanbul Kiiltiir Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Bolimii Model Organizmalar Laboratuarinda halen yiiriitilmekte olan C. elegans’da
taupati arastirmalarinda ROSC uygulamalarinin yapilmas: planlanmaktadir. Ozellikle
ROSC’in CDKS5 ve GSK-3B iliskili sinyal yolaklar1 ile iligkili olarak daha detayh

aragtirmalar yapmay1 hedeflemekteyiz.

Son yillarda AD arastirmalari, bu hastaligin ¢oklu faktorlere bagli olarak
patolojik olaylarla olustugunun belirlenmesi ile giderek onem kazanmaktadir. AP
toksisitesinin Tau patolojisini artirdigr saptanmistir. Ayrica GSK-3B'nin kendisinin A
tiretimini artirdigr da bilinmektedir. CDK5 A toksisitesini inhibe etmektedir ve GSK-
3B'da CDKS tarafindan aktive edilmektedir. Ayrica kinazlar aracili ile meydana gelen
enflamasyonla ilgili beyin olaylarinda A proteininin aract oldugu da belirlenmistir
(Tell ve Hilgeroth 2013). AD terapisinde kombine ila¢ terapilerinin 6nemi ortaya
konmustur. Protein kinazlar hastaligi etkileyen hedef yapilardir. Tau fosforilasyonu ile
Tau patolojisinde protein kinazlar asal isleve sahiptirler. AD'ye uygun protein kinaz
inhibitdrlerin gelistirilmesine agirlik verilmektedir. Ozellikle mikromolar inhibitérler
klinik ag¢idan ¢ok onem kazanmistir. Bu nedenlerle ¢ok hedefli ilaglarin gelistirilmesi

onem arz etmektedir.
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7. EKLER

Tablo 5: Kullanilan cihazlarin listesi.

ADI URUN KODU FiRMA ADI
Buzdolabi 4263TMB Arcelik
ChemiDoc 1708280 Bio-Rad

Derin Dondurucu 2041D Arcelik

Dikey akish giivenlik kabini Model: HeraSafe
Distile Su Cihazi D56412 TKA-Pacific
Dondurucu (-80°C) Ultra Low New Brunswick
Elektroforez sistemi 165-8000 Bio-Rad
Elektroforez transfer sistemi 170-4155 Bio-Rad

Etav Thermo Herocell 1150
Floresan atacmanl invert Model: 1X71 Olympus
Fluorometre Fluoroskan Thermo Labsystems

Giic Kaynag PowerPac/Basic BioRad
Laminar flow Thermo 12469,2
Hassas Tarti LE6202S Sartorius
Hemositometre 2359629 Sigma Aldrich
Invert Mikroskop XDS-1B SOIF
Inkiibator EN 025 Niive
Kar-buz makinasi AF80 Scotsman
Manyetik Karistirica SB162 Stuart/ProLab
Masaiistii sogutmal santrifiij 5417R Eppendorf
Mikropipet (0,5ul-10pl) B344800920 OHAUS
Mikropipet (2ul-20ul) B344600720 OHAUS
Mikropipet (20u1-200ul) Thermo Scientific
Mikropipet (100ul-1000ul) B361701454 OHAUS
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Mikroplaka okuyucu 680 Bio-Rad
Otoklav 0T032 Nuve

pH Metre N315 SEM/Mettler Toledo
PVDF Membran 88518 Thermo Scientific
Sivi azot tanki ve ikmal tanki Arpege 40 Air Liquid
Spektrofotometre Ultraspec 2100 | Biosciences
Tart1 LE6202S Sartorius

TUp rotasyon aleti SRT9D Stuart
Vorteks SA8 Stuart/ProLab
Tablo 6: Hiicre Kiiltiirii donamimlari.

ADI URUN KODU FiRMA ADI
12 kuyucuklu petri 92012 TPP

25cm? hiicre bityiitme kabi 90026 TPP

6 kuyucuklu petri 92006 TPP

60 mm petri 93060 TPP

96 kuyucuklu petri 92096 TPP

DMEM besiyeri D6429 Sigma Aldrich
Enjektor seti (5-10-25 cc) P110-0231 Set Inject
Asal olmayan amino asit ¢ozeltisi M7145 Sigma Aldrich
(100x)

Fetal Bovine Serum P291509 Pan Biotech
Kriyovial tip V7634 NUNC
Penisilin/Streptomisin P06-07100 Pan Biotech
Roskovitin R7772 Sigma Aldrich
SK-N-AS hiicre hatti CRL-2137 ATCC
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Steril pipetler (10ml) 94010 TPP
Steril pipetler (5ml) 94005 TPP
Siringa filtreleri (0.22 pm) 99722 TPP
Tripsin-EDTA P10-0231 Pan Biotech
Tablo 7: Kullamlan kimyasallar listesi.

ADI URUN KODU | FIRMA ADI
10X PBS P04-53500 Pan Biotech
2-merkaptoetanol S4805940517 Merck
Akrilamid / Bis-Akrilamid 30% | A3699 Sigma Aldrich
cozelti

Amonyum persilfat A3678 Sigma Aldrich
Coomassie Blue Belirteci 500-0006 Bio-Rad
DAPI D1306 Invitrogen
DCFH-DA C6827 Invitrogen
DiOC6 Boya 2129966 Fluka

DMSO D5879 Sigma Aldrich
DTT D0632 Sigma Aldrich
EDTA A3452 Sigma Aldrich
Etanol A3452 Sigma Aldrich
Fetal Bovine Serum (FBS) P290310 Pan Biotech
Glisin Al1067 AppliChem
Hidrojen peroksit K39218400838 | MERCK
izopropanol 24137 Rieel-de Haen
Laemli Tamponu S3401 Sigma Aldrich
Luminol A8511 Sigma Aldrich
Metanol 24229 Sigma Aldrich
MTT Soltsyonu M2003 Sigma Aldrich
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Page Ruller Prestained Protein SM0671 Fermentas
Ladder

p-Coumaric Asit C9008 Sigma Aldrich
Phosphate buffered salina (PBS) | 2810305 MP Biomedicals
Propidium lodide A2261,0025 Applichem
Protein izolasyonu Tamponu K0301 Fermentas

Saf Etanol 32221 Rieel-de Haen
SDS (Sodyum dedosil siilfat) A3452 Applichem
Sigir Serum Albumin (BSA) 500-0007 BioRad
Sodyum Klorur A2942 AppliChem
TEMED Al1148 Applichem
Trikloroasetik asit T0699 Sigma Aldrich
Tris Baz A2264 Applichem
Tris-HCI A3452 Applichem
Tween 20 S4927784 802 MERCK
Yagsiz Siit Tozu 9999 Cell Signaling Technology

Tablo 8: Kullanilan molekiiler biyoloji Kitleri.

ADI URUN KODU | FIRMA ADI
Annexin V-PI kiti BV-K101-3 MBL International
Sitoplazmik nuklear protein K0311 Fermentas

izolasyon Kiti
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