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OZET

ALZHEIMER HASTALIGI TANISINDA APP iLiSKiLi GEN VE miRNA
SEVIYELERININ BiYOLOJIK BELIRTEC OLARAK KULLANIMININ SH-
SY5Y INSAN NOROBLASTOMA HUCRELERINDE INCELENMESI

Alzheimer Hastalig1 (AH) geri doniisiimii olmayan, progresif ndrodejeneratif
bir hastaliktir. Hastaligin patogenezinin temelinde amiloid-beta (Ap) monomerlerinin
toksik oligomerlere doniiserek plaklar olusturmasi yatmaktadir. MikroRNA
(miRNA)’lar hayatta kalma ve ndronal fonksiyonlar i¢in esastir. Bircok miRNA’nin,
Alzheimer hastalig1 néropatolojisinde de dnemli oldugu gosterilmistir.

Bu baglamda gergeklestirilen calismada SH-SYSY insan néroblastoma
hiicrelerinde yeterli AB42 ekspresyonu ile Alzheimer modeli olusturularak APP ve f3-
sekretaz genlerinin hedefi oldugu diisiiniilen miRNA’larin, bu genlerin anlatim
seviyeleri lizerindeki olasi rollerinin arastirilmasi amaglanmaistir.

Bu amagla SH-SY5Y ve kontrol olarak insan fibroblast hiicreleri uygun
kosullarda kiiltiire edilerek; AB42 protein uygulamasi yapildi. Hiicrelerdeki amiloid
tiretimininkalitatif ve kantitatif Ol¢iimleri, ELISA ve MTT analizleri ve kongo
kirmizis1 boyama yontemi ile gergeklestirildi. Hastalikla iliskilendirilen miRNA’lar
ve bu miRNA’larla iliskilendirilen genlerin ifade seviyeleri Ger¢ek-Zamanli PZR ile
kantitatif olarak belirlendi.

Sonu¢ olarak, hastalik modellemesi sonrasinda miRNA’lar ve onlarla
iligkilendirilen genlerin hastaligin ndropatolojisi {izerine olas1 rolleri gosterilmeye
calisilmig ve hastalikla iligkili bazi miRNA ve genlerin ifade seviyelerinde Ap42
uygulamasi sonrasinda istatistiksel olarak anlamli degisimler saptanmaistir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer hastaligi, Amiloid prekiirsér protein,
MIRNA, SH-SYS5Y hiicre hatti
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ABSTRACT

ANALYSIS OF THE USE OF APP RELATED GENE AND miRNA LEVELS
AS BIOMARKERS IN SH-SY5Y NEUROBLASTOMA CELLS IN THE
DIAGNOSIS OF ALZHEIMER'’S DISEASE

Alzheimer’s Disease (AD) is a non-reversible, progressive neurodegenerative
disease. In the pathogenesis of the disease, amyloid-beta (AP) monomers are
converted into toxic oligomers and then creates plaques. MicroRNAs (miRNAS) are
essential for survival and neuronal function. Many miRNAs have been shown to be
important in AD neuropathology.

In this context, we are aimed to investigate the possible roles of miRNAs
thought to be the targets of APP and [-secretase genes on expression levels of these
genes by forming Alzheimer’s model with sufficient AB42 expression in SH-SY5Y
human neuroblastoma cells.

For this purpose, SH-SY5Y and human fibroblasts cells which is negative
control, are cultured under optimum conditions; AP42 protein treatment was
applied.Qualitative and quantitative measurements of amyloid production in cells
were performed by ELISA and MTT analyzes and congo red staining.Expression
levels of the mIRNASs associated with the disease and the genes associated with these
miRNASs were quantitatively determined by Real-Time PCR.

In conclusion, after disease modeling, miRNAs and genes associated with
them were tried to be shown on the neuropathology of the disease and statistically
significant changes were observed after application of AB42 expression levels of
some miRNAs and genes related to the disease.

Keywords: Alzheimer Disease, amyloid precursor protein, miRNA, SH-SY5Y cell
line



1. GIRIS

1.1. Alzheimer Hastalhig1

Yaslanma siirecinde meydana gelen oksidatif stres ve mitokondriyel
bozulmalar, telomerlerin kisalmasi, somatik ve germ hiicrelerinde DNA’nin
degismesi, epigenetik degisimler, inflamasyon gibi hiicresel degisiklikler; bu siireci
hizlandirarak, hiicresel senesense neden olabilirler. Yaslanmaya bagli gelisen
hiicresel degisiklikler Alzheimer, Parkinson, multipl skleroz, amniyotrofik lateral

skleroz gibi pek ¢ok hastaliga onciiliikk edebilirler (Reddy ve dig., 2017).

Alzheimer hastaligt (AH) genellikle beynin hipokampus bélgesinden
baglayarak yayilan, biligsel bozukluklarla kendini géstermeye baslayan; progresif
ilerleyen ve proteinlerin birikimi nedeniyle merkezi sinir sisteminde noral kayiplarla
beyinde atrofiye neden olan nérodejeneratif bir hastaliktir (Castellani ve dig., 2011,
Kim ve dig., 2016). Muhakeme giiciinde zayiflama, dil bozuklugu, ajitasyon ve
haliisinayon AH’nin 6nemli ve yaygin Klinik semptomlarindandir (Wang ve Ding
2008). Hastaligin artan goriilme sikligimin getirdigi maddi yiikiin azimsanamayacak
boyutlarda olmasindan dolay1 tan1 ve tedavi galismalarinin 6nemi her gegen giin

artmaktadir.

Alois Alzheimer, 1901 yilinda hastas1 Auguste D. nin tedavisi sirasinda; diger
demans hastalarindan farkli semptomatik 6zellikler gosterdigini fark etmistir. Daha
sonra hastas1 lizerinde yaptigi postmortem incelemelerde, Bielschowsky giimiis
teknigi kullanilarak sinir hiicrelerinde alisilagelmisin diginda yogun fibril demetler ve
serebral kortekste daha sonra literatiire senil/amiloid plaklar olarak adlandirilacak
lezyonlar fark etmistir (Allsop 1907; Hippius ve Neundorfer 2003).Amiloid
birikimler kesfin baslarinda yogun protein agregatlari olarak yorumlanmamis fakat
sonra yapilan incelemelerle farkli protein ve peptit yapilarinin ¢esitliliginde oldugu

gosterilmistir. Boylelikle amiloid peptit birikimlerinin ve fibriler yumaklarin AH



tanist ig¢in gerekli ve ayrilmaz molekiiller oldugu anlasilmistir (Allsop 1907).
flerleyen yillarda bunlarin yami sira néral ve dendritik kayiplar, norofil iplikleri,
distrofik noritler, Hirano cisimcikleri ve serebrovaskiiler amiloid plaklarda

Alzheimer hastalig1 patolojisiyle iliskilendirilmistir (Castellani ve dig., 2011).

AH, demans vakalarinin o6nemli bir yiizdelik dilimini kaplamaktadir.
Baglangi¢ yasina bagli olarak; 65 yasindan 6nce kendini gdstermesi durumunda
erken baglangich AH ve 65 yasindan sonra kendini gostermesi durumda geg
baslangicli AH ad1 altinda ikiye ayrilmaktadir. Her iki durumda da 65 yasin tizerinde

hizla artan bir prevalans gostermektedir (Castellani ve dig., 2011).

Hastaligin  tanist1  biiyilk oranda klinik  belirtilerin  incelenmesiyle
konulmaktadir (Wang ve Ding 2008; Mayeux ve dig., 1998). Bilissel testlerle birlikte
simdiye kadar risk faktorii olarak belirlenmis genlerin taramasinin yapilmasi, beyin
biyopsisi, PET (Pozitron Emisyon Taramasi) ve MR (Manyetik Rezonans)
goriintlilemesi ve bazi biyolojik belirteclerin kullanilmasiyla birlikte hastaligin tanisi
konulmaktadir(Ozkay ve dig., 2011; Castellani ve dig., 2011). Fakat ne yazik ki bu

tan1 teknikleri hastaligin erken agsamasinda teshis koyabilmek icin yeterli degildir.

Yaglanma ve genetik faktorlerin haricinde kafa travmasi, vaskiiler hastalik
gecmisi veya cevresel etkenlerin getirisi gibi fizyolojik ve egitim seviyesi gibi
sosyolojik olarak siniflandirabilecegimiz risk faktorleri de mevcuttur (Castellani ve

dig., 2011).

1.1.1. Alzheimer Hastahig1 Patogenezi ve Genetik Etkiler

AH multifaktoryel bir hastalik olmasi nedeniyle patolojisi tam olarak
¢oziilememistir (Zhao ve dig., 2018). Patolojik olarak; hastalik, sinir hiicrelerine
toksik olan anormal proteinin birikiminden kaynaklanmaktadir ve bu protein
birikimine neden olan iki temel yap1 vardir (Wang ve Ding 2008). Bu yapilar
Alzheimer hastalarinin beyinlerinde karakterize edilmis olan senil plaklar ve
norofibriller yumaklar (NFY); Alois Alzheimer’in 1907°de yapmis oldugu
tamimlamadan beri degismemistir ve hastaligin patolojisi i¢in esas kabul
edilmektedir. Dolayisiyla ekstraseliiler amiloid plaklar ve intraseliiler NFY, AH’nin
tanimlanan ilk histopatolojik &zelligidir. Bu iki temel o6zellikle birlikte sinaptik

dejenerasyon ve hipokampal ndral kayiplar hastaliga 6zgii histopatolojik &zelliklere
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dahil edilmektedir. Bu patolojik ozelliklerin yan1 sira Hirano cisimcigi,
granulovakuolar dejenerasyon gibi 6zellikler ise hastalik i¢in daha az spesifik kabul
edilen patolojik durumlarda mevcuttur. Ayrica hastalarin beyinleri incelendiginde
giruslarda daralma ve bunun sonucu olarak beyinde atrofi gozlemlenmektedir
(Castellani ve dig., 2011; Swerdlow 2007; Ozkay ve dig., 2011).

AH patolojisi, Down sendromlu bireylerde erken yaslarda goriilebilmektedir.
Hastaligin nedenlerinden biri olan Amiloid-beta (AB) protein prekiirsorii kromozom
21°de bulunmaktadir. 1984 yilinda Glenner ve arkadaslar1 trizomi 21 goriilen Down
sendromlu bireylerle AH arasinda anlamli bir iliski kurmuslardir. Uzerine daha sonra
yapilan c¢aligmalarla birlikte sendromlu bireylerde var olan fazladan kopya sebebiyle
AH patolojisinin erken goriildigi disiiniilmektedir. Bu durum da amiloid kaskad
hipotezini destekler niteliktedir (George ve Caine 1984; Castellani ve dig., 2011)

Erken baslangighi ailesel AH, sporadik AH ile patolojik olarak birbirlerine
cok benzemelerine ragmen erken baslangich AH ile iliskilendirilen Presenilinl
geninin ekzon 9 bolgesinde meydana gelen mutasyonun sebep oldugu diisiiniilen
beyaz madde lezyonlar1 ve pamuk-ylin plaklarini da igeren daha yogun lezyonlar
gozlemlenmistir. Klasik AH patolojisine ek olarak, Lewy cisimcikleri de erken

baglangicli AH patolojisi i¢erisinde tanimlanmustir (Castellani ve dig., 2011).

1.1.1.1. Amiloid Prekiirsor Protein

Amiloid prekiirsor protein (APP), Tipl membran protein ailesine ait, biiyiik
ekstraseliiler domaine ve kisa sitoplazmik bolgeye sahip bir proteindir(Mohandas ve
dig., 2017).Amiloid prekiirsor protein (APP), yaklasik 695 aminoasitlik biiyiik bir
transmembran proteindir ve proteaz inhibisyonu saglama, membran reseptorii veya
hiicre adhezyon molekiilii olma, noritlerin biiylimesinde regiilator olma, hiicrede
hayatta kalmay1 tesvik etme, norotoksik etkilere kars1 koruma, sinaptik plastisiteyi

modiile etme gibi pek ¢ok potansiyel rolii oldugu diisiiniilmektedir (Allsop 1907).

APP’nin proteolitik kesiminden sorumlu ii¢ adet sekretaz bulunmaktadir; a-,
B- ve y- sekretaz (Macleod ve Cameron 2015).Bu enzimlerden B- ve y sekretaz ile
kesilmesi sonucunda olusan peptidlerden biri olan norotoksik AP; mitokondriyel ve
sinaptik hasarinin yani sira Tau proteininin hiperfosforilasyonuna neden olarak NFY

olusumunda da rol oynamaktadir (Ozkay ve dig., 2011; De Strooper 2010).a-
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sekretaz, AP olusumunu engeller (Idda ve dig., 2018). y-sekretaz; presenilinler,
presenilin enhancer-2, anterior pharynx-defective 1 (Aph-1) ve nikastrin olmak iizere
4 farkli membran proteininden olusan bir enzim kompleksidir (Duggan ve McCarthy
2016; De Strooper 2010; Wolfe 2012). B-sekretaz, BACEL geni tarafindan kodlanir
ve APP’yi keserek 40-42 aminoasit uzunlugunda AP peptidlerinin olugsmasina neden
olur (Liu ve dig., 2014).Hastaligin en biiyiik etkenlerinden biri olan senil plaklarin
ana bileseni olan AP proteinin ekstraseliiler matrikste birikmesi APP’nin proteolitik
siirecinin sekteye ugramasi sonucunda olusur (Ozkay ve dig., 2011; Castellani ve
dig., 2011).

Amiloid Prekiirsor Proteinin Proteolitik Islenmesi

APP’nin islenmesi iki yolla gerceklesir (Sekil 1.1.); amiloidojenik yolak ve
amiloidojenik olmayan yolak. Amiloidojenik olmayan yolakta, APP’nin kesimi p3
peptidi tarfindan {iretilen a-sekretaz tarafindan kesilmesiyle gerceklesir ve ¢oziilebilir
fragmentler olusur (Idda ve dig., 2018). Amiloidojenik yolakta ise APP,B-sekretaz ve
y-sekretaz tarafindan kesime ugrar ve bu yolakta olusan ¢oziinemeyen peptidlerin
birikimiyle norodejeneratif hastaliklar meydana gelir. B-sekretaz ektodomainden
APPsf salinimina neden olur. Daha sonra kalan APP karboksi terminal fragman
(APP-CFT), y-sekretaz tarafindan kesilerek AP peptidleri ve APP intraseliiler domain
(AICD) serbest kalirlar. APPsP, Ap ve AICD’nin biyolojik fonksiyonlar1 tam olarak
anlasilmamakla birlikte; AP saliimi sinaptik aktivite ve néronlarda uyarici sinaptik
iletimin baskilanmasi ile iliskilendirilmistir. Yeni yapilan bir aragtirmada APP’lerin
bilinmeyen bir proteaz tarafindan islenerek DR6 6liim reseptorii icin ligand gorevi
goren bir amino terminal domain fragmenti iiretiminde rol aldig1 diistiniilmektedir.
Bunun yani1 sira AICD’ nin bir niikleer sinyal molekiilii oldugu diisiiniilse de bu hala
tartisitlmaktadir. Nicelik ve fonksiyonel olarak APP’de en 6nemli kesilme a-sekretaz
tarafindan gergeklesmektedir ve bu kesilmeyle APPsa ektodomeini salinir. Sonug
olarak karboksi terminal APP-CTFa, y-sekretaz tarafindan islenir ve kiicik p3
denilen bir fragment ile birlikte AICD firetilir. APPsa’nin néroprotektif ve sinaps
olusumunu tesvik edici bir etkisi oldugu diistiniilmekle birlikte heniiz mekanizmasi
tam olarak ¢oziilememis ve herhangi bir tanimlama yapilmamistir (De Strooper
2010; Van Dooren ve dig., 2005). AP toksisitesinde morfolojik degisimler goze
carpmaktadir. AB’nin hiicre kiiltliriinde ve in vivo beyin caligmalarinda noronlar
oldiirdigli gosterilmistir. Membran bagimli aspartil proteazlardan olan BACEI
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bilinen B-sekretazlardan biridir. Birgok dokuda bulunmakla birlikte 6zellikle beyin
ve noronal hiicrelerde yogun olarak bulunmaktadir. Genellikle hiicre kiiltiirlerinde ve
viicut sivilarinda tespit edilen AP peptidinin 6zel bir B-sekretaz olan BACE1L
tarafindan kesildigi disiiniilmektedir. BACEI’in yapisina baktigimizda sinyal
domeini, katalitik domein, transmembran domein ve sitoplazmik domeinler oldugu

goriilmektedir (De Strooper 2010).
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Sekil 1.1. APP’nin enzimatik kesimi (Kang ve dig., 2014)

Dolayisiyla AP monomerlerinin toksik oligomerlere doniiserek plaklar
olusturmasi(Kim ve dig., 2015) nedeniyle; beyinde AB’nin anormal birikimi AH i¢in
anahtar niteliginde patolojik belirtectir (Kim ve dig., 2016).

Amiloid Kaskad Hipotezi

Beyinde anormal A peptid birikiminin patolojik kaskad: tetikleyerek AH na
onciiliik ettigine dair amiloid kaskad hipotezi ortaya atilmistir (Reddy ve dig., 2017).
Hastaligin agiklanmasi igin basvurulan hipotezlerden biri olan amiloid hipotezine
gore hastaligin tetikleyici nedeni olarak goriilen amiloid-beta, 40-42 amino asit
uzunlugunda bir peptittir ve amiloid prekiirséor proteinin (APP) proteolitik

kesilmesiyle olugsmaktadir (Soderberg ve dig., 2005; De Strooper 2010)

Amiloid kaskat hipotezi baslangigta, beyindeki amiloid plaklarinin hastaligin
giiclendirici faktorleri oldugunu savunurken, yapilan ¢alismalar 1s18inda bu hipotezin

daha giincel versiyonu ise AP peptidlerinin kiiclik ¢oziinemeyan agregatlarinin
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hastaligin ilerlemesinde temel neden oldugunu savunmaktadir. Af’nin amino ve
karboksil uclarindaki heterojeniteden kaynakli ¢esitli varyantlar1 toksisiteye neden
olmaktadir. Ozellikle AB(1-42) patojenik bir etki gdstermektedir. Bu varyant ayni
zamanda sporadik ve ailesel Alzheimer amiloid plaklarin yapisinda bolca bulunur ve
amiloid olusumunun kaynag1 olarak gosterilmektedir. Amiloid hipotezinin
sonucunda yumak olusumu ve nerddejenerasyon, anormal AP metabolizmasi
sonucunda ortaya ¢ikmaktadir (De Strooper 2010; Idda ve dig., 2018; Van Dooren ve
dig., 2005). Dolayisiyla trizomi 21 goriilen Down sendromlu bireylerde var olan
fazladan kopya sebebiyle AH patolojisinin erken goriildiigii diistinilmektedir. Bu
durum da amiloid kaskad hipotezini destekler niteliktedir (Castellani ve dig., 2011).

Amiloid Beta 1-42’nin Norotoksik Etkileri

APB42; APP’nin B- ve y-sekretaz tarafindan kesimiyle olusur. 42 amino asit
uzunlugundaki ¢oziinemeyen bu peptit beyinde birikerek hiicreler {izerinde toksik
ozellik gosterir (Idda ve dig., 2018). 1989-1990 yillarinda yapilan in vitro ¢aligmalar
1s5181inda AP agregatlariin bir 6lgiiye kadar norotrofik etki gosterdigi rapor edilmistir.
Fakat 1990 yilinda, Yanker ve arkadaslari, AP agregatlarinin anormal artiginin
norotoksik olabilecegini de gostermislerdir. Amiloid-beta birikimi sinaptik
bozulmalar ve ndron kaybina neden olabilecek reaktif oksijen tiirlerinin asiri
tiretimine neden olarak; kalsiyum hemaostasini bozup oksidatif stresi arttirmaktadir.
Ayrica hiicrelerde AP konsantrasyonuna bagli olarak apoptoz veya nekroz da
tetiklenmektedir (Zhao ve dig., 2018; Allsop 1907).

Coziinemeyen AP tiirlerinin sinaptik kayba neden oldugu anlasildigindan beri
sinaps kayb1 Alzheimer i¢in en spesifik patolojik 6zellik olarak kabul edilmektedir.
Bu nedenle beyindeki AP birikimini azaltmaya yonelik stratejiler hastalik terapileri
i¢in izlenmesi gereken strateji olarak kabul edilebilir (Castellani ve dig., 2011; Kim
ve dig., 2016).

1.1.1.2. Iliskili Diger Genler

Hastalikla bir¢cok gen iligkilendirilmesine karsin bazi genlerin 6zellikle 6n
planda olduklarint ve goze carptiklarini sdyleyebiliriz. Bu genlerin hiicrede belli
kompartimanlarda ifade yogunluklari degisir (Sekil 1.3.).



BACE1l

BACEI néronlarda yiiksek oranda eksprese edilir ve fizyolojik olarak bir¢ok
onemli substratin kesimini gergeklestirir. APP’de meydana gelen ilk kesilme -
sekretaz BACE]1 tarafindan gergeklestirilir (Sekil 1.2). BACEL’in inhibe edildigi
caligmalara bakildiginda APP’nin alternatif islenmesine neden olarak sinaptik aktif

peptidlerin tiretildigi gézlenmistir (Scheltens ve dig., 2016).

Yaslanma siirecinde miR-186’nin  down-regiile  edilmesi BACEL
ekspresyonunu indiiklemis ve AP birikimini arttirmistir. Bunun gibi BACEI1
ifadesinde diizenleyici olarak gorev yapan miRNA’lar tanimlanmistir (Kim ve dig.,

2016)
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Sekil 1.2. BACE1'nin AH patogezindeki rolii (George-Hyslop ve Haass 2008).

AP tiretimindeki rolii g6z oniine alindiginda BACE1, Alzheimer hastaliginda
onemli bir terépatik hedef haline gelmistir. Fare modellerinde BACE1’in RNAi
aracilt knock-down edilmesi veya genetik delesyona ugratilmasi sonucunda Ap-

iligkili patolojinin ve kognitif defektin iyilestigi goriilmiistir (Kim ve dig., 2016).



Presenilinl

Alzheimer hastaligi anlasilmasi zor bir patogeneze sahip olmasina ragmen
beyinde anormal AP peptid birikiminin patojenik kaskadlar1 tetikledigi
distiniilmektedir(Kim ve dig., 2016). Bu proteinlerin ¢6kmesi durumunda
hipokampiiste baslayan noral kayip tiim kortekse yayilir (Jia ve Liu 2016). Ailesel
Alzheimer hastaliginda AP olusumuyla ilgili en giliglii kanitlar APP, PSEN1 ve
PSEN2 mutasyonlariyla iligkilendirilmistir. APP, AP peptidinin oncii molekiiliidiir.
APP’de gerceklesen mutasyonlar AB’nin kesimini ve birikmesini etkilemektedir.
PSEN1 APP’nin kesiminde rol oynayan gama sekretazin katalitik alt {initelerinden
biridir (ldda ve dig., 2018). AP42 iizerinde yapilan c¢alismalar, PSEN
mutasyonlarinin APP’nin etkisini azaltarak uzun ve daha hidrofobik A peptidlerinin
tiretilmesine neden oldugunu gostermistir. Ayrica yapilan arastirmalar sonucunda
Presenilinl mutasyonun AB42 miktarini arttirdigi bulunmustur (Castellani ve dig.,
2011). Amiloid kaskad hipotezi dogrultusunda AP peptidinin hastalig: tetikledigi ya
da prosesi giiclendirdigi disilinilmektedir. APP, PSENI1 ve PSEN2’deki
mutasyonlarin A birikimini arttirdig1 goézlenmistir. AP oligomerleri ¢esitli membran
reseptOrlerine baglanmaktadirlar. Fakat bu farkli etkilesimlerin hastalik siirecine
etkisi tam olarak agiklanamamistir. AB’nin Alzheimer hastaliinda énemli bir rolii
oldugundan dolayi, hastalig1 tedavi etmek ya da onlemek i¢cin AP liretiminde etkili

proteazlari bloke etmek iizerine ¢alismalar yapmak daha makul olacaktir.

PSEN1 geninde meydana gelen mutasyonlar sonucunda dogrudan ya da
dolayl1 olarak APP’nin proteolitik siirecinde hatali bir isleme ugrayarak toksik AP

proteinlerinin iiretimine neden oldugu bilinmektedir (Kim ve dig., 2015).
GSAP

GSAP, y-sekretaz aktive edici proteindir ve karbon terminal yarilmay1
modiile etmektedir. PION olarak da adlandirilan GSAP, yaklastk 16 kDa
biiyiikliigiinde bir proteindir (Fang ve dig., 2012; George-Hyslop ve Fraser 2012).
GSAP’in ifadesinin azaltildig1 kemirgen modellerinde AP plaklarinda azalma oldugu
gozlenmistir (Satoh ve dig., 2012). Alzheimer hastalarinda, kontrollere oranla beynin
farkli bolgelerinde bulunan GSAP, yiliksek oranda immiinoreaktivite gostermistir

(Deatherage ve dig., 2010).



BDNF

BDNF, noérotrofin biiylime faktorleri ailesinin bir iiyesidir ve reseptdr trozin
kinaz B ile etkilesime girerek norit gelisimini ve sinaptik plastisiteyi arttirir. Bir dizi
calisma, beyinde bulunan norotrofik faktér (BDNF) gibi trofik faktorlerin sentezinin
ve salmiminin beyin iizerinde pozitif etkileri oldugunu gostermistir (MacPherson,
2017). Alzheimer hastalar1 ve saglikli kontrol grubu iizerinde yapilan bir ¢aligma
sonucunda BDNF’nin Alzheimer hastalarinda, kontrol gruplarina goére anlamli
derecede diisiik oldugu rapor edilmistir (Laske ve dig., 2007). Bunun gibi birbirini
takip eden ¢aligmalar sonucunda BDNF seviyesinin diigmesi ve AH patolojisinin

birbiriyle iliskili oldugu sonucuna varilmistir (Fumagalli ve dig., 2006).
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|
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Sekil 1.3. AH iliskili genlerin hiicre igerisindeki, yogunluga bagli gosterimi (0: Hi¢ 5:En yogun)
(www.genecards.org).

1.2. miRNA

MikroRNA (miRNA)’lar hayatta kalma ve noronal fonksiyonlar i¢in esastir.
Kodlama yapmayan, kisa, endojen RNA’lardir. Hedef mRNA’lara baglanarak
transkripsiyon sonrasi regiilasyonda gorev alirlar (Zhao ve dig., 2018). Olgun
MIRNA yaklasik 20-25 niikleotidlik, tek zincir RNA molekiliidir. Birgok

miRNA’nin, AH iliskili proteinlere etki ederek, noropatolojide 6nemli oldugu
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gosterilmistir (Liu ve dig., 2014). Giiniimiizde 2000’in {izerinde tanimlanmis miRNA
vardir. miRNA ile ilgili yapilan yeni arastirmalarda, insan dahil birgok tiirde, genetik
regiilasyonda gergekten 6n plana ¢ikacak kadar 6nemli rol oynadig1 gézlemlenmistir.
Spesifik genlerin mesajc1 RNA’larimin (MRNA) 3> UTR bdélgelerindeki spesifik gen
dizilerine baglanarak bu genlerin translasyonunu engelleme prensibine dayali bir
calisma mekanizmalar1 vardir. Gen ifadesini susturmada oynadiklari 6nemli rol

sayesinde hiicresel siireglerin regiilasyonu i¢in umut verici bir hedef saglarlar (Reddy

ve dig., 2017) (Sekill.4.).
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Sekil 1.4. miRNA"nin gorevleri ve isleyisi

Yapilan ¢aligmalar incelendiginde; hipokampal néronlarda oksidatif stresin
tetiklenmesiyle, bu noéronlarda ifade edilen miR-329, miR-193b, miR-20a gibi bazi
miRNA’larda artig gézlemlenirken (Zhang ve dig., 2014), 2012 yilinda Alexandrov
ve arkadaslart miR-9 miktarinin AH’da azaldiginm1 gézlemlemistir (Alexandrov ve
dig., 2012). Baska bir ¢alismada frontal korteks noronlarinda Dicer’in susturuldugu

farelerin norodejenerasyon gosterdigi saptanmistir (Cheng ve dig., 2014).

1.2.1. miRNA Biyogenezi ve Regiilasyonu

miRNA biyogenezi, ¢cekirdekte miRNA kodlayan genlerden birincil miRNA
(pri-miRNA) transkriptinin transkribe edilmesiyle baslar. Birincil miRNA Drosha ve
DGCR8 proteinin enzimatik kesimiyle 6ncii miRNA (pre-miRNA) olusur. Bu
asamanin sonunda Exportin-5, Ran-GTP proteinleri yardimiyla
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sitoplazmayatasinarak sitoplazmik proteinler olan Dicer ve TRBP ile kesilerek
mIRNA dubleksleriolusur. Bu dubleks yapisi helikaz tarafindan agilarak olgun
miRNA’lar1 olustururlar. Olgun miRNA’lar Ago2 proteini ile RISC kompleksini
olustururlar ve boylelikle mRNA’nin 3° UTR’sini hedefleyerek translasyonunu
baskilarlar (Sekil 1.5.) (Reddy ve dig., 2017).
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Sekil 1.5. miRNA biyogenezi (Li ve dig., 2011)

MIRNA’lar post-transkripsiyonel regiilator proteinlerin kodlanmasinda
anahtar role sahiptir. mMRNA’ya baglanip translasyonel asamada represe ve/veya
degrade ederek, gen ekspreyonunu regiile ederler. miRNA’lardaki diizensizlik;
hastalikla iliskili genlerin ifadelerinde degisiklige neden oldugu ve boylelikle cesitli
hastaliklarin baslangicina ve/veya bu hastaliklarin ilerlemesine neden oldugu artan

kanitlarla desteklenmektedir (Kim ve dig., 2016).

miRNA’lar noral farklilasma, sinaptogenez ve plastisitede oynadiklari
anahtar roller gz 6niine alindiginda; beyinde yiiksek oranda ifade edilirler (Maoz ve

dig., 2017).
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1.3. Alzheimer Hastah@i’nda Biyolojik Belirte¢ Olarak miRNA

Alzheimer hastali§i i¢in genisletilmis arastirmalar yapilmasina ragmen
hastaligin siirecini geciktirecek ya da hastaligi Onleyecek ilaglara sahip degiliz.
Ayrica bunlarin yani sira erken asamada Alzheimer tanist konulmasini saglayacak
biyolojik belirteclere de sahip degiliz (Reddy ve dig., 2017). Bu nedenle
arastirmacilar miRNA gibi invaziv olmayan tani testlerinin bulunmasina yonelik

calismalara yogunlagsmislardir (Kumar ve dig., 2017).

Alzheimer hastalarinin beyinlerinde olusan patolojik degisimler, klinik
semptomlarin gozlenmesinden ¢ok Once olusmaya baslamaktadir. Etkili bir tedavi
yontemi yoktur. Glinlimiizde Yyalnizca semptomatik tedaviler uygulanmaktadir.
Spesifik biyolojik belirteglerin olmamasi, hastalifin erken teshis edilememesindeki
en bliylik etkenlerden biridir. Bu nedenle Alzheimer hastaliginin erken teshisinde
biyolojik belirteclerin 6nemi biiyiiktiir. Ideal biyolojik belirteg, kognitif biling
zayiflamaya baslamadan norodejeneratif siireci tanimlayici nitelikte, spesifik ve
oOlgtilmesi kolay olmalidir (Wu ve dig., 2016; Scheltens ve dig., 2016). Amiloid 42
ve Tau proteinleri serebrospinal biyolojik belirtegler olarak belirlenmislerdir.
Amiloid B oligomerleri de sinaptik belirte¢ olma yoniinde adaydir (Scheltens ve dig.,
2016).

Genom c¢apinda yapilan ekspresyon profili calismalari, yaslanmadan
etkilenen bircok gen ve biyolojik yolak tanimlanmasina ragmen miRNA’nin
yaslanan beyinde rol oynadigin1 gosteren ve Alzheimer patogenezi ile iligki arayan

caligmalarin tarihi ¢ok da eskiye dayanmamaktadir (Kim ve dig., 2016).

miRNA'In noronal gelisim, farklilasma ve noéronlarin sinaptik plastisitesinde
rol aldigi diislinilmektedir. Bunlarin yan1 sira miRNA'larda meydana gelen
sorunlarin merkezi sinir sistemi hastaliklari, Alzheimer hastaligi, Huntington
hastalig1 gibi hastaliklara neden olabilecegi diisiintilmektedir. Konu ile ilgili yapilan
caligmalar incelendiginde Alzheimer hastaliginda bazi miRNA'larin disregiilasyonu
tespit edildiginden dolay1 bu anomalinin hastaliginin patolojisinde rol oynayabilecegi
dolayisiyla miRNA'larin invaziv olmayan ve hassas biyolojik belirtegler
olabilecekleri diistiniilmektedir (Jia ve Liu 2016).
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miRNA’lar protein kodlayan genlerin post-transkripsiyonel regiilatorleridir.
miRNA’lar hedef mRNA’lara baglanip onlar1 baskilayarak ve/veya degrade ederek
gen ekspresyonunu diizenler. miRNA’lar siklikla hastaliga 6zgiin patern gosterirler.
AH patolojisini inceledigimizde AP akiimiilasyonunun klinik semptomlarin
baglamasindan 10 ile 20 yil Oncesinden olugmaya basladigina dair hipotezler
mevcuttur. Dolayisiyla AB’ya 6zgii belirteglerin ¢alisilmast hastaligin erken tanisinda

yararli olacaktir (Kim ve dig., 2016).
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2. AMAC

Alzheimer en sik rastlanan demans tipi olmakla birlikte, artan prevalans
gostermektedir. Henliz sadece semptomatik tedavisi gergeklestirilebilmektedir. Erken
tanty1 miimkiin kilan testlerin sayisi ya yetersiz ya da testlerin kesinlik durumu

stiphelidir.

miRNA’larin, Alzheimer hastaligini etkileyen genler iizerinde etkili bir rol
oynadigi bilinmektedir. Ayrica, potansiyel olarak biyolojik belirteg ilan edilmeleri
nedeniyle hastalik mekanizmasindaki isleyislerinin ayritili olarak anlagilmasi
onemlidir. Alzheimer hastaligi {tizerinde etkili olan genlerle iliskilendirilmis
miRNA'larin  seviyelerini karsilastirmali olarak inceleyerek; olasi biyolojik
belirteclerin saptanmasi ve bdylece Oncelikle tani1 ve sonrasinda tedavi siirecine

katkida bulunulmasi amaglanmastir.
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3. MATERYAL

3.1. Arastirmada Kullanilan Ornekler

Arastirmada kullanilan noroblastoma hiicre hatti olan SH-SYS5Y hiicreleri
Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’ndan
temin edilmis olup, fibroblast hiicre hatti olan dHI1f hiicreleri ise bdoliimiimiiz
stoklarindan  kullanilmistir. kiiltiirt

Deney sirasinda gerceklestirilen hiicre

caligmalarinin tamaminda tek kullanimlik, steril malzemeler kullanilmis; islemler

laminar akish steril kabin icerisinde gerceklestirilmistir.

3.2. Kimyasallar

Arastirma sirasinda kullanilan kimyasallar Tablo 3.1.’de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Kimyasallar

DMEM

Penicilin Streptomicin

Fetal Bovine Serum (FBS)
Fosfat Tampon Salin (PBS)
Tripsin

DMSO (Dimethyl Sulfoxide)

Ap42 proteini
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Thermo Fisher
Thermo Fisher
Thermo Fisher
GIBCO

Thermo Fisher
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Hiicre kiltira

Hiicre kiiltira

Hiicre kiltiru

Hiicre kiiltiru

Hiicre kiltira

Hiicre kiiltira

Hiicre kiiltiiru



Tablo 3.1°in Devam

CongoRed boyama kiti
2-Merkaptoethanol

Hank’s Buffer Solution

Molecular Biology Grade Ethanol

>99,8
Gen primerleri
mMiRNA

MTT

Atom Scientific

Sigma-Aldrich

Thermo Fisher

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

BIOMATIK

Hiicre kiiltiiri
RNA izolasyonu

RNA izolasyonu

RNA izolasyonu

Gergek-Zamanli PZR

Gergek-Zamanli PZR

Canlilik Testi

Absolute Ethanol

3.3. Cihazlar

Sigma-Aldrich

Genel

Arastirma sirasinda kullanilan cihazlar Tablo 3.2°de gdsterilmistir.

Tablo 3.2 Cihazlar

Cihazlar

Laminar Akis Kabini

Firma

Faster SafeFast Classic

Islem
Hiicre Kiltiira

Finnpipette™ F2 Variable Volume
Single-Channel Pipettes

Thermo Fisher

Hiicre Kiiltiiru

S1 Pipet Filler Thermo Fisher Hiicre Kiiltiiri
SafeVac Vacuum Aspirator SCILOGEX Hiicre Kiiltiirii
Inkiibaktér INCO2 Memmert Hiicre Kiiltiirii
Su banyosu WNB 14 Memmert Hiicre Kiiltiirii
AXIO invert Vert. Al mikroskop Zeiss Hiicre Kiiltiirii
CK40 151k mikroskobu Olimpus Hiicre Kiiltiiri
Azot Tanka Thermo Fisher Hiicre Kiiltiirii
-80°C Buzdolabi Haier-Biomedikal Genel
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Tablo 3.2’nin Devam

System

Distile Su Cihaz1 Barnstead Thermo Fisher Genel
Smart2Pure™

Universal 320 R Santrifiij Cihazi Hettich Genel

Mini Spin Plus Mikrosantrifiij Eppendorf Genel

CFX Connect™™ Real-Time PCR BioRad PCR reaksiyonlari

Minisipin

Four E’S Scientific

RNA izolasyonu

Vorteks

Heidolph Reax top

RNA izolasyonu

MultiSkan™ GO pDrop

Thermo Fisher

RNA izolasyonu,

ELISAve MTT
AF 80 Buz Cihazi Scotsman RNA izolasyonu
Dik Tip Otoklav BES Sterilizasyon

3.4. Sarf Malzemeler

Arastirma sirasinda kullanilan sarf malzemeler Tablo 3.3’te gosterilmistir.

Tablo 3.3. Sarf Malzemeler

Sarf Malzemeler Firma “Kullanim Alami

| Kiiltiir kabi (25cm?,75cm?)  Sigma-Aldrich  Hiicre Kiiltiirii
Corning Dish (150cm?) Sigma-Aldrich Hiicre Kiiltiiri
6 kuyucuklu hiicre Kkiiltiir plakalar: Sigma-Aldrich Hiicre Kiiltiirii
96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakalar: Sigma-Aldrich Hiicre Kiilttri
Kriyotiip (2ml) Greiner Bio-one  Hiicre Kiiltiirii
Cam pastor pipet Marienfeld Hiicre Kiiltiirti
Serelojik pipet(5ml-10ml-25mI-50ml) Sigma-Aldrich Hiicre Kiiltiirii
Corning® 150ml Vakum Filtre Sigma-Aldrich Hiicre Kiiltiirii
Thoma lam Marienfeld Hiicre Kiiltiiri
Platemax® UltraClear Sealing Film Axygen PZR Reaksiyonlar1
PCR ® Microplate Axygen PZR Reaksiyonlari
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Tablo 3.3%iin Devam

PCR ® Stripe Tubes Axygen PZR Reaksiyonlari
Filtreli u¢ (10pl, 20ul, 200ul, 1000ul) Isolab Hiicre Kiiltiirti
Pipet ucu (10pl, 200ul, 1000pul) Isolab Hiicre Kiiltiirti
Eppendorf (1,0ml, 1,5ml, 2,0ml) Axygen Hiicre Kiiltiiri
Filtre (0,20 pm, 0,45pum) Sigma-Aldrich Genel

PCR tiipii (0.2ml) Axygen Genel

Falcon (15ml, 50ml) Isolab Genel

Beher Isolab Genel

Meziir (50ml, 500ml, 1000ml) Isolab Genel

Rack Isolab Genel
Parafilm BEMIS Genel

Eldiven Beybi Genel

3.5. Kitler

Arastirma sirasinda kullanilan kitler Tablo 3.4.’te gosterilmistir.

Tablo 3.4. Kullanilan Kitler

Kitler Firma Islem
NucleoSpin® RNA Machery- Total RNA izolasyonu
Nagel

mirPremier® micro RNA Isolation  Sigma-Aldrich miRNA izolasyonu
Kit

cDNA Synthesis Mix cDNA sentezi
MystiCq™ microRNA ¢cDNA Sigma-Aldrich  cDNA sentezi
Synthesis Mix

SensiFAST SYBR® No-ROX Kit Bioline Gergek-Zamanli PZR
MystiCq™ microRNA SYBR® Sigma-Aldrich  Gergek-Zamanli PZR
Green qPCR ReadyMix™

ELISA Thermo Fisher  Protein dlgiimii
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3.6. Hiicre Hatlar Biiyiime Ortamlar
Noroblastoma hiicre hattt SH-SYSY ve fibroblast hiicre hatti1 dH1f hicreleri

%10 FBS, %1 penisilin-streptomisin ve %1 NEAA iceren besiyerinde(DMEM)
gerceklestirildi.

3.7. Primerler

Gergek-Zamanli PZR ile ekspresyon seviyelerinin karsilastirmali dl¢timlerini

incelemek i¢in kullanilan ilgili genlerin primer dizileri Tablo 3.5te verilmistir.

Tablo 3.5. Gergek-Zamanli PZR’da kullanilan genlerin sembolleri ve baz dizileri

Genin Sembolii BazDizisi (5'-3")
APP .
[leri Primer: GGC CCT GGA GAA CTA CAT CA
Geri Primer: AAT CAC ACG GAG GTG TGT CA
BACE1 .
Ileri Primer: TTG TCA CCT TGG ACA TGG AA
Geri Primer: CAG GGA GAT GTC ATC AGC AA
PSEN1 .
Ileri Primer: GGT AAA GCC TCA GCA ACA GC
Geri Primer: GAA AAC AAG CCC AAA GGT GA
GSAP .
Ileri Primer; ACC TCT GCC TCC TGG TTT TC
Geri Primer: GGA AGC CGC ACA ATG ATACT
BDNF [leri Primer: GAC GGT CAC AGT CCTTGA A

Geri Primer: GCC AGC CAATTC TCT TTT TG

B-Actin (Referans gen)  Ileri Primer: TGAAGTGTGACGTGGACATC
Geri Primer:GGAGGAGCAATGATCTTGAT
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3.8. miRNA’lar

Gergek-Zamanli PZR ile ifade seviyelerini belirledigimiz genleri ile

iliskilendirilmis miRNA’lar ve primer dizileri Tablo 3.6’da verilmistir.

Tablo 3.6. Ger¢ek-Zamanli PZR’da kullanilan miRNAlar ve primer dizileri

mMiRNA

Primerleri Primer Dizileri (5'-3")

miR 9-3p AUAAAGCUAGAUAACCGAAAGU
miR 9-5p UCUUUGGUUAUCUAGCUGUAUGA
miR 98 UGAGGUAGUAAGUUGUAUUGUU
miR 223-5p CGUGUAUUUGACAAGCUGAGUU
miR 29a-3p UAGCACCAUCUGAAAUCGGUUA
miR 200a-3p UAACACUGUCUGGUAACGAUGU
miR 16-5p UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG

GUGCUCGCUUCGGCAGCACAUAUACUAAAAUUGGAA
miR RNU6-1 CGAUACAGAGAAGAUUAGCAUGGCCCCUGCGCAAGG
AUGACACGCA AAUUCGUGAAGCGUUCCAUAUUUU
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4. YONTEM

4.1. Hiicre Hatlarmin Kiiltiirii

SH-SY5Y insan noroblastoma hiicre hatti ve H1 insan embriyonik kok
hiicrelerinden farklilastirilmis fibroblast (dH1f) hiicre hatti hiicreleri daha 6nceden
belirlenmis olan hiicrelerin iyi ¢ogalim gosterdigi, tamamlanmis besiyeri (DMEM)
igerisinde;37°C’de, %5 CO2’li ve nemli ortamda Kkiiltiire edildi. Hiicre ¢6zme,
dondurma ve pasajlama gibi islemlerin hepsi laminar akis kabininde, steril bir sekilde

gerceklestirildi.

Hiicrelerin biiyiimeleri icin gerekli bilesenleri barindiran ve Tablo 4.1.°de
belirtilen oranlarda hazirlanan tamamlanmig besiyeri 0,22um’lik filtreden

gecirildikten sonra hiicrelerin kiiltiire edilmesinde kullanildi.

Tablo 4.1. Besiyeri hazirlanirken DMEM iizerine eklenen tamamlayici bilesenler

FBS %10
Pen-Strp %1
NEAA %1

-196°C’ s1v1 azot igerisinde SH-SY5Y hiicreleri tanktan ¢ikarilarak 37°C’deki
su banyosunda 1-2 dakikalik dairesel hareketlerle ¢6ziildii. Coziinen hiicreler hizli bir
sekilde Onceden hazirlanmig, 37°C’ye 1sitilmig tamamlanmis besiyeri igerisine
aktarildi. 1500rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Pelete zarar vermeden silipernatant
atild1 ve pelet ilizerine bir miktar taze tamamlanmis besiyeri konuldu. Thoma Lami
yardimiyla sayilan hiicrelerin kiiltiir kaplarinin ylizey alanlarina uygun miktarda

ekimi gergeklestirildi.

Hiicre sayimi Thoma Lami ve tripan mavisi yardimiyla gerceklestirildi.
Santrifiij islemiyle ¢Oktiiriilen hiicreler taze hazirlanmis besiyerinde ¢oziildiikten

sonra, hiicre siispansiyonu ve tripan mavisinden 1:1 oraninda karistirilarak 10ul’si
21



Thoma Lami tizerine konularak 1s1k mikroskobunda sayim yapildi. Sayim sirasinda
¢eper yapist bozulan, 6lmiis hiicreler iclerine tripan mavisini aldiklar1 i¢in sayima

dahil edilmedi. Gerekli formiil uygulanarak ml’deki hiicre sayis1 bulunmus oldu.

(Hicre sayist) ) e - 4
= (Sayilan canli hiicre) X (Diltisyon faktori) X 10* X 2

ml

Hiicrelerin en fazla 3 gilinde 1 besiyerleri tazelendi. Kiiltlir kabinin tabani
hiicreler tarafindan yaklasik %70-80 doluluk oranma ulastiginda pasaj islemi
gerceklestirildi. Bunun i¢in dnce PBS ile yikanan hiicrelerden besiyeri uzaklastirildi.
Kiiltir kab1 boyutuna gore yeterli tripsin eklenip yaklasik 3 dakika inkiibatorde
bekletilerek hiicrelerin kalkmasi saglandi. Igerisinde bulunan FBS, tripsin aktivitesini
inhibe ettiginden dolay1 kalkan hiicrelerin {izerine tamamlanmig besiyeri eklendi.
Kiiltiir kab1 yikanmasiyla toplanan hiicreler 1500rpm’de 5 dakika santrifiij ettirilerek
¢okmeleri saglandi. Pelete zarar vermeden siipernatant atildi ve pelet bir miktar
tamamlanmis besiyeri igerisinde ¢oziilerek Thoma Laminda sayildi. Hiicreler
kullanilan kiiltiir kaplarinin yiizey alanlarina uygun miktarlarda ekilerek ylizeye
yayilmalar1 saglandi. Boylelikle pasaj islemi tamamlanmis olan hiicreler 37°C %5

COy’li ortam saglayan inkiibatore kaldirildi.

Pasajlama islemi ile hiicrelerin bir kisminin kiiltiirii devam ettirilirken bir
kisminin kiiltiiri devam ettirilirken bir kismi1 da sonraki ¢alismalarda kullanilmak
tizere donduruldu. Bu islem icin tamamlanmis besiyeri uzaklastirilan hiicrelerin
tizerine daha 6nceden Tablo 4.2’de gosterildigi sekilde hazirlanan dondurma besiyeri
eklenerek kriyo tiipe alindilar. Hiicreler oncelikle -80°C’de 1 gece bekletildikten

sonra -196°C’deki s1v1 azot tankina uzun siireli bekleme i¢in kaldirildilar.

Tablo 4.2. Dondurma igin hazirlanan besiyeri bilesenleri

FBS %40
DMEM %50
DMSO %10

4.2. Kongo Kirmzisi ile Boyama

Kongo kirmizist organik bir sodyum tuzudur ve AP42 proteinin tespiti i¢in

kullanilir. APB42 proteini uygulanarak ii¢ pasaj ilerletilen ve protein uygulamasi
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yapilan PO (AB42 proteini uygulandig kiiltiir PO olarak adlandirildi)’daki uygulama
ve kontrol hiicreleri, karsilastirmali incelenmek amaciyla kit protokoliine uygun bir

sekilde Kongo kirmizisi ile boyandi.

6 ve 12 kuyucuklu hiicre plakalarindaki SH-SYS5Y ve dH1f hiicreleri absoliit
etanol ile plakalara sabitlendi. Sabitlenen hiicreler {lizerine Kongo kirmizi boya
soliisyonu eklenerek 5-6 dakika beklendi. Daha sonra {izerine potasyum hidrosit
eklenerek 15-20 saniye beklendi. Kuyucuklar yikandi ve tizerlerine Haemalum
Mayer soliisyonu eklenip 5-6 dakika beklendi. Kuyucuklar yikandi, absoliit alkol ile

su uzaklastirildiktan sonra kurumaya birakildi ve sonrasinda mikroskopta incelendi.

4.3. MTT Analizi

Kiiltiir ¢alismasi sirasinda SH-SY5Y ve dH1f hiicrelerin kendilerini iki katina
cikarma zamanlarinin (doubling time) Ol¢iilmesi adina MTT analizi gergeklestirildi.
Analiz canli hiicrelerin MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl-2,5-difenil tetrazolyum
bromiir) ile reaksiyon vererek mavi formazan kristallerine doniisiimii saglayan

mitokondriyel aktivitenin 6l¢iilmesi temeline dayanmaktadir.

Pasaj sirasinda uygun miktarda hiicrenin 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir
plakalarma ekimi gergeklestirildi ve 1 giin hiicrelerin oturmast beklendi. EKim
gerceklestirilen kuyularin {izerine hacmin %10’u oraninda MTT konuldu. 3-3,5 saat
mavi formazan kristallerinin olusumu gozlenene kadar inkiibe edildi. Kristallerin
gozlenmesinin ardindan kuyular PBS ile yikandi ve tlizerlerine 100ul DMSO eklendi.
DMSO’nun eklenmesiyle kuyularda mor renk gozlemlendi. Dairesel hareketlerle
karigmasi saglandiktan sonra MultiSkan™ GO uDrop cihazinda; 490nm, 570nm ve
595nm’de ol¢iimleri gerceklestirildi. Olgiimler 24 ve 72 saatlik periyotlarda
gerceklestirildi.

Uygulanan proteinin hiicrelerin yasabilirligine olan etkisini 6l¢gmek adina
MTT analizi yapildi. Bunun i¢in SH-SYS5Y ve dHIf hiicreleri 2 adet 96 kuyucuklu
hiicre plaklarina 3 tekrarli olacak sekilde ekildi. Hiicrelerin oturmasi saglandiktan
sonra AP42 proteini uygulandi. Ilk 6l¢iim prosediire uygun olacak sekilde, uygulama
yapilan ve kontrol olarak birakilan hiicrelerden, 48 saat sonra alindi. Ikinci 96
kuyucuklu hiicre plaginin ise besiyeri tazelendi; 6l¢iim yine prosediire uygun olacak
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sekilde, uygulama yapilan ve kontrol olarak birakilan hiicrelerden, toplamda 96

(48+48) saat sonra alind.

4.4. Ap42 Proteinin Hazirlanmasi

Stok 1mg olarak gelen AP(1-42) Protein Fragmenti (Sigma-Aldrich) son
konsantrasyonu 2,5mM olacak sekilde ayarlandi. Bunun i¢in amino asit sekansi
Tablo 4.3.’da gosterilen ve molekiiler agirhigr 4514,04gr/mol olan {irliniin firma
tarafindan saglanan {irlin, bilgi kagidinda belirtildigi iizere DMSO igerisinde ¢oziildii.

Hazirlanan AB42 protein soliisyonu tiiplerde 10ul olacak sekilde alikuotlandi.

Tablo 4.3. AB42 proteinin amino asit sekansi
NH2-Asp-Ala-Glu-Phe-Arg-His-Asp-Ser-Gly-Tyr-
GluVal-His-His-GIn-Lys-Leu-Val-Phe-Phe-Ala-
Glu-Asp-ValGly-Ser-Asn-Lys-Gly-Ala-lle-lle-Gly-
Leu-Met-Val-Gly-Gly-Val-Val-lle-Ala-COOH

AB42 amino asit sekansi

4.5. Ap42 Proteinin Uygulanmasi

6 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakalarmma pasajlanan SH-SY5Y ve dH1f
hiicrelerini oturmalar1 saglandiktan 2 giin sonra Sekil 4.1°de gosterildigi diizende
APB42 proteini uygulandi. Oncelikle hiicrelerin besiyerleri degistirildi; AR42
uygulanacak 3’er kuyuya, daha Onceden konsantrasyonuSpuM’a ayarlanarak
hazirlanmis ve igerisinde AB42 proteini bulunan tamamlanmig besiyeri; kontrol
olarak ayarlanan 3’er kuyuya da igerisinde AB42 proteini bulunmayan tamamlanmis
besiyeri konuldu. Hiicreler 48 saat inkiibasyona birakildi. 48 saat sonunda besiyeri
icerisinde AP42 bulunan uygulama grubunun ve besiyeri igerisinde AP42
bulunmayan kontrol grubunun besiyerleri ¢ekilerek taze tamamlanmis besiyeri
konuldu. Taze besiyerinde 2 giin daha bekletilen hiicrelerin besiyerleri daha sonra
ELISA testi yapmak iizere toplanirken hiicreler de RNA izolasyonu yapilmak iizere

toplandi.
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Sekil 4.1. Ap42 proteininin SH-SY5Y ve dH1f hiicrelerine uygulanmasi

4.6. ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)

Kiltir sonrasi ortama (slipernatanta) salinan AP42 proteinin seviyesi,
Invitrogen™ tarafindan saglanan Human AP42 ELISA Kit igerisindeki iiriin bilgi
kagidinda bulunan prosediir takip edilerek, MultiSkan™ GO uDrop cihazi ile
olgtldi.

AP42 uygulamasi sonrasinda; AP42 proteini uygulanan ve uygulanmayan
SH-SY5Y ve dHIf hiicrelerinden toplanarak -20°C’de saklanan siipernatantlar ve kit
igerisinde kullanilmas1 gereken kimyasallar oda sicaklifma getirildi. Oncelikle Sekil
4.2.°de gosterildigi gibi seyreltme standartlar1 hazirlandi. Hazirlanan standartlar,
blank dahil olmak {izere, ve 6rnekler 50’ser ul kuyulara yiiklendi. Bu sirada tek kuyu
kromojen blank icin bos birakildi. Kromojen blank i¢in ayrilan kuyu disindaki
kuyularin hepsine 50p] Human AB42 Detection Antibody soliisyonu eklendi. ELISA
plaginin kenarina hafifce vurularak karistirildi ve oda sicakliginda tezgah iistii orbital
calkalayic1 cihazinda 3 saat inkiibasyona birakildi. 3 saatin sonunda ELISA plagi
hizl1 bir sekilde ters ¢evrilmek suretiyle lavaboya dokiilerek Wash Buffer ile 4 kere
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yikandi. Daha 6nceden prosediir kagidinda belirtildigi sekilde hazirlanan Anti-Rabbit
IgG HRP soliisyonu, kromojen blank hari¢ tim kuyucuklara 100’er pl eklendi ve
30dk oda sicakliginda beklemeye birakildi. Yarim saatin sonunda ELISA plag: tekrar
hizli bir sekilde ters ¢evrilmek suretiyle lavaboya dokiilerek Wash Buffer ile 4 kere
yikandi. Yikama isleminin ardindan karanlik ortam saglanarak, kromojen blank
kuyusu dahil, biitiin kuyulara 100ul Stabilized Chromogen eklenerek (substrat
soliisyonun maviye donmesi beklendi) 30 dakika oda sicaklifinda ve karanlikta
inkiibasyona birakildi. 30 dakikanin sonunda yine her kuyuya 100ul Stop Solution
eklendi (soliisyonun maviden sartya donmesi beklendi) ve ELISA plagi kenarlarina

hafif¢e vurularak karistirildi.

)00“,

i)

I I

900l 900pl 1,800l 300|.l| 300|.l| 300|.|I 300|.l| 300|.l| 300|.l| 300|.l|

sTD 1 SID 2 STD 3 sTD4 STD 5 STD 6 sTD7 sTDO
100,000pg/ml 10,000pg/ml 1,000pg/ml  500pg/ml  250pg/ml  125pg/ml  62,5pg/ml  31,25pg/ml  15,63pg/fml  Opg/ml

Sekil 4.2. Referans almak amaciyla seyreltme standartlarinin hazirlanmasi

Durdurma soliisyonu eklendikten en fazla 30 dk igerisinde kitte belirtildigi

{izere 450nm’de absorbans degerleri MultiSkan™ GO pDrop cihazinda okutuldu.

4.7. Total RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

Hiicrelerden Total RNA izolasyonu Machery-Nagel NucleoSpin® RNA kiti

ile iiretici firmanin protokoliine uygun olarak gerceklestirildi.

Hiicreler tripsinizasyon islemi ile kaldirildi ve toplanan hiicreler santrifiij
yardimiyla ¢oktiiriildii. Siipernatant, pelete zarar vermeden atildi. Hiicrelerin ilizerine

350ul RA1 (lizis tamponu) ve 3,5ul B-ME eklenerek vortekslendi ve karistirildi.
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Karigim kitin igerisinde bulunan o6zel filtreli toplama tiipline alinarak 1 dakika
11000g’de santrifiij edildi. Filtre atilarak siipernatant igerisine 350ul %70 EtOH
eklenip pipet yardimiyla karistirildi. Karisim yeni bir filtreye gecirilerek 30 saniye
11000g’de santrifiij edildi. Siipernatant atildi ve yeni bir toplama tiipline aktarilan
filtre tizerine 350u1 MDB (membran tuzdan arindirma tamponu) soliisyonu eklenip 1
dakika 11000g’de santrifiij edildi. Daha sonra filtre iizerine 6nceden hazirlanmig
rDNase reaksiyon karisimindan 95ul eklenerek 15 dakika oda 1sisinda bekletildi.
Bekleme sonunda filtre tlizerine 200ul RAW2 (yikama tamponu) eklendi ve 30
saniye 11000g’de santrifiij edildi. Yeni bir tiipe gegirilen filtre iizerine 600ul RA3
(yikama tamponu) eklendi ve 30 saniye 11000g’de santrifiij edildi. Siipernatant atild1
ve son yikama islemi icin filtre lizerine 250ul RA3 eklenerek 2 dakika 11000g’de
santrifiij edildi. Filtre kurulugundan emin olunduktan sonra yeni bir tiipe gegirildi.
Uzerine uygun gériilen miktarda RNase-free H,0O eklendi ve 30 saniye 11000g’de
santrifiij edildi. Filtre atildi ve siipernatant igerisinde mevcut total RNA’nin

konsantrasyonu 8lgiilmek iizere MultiSkan™ GO puDrop cihazi kullanildi.

Izole edilen RNA’nin safligi ve konsantrasyonu MultiSkan™ GO uDrop
cihazinda 6l¢iildi. RNA konsantrasyonu A,g, X 40 X % formiilii ile; RNA’nin

saflig1 ise Azso/Azgo orant ile hesaplanmaktadir. RNA’nin saf kabul edilebilmesi i¢in

bu oranin 1,8-2,1 arasinda olmasi en ideal durumdur.

Total RNA’dan ¢cDNA sentezi ProtoScript® First Strand cDNA Synthesis Kit
kullanilarak gergeklestirildi. Cikan konsantrasyon degerlerine gore drnekler 1000ng
veya 300ng’a sabitlendi. RNA’y1 igeren karistm RNase-free tiip icerisinde Tablo

4.4’te belirtilen oranlar dahilinde hazirlanda.

Tablo 4.4.izolasyondan elde edilen Total RNA’min cDNA cevriminde kullamlan bilesenler ve
miktarlar

Bilesenler Hacim

Total RNA 1-6ul (10pg-1png)
d(T)23 VN (50uM) 2ul
Nuclease-free H20 Degisken
Toplam Hacim 8ul
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Ikinci Kisim Komponentler

M-MuLV Reaction Mix 10ul
M-MuLV Enzyme Mix 2ul
Toplam Hacim 20ul

Karigim hazirlandiktan sonra RNA denatiire edilmek tizere 70°C’de 5 dakika
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda Tablo 4.4’te gdsterilen ikinci kistm komponentler
eklendi ve toplam 20ul cDNA sentez reaksiyonu 42°C’de 1 saat inkiibe edildi.
80°C’de 5 dakika bekletilerek enzim inaktive edildi. Sentezlenen cDNA daha sonra

kullanilmak tizere -20°C’de saklandi.

4.8. miRNA Izolasyonu ve cDNA Sentezi

Hiicrelerden miRNA izolasyonu Sigma-Aldrich mirPremier® microRNA

Isolation Kit protokoliine uygun olarak gergeklestirildi.

Kitte bulunan komponentlere ek olarak B-ME ile birlikte Tablo 4.5.°te
goriildiigii oranlarda lizis karisimi hazirlandi. izolasyon yapilacak kiiltiir kaplari
Hank’s Balanced Salt Solution ile yikandi. Lizis karisimindan kitte belirtilen ve
Tablo 4.5.°te gosterilen miktarda kiiltiir kabina konuldu ve enzime mekanik destek
saglamak amaciyla kabin kenarlarina vurularak yaklasik 5 dakika beklendi. Olusan
lizat, iginde filtre bulunan 2 ml’lik bir tiipte toplanarak 15000g’de 5 dakika santrifiij
edildi. Filtre atildi. Elde kalan siipernatant iizerine 1:1,1 oraninda %100 EtOH
eklendi, karistirilip vortekslendi. Iginde filtre bulunan bir toplama tiipiine aktarilarak
30 saniye 15000g’de santrifiij edildi. Siipernatant atildi; filtre tiizerine 700ul
%100EtOH eklenerek 30 saniye 15000g’de santrifiij edildi. Siipernatant atilds; filtre
tizerine 500ul Ethanol-Diluted Solution 2 eklendi ve 30 saniye 15000g’de santrifiij
edildi. Siipernatant atilarak kurumasi icin filtre bir kere de bir sey eklenmeden
santriflij edildi. Daha sonra filtre lizerine uygun miktarda Elution Solution eklendi 1
dakika oda sicakliginda beklendikten sonra 1 dakika 15000g’de santrifiij edildi. Bu
islem 1 kere daha tekrarlandi. Filtre atildi1 ve elde edilen miRNA’nin konsantrasyonu
Slgiilmek iizere MultiSkan"™ GO pDrop cihaz1 kullamildi.
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Tablo 4.5. miRNA izolasyonunda kullanilan lizis Karigiminin igerigi

Lizis Karisimi

microRNA Lysis Buffer 700ul
Binding Solition 300ul
B-ME 10pul

miRNA’dan ¢cDNA sentezi Sigma-Aldrich, MtstiCq™ microRNA cDNA
Synthesis Mix Kit kullanilarak gerceklestirildi. Cikan konsantrasyon degerlerine gore
ornekler yaklasik 100ng, 80ng veya 30ng’a sabitlendi. RNA’y1 igeren karigim
0,2ml’lik RNase-free tiip icerisinde Tablo 4.6’da belirtilen oranlar dahilinde
hazirlandi. Karisim hafifce vortekslendi. Daha sonra 37°C’de 1 saat ve 70°C’de 5
dakika inkiibe edildi.

Tablo 4.6. Izolasyondan elde edilen kiiciik RNA’nin ¢cDNA ¢evriminde kullanilan reaktifler ve
miktarlart

Reaktif Hacim
Poly(A) Tailing Buffer (5X) 2ul

RNA En fazla 7pl
Nuclease-free H,O Degisken
Poly(A) Polymerase Tul
Toplam Hacim 10ul

Ikinci Kissim Komponentler

Poy(A) Tailing Reaction Hazirlanan 10ul’lik karisim
MtstiCq™ microRNA c¢DNA reaction | 9ul

mix
ReadyScript Reverse Transcriptase Tl
Toplam Hacim 20pl

Elimizdeki kuyruk reaksiyonu (10ul) tizerine Tablo 4.6’da ikinci kisimda
belirtilen komponentler eklenerek toplam hacim 20ul’ye tamamlandiktan sonra
42°C’de 20 dakika ve 85°C’de 5 dakika inkiibe edildi. Sentezlenen cDNA daha sonra

kullanilmak tizere -20°C’de saklandi.
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4.9. Ger¢ek-Zamanh PZR ile Gen Ekspresyon Seviyelerinin Belirlenmesi

Alzheimer’in hiicrelerde modellenmesinin gosterilmesi amaciyla, ozellikle
AP42’nin prokiirsorii olmasindan dolay1 segilen APP dahil olmak iizere hastalikla
iliskilendirilen diger bazi genlerin AP42 uygulamasi sonrasi kontrol grubuyla

ekspresyon seviyelerinin kiyaslanmasi amaciyla Gergek-Zamanli PZR uygulandi.

Gergek-Zamanli PZR reaksiyonlart SensiFAST™ SYBR® No-ROX Kit
protokoliine uygun gerceklestirildi. Gergek-Zamanli PZR esit miktarda cDNA
kullanilarak gerceklestirilmistir. Hedef genlerin ifade seviyeleri, referans gen ile
kargilastirmali olarak belirlenmistir.  Primerler iiretici firmanin o6nerdigi sekilde
onceden standardize edilmistir. Hedef genler ve referans gen primerler reaksiyon
karisimi olarak, Tablo 4.7.°da gosterildigi sekilde 96 kuyucuklu PZR reaksiyon
plakalarina aktarildi. Gergek-Zamanli PZR kosullar1 Tablo 4.8.’de gosterildigi
sekilde uygulanarak kantitatif sonuglar alindi.

Tablo 4.7.Gen ekspresyon seviyesinin belirlenmesi igin yapilan Gergek-Zamanli PZR ig¢in kullanilan
reaktifler

Reaktif Hacim Son konsantrasyon
2X SensiFast™ SYBR® No-ROX Mix | 10ul 1X

10uM fileri Primer 0,8ul 400nM

10uM Geri Primer 0,8ul 400nM

ORNEK En fazla 8,4pl

H,O Gereken miktarda

Son Hacim 20ul

Tablo 4.8. Gen ekspresyon seviyesinin belirlenmesi igin uygulanan Gergek-Zamanli PZR kosullari

Dongii Sicaklik Stire Not
1 95°C 2 dakika Polimeraz
aktivasyonu
95°C 5 saniye Denatiirasyon
40 60°C 10 saniye Baglanma
72°C 20 saniye Uzama

Melt Temparature
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4.10. Gercek-Zamanh PZR ile miRNA Ekspresyon Seviyelerinin Belirlenmesi

MiRNA’lardan sentezlenen cDNA’larin esit miktarlarda kullanilmasiyla,

AP42 uygulamasi sonrasi kontrol grubuyla ekspresyon seviyelerinin kiyaslanmasi

amaciyla, hastalikla ilgili olan genlerle iliskilendirilmis MIRNA’larin kantitatif

Olgtimleri Gergek-Zamanli PZR ile gergeklestirildi.

Gergek-Zamanli PZR sirasinda kullanilan reaktifler Tablo 4.9.’da, Gergek-

Zamanl PZR kosullar1 Tablo 4.10.’da gosterilmistir.

Tablo 4.9. miRNA ekspresyon seviyesinin belirlenmesi i¢in yapilan Ger¢ek-Zamanlh PZR igin

kullanilan reaktifler

Reaktif Hacim

MystiCq™ microRNA SYBR® Green qPCR | 12,5ul
ReadyMix™ (2X)

MystiCg microRNA qPCR Assay Primer (10uM) | 0,5ul

MystiCq Universal PCR Primer (10uM) 0,5ul
microRNA cDNA (0,1-10ng) Gereken
miktarda
Nuclease-free H,O Gereken
miktarda
Toplam Hacim 25ul

Son
Konsantrasyon

1X
400nM

400nM

Tablo 4.10. miRNA ekspresyon seviyesinin belirlenmesi igin uygulanan Gergek-Zamanli PZR

kosullart

Dongu Sicaklik Stire

1 95°C 2 dakika
95°C 5 saniye

40 63°C 15 saniye
70°C 15 saniye

Melt Temparature
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4.11. istatistiksel Analiz

Her deney i¢in en az 3 adet tekrar yapildi. Caligmalarin verileri, standart
sapma (+SD) goz Oniinde bulundurularak rapor edildi. Elde edilen tiim veriler
ANOVA ve T Testi (iki kuyruklu, iki 6rnekli esit varyans) ile degerlendirildi. Gen ve
miRNA’larin ifade seviyelerini belirlemek amaciyla uygulanan Gergek-Zamanl PZR
sonucunda elde edilen veriler BIO-RAD CFX Connect™ Real-Time PCR cihazinin
analiz programinda degerlendirilmis ve bu programdan elde edilen anlamlilik
degerleri kullanilmistir. Deney ve kontrol gruplart arasindaki farklar icin, p<0.05

degeri istatistiksel anlamlilik sinir1 olarak kabul edildi.
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5. SONUCLAR

5.1. SH-SY5Y ve dH1f Hiicre Hatlarinin Goriintiileri

Kiiltiir kabinin yiizeyine yapisabilen (adherent) hiicreler olan SH-SY5Y ve
dH1f hiicreleri uygun sartlarda kiiltiire edildi ve morfolojik takipleri faz kontrast
mikroskopi ile yapildi. SH-SYSY hiicrelerinin kiiltiir ortaminda morfolojik agidan
noronal hiicre tipleriyle yiiksek oranda benzerlik gosterdigi, yildizimsi yuvarlaga
yakin gibi goriinen bu hiicrelerin bdliinmeleri sirasinda kiimelenme olusturma
egiliminde olduklar1 gozlendi. dHI1f hiicreleri ise H1 insan embriyonik kok
hiicrelerinden farklilasmis fibroblast hiicreleri olup, ince ve uzun, ig benzeri fibril

yapida olduklari gortildii (Sekil 5.1.).

Sekil 5.1. SH-SYS5Y ve dHIf hiicrelerinin morfolojik goriintiileri. dH1f hiicrelerinin 5X (A) ve 10X
(B) gorintiisti; SH-SYSY hiicrelerinin 5X (C) ve 10X (D) goriintiisii
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5.1.1. SH-SYSY ve dHIf Hiicre Hatlarinin Ap42 Uygulamas1 Sonrasi

Goriintiileri

Uygun kosullarda kiiltiire edilen hiicrelerde, AB42 proteini uygulanmasinin
ardindan hiicrelerde bazi morfolojik degisimler gozlemlendi. AP42 proteini
uygulamasi sonrasinda SH-SYS5Y hiicrelerinin morfolojik degisimleri es zamanl
olarak protein uygulamasi yapilmamig kontrol gruplariyla birlikte faz kontrast
mikroskopta incelenmis ve Sekil 5.2°de gosterilmistir.

APB42 proteini uygulanmamis hiicreler, uygulanmis olanlara kiyasla daha
yogun oldugu goézlemlenmistir. Bunun yan sira protein uygulanmamis hiicrelerin
birbirlerine uzattiklar1 dendrit benzeri yapilarin, protein uygulamasina maruz

birakilan hiicrelerden ¢ok daha fazla ve ¢ok daha belirgin oldugu gozlendi.

g\ (78, Y‘" A
1 ‘ I
b7

Sekil 5 2 AB42 protelm uygulanmls SH-SY5Y hiicrelerinin goruntulerl (A), (B) ve (C)de AB42
proteini uygulanmamis; (D), (E) ve (F)’de ise AP42 proteini uygulanmis SH-SYS5Y hiicreleri
gosterilmistir.

5.2. Kongo Kirmizisi ile Boyama

SH-SYS5Y (Sekil 5.3.) ve dHI1f (Sekil 5.4) hiicrelerinde AB42 uygulamasi
yapilmamis olan kontrol grubu ile karsilastirmali olarak AB42 uygulamasi sonrasinda

kongo kirmizi boyamasi ile amiloid birikiminin varlig1 gosterilmistir.
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Sekil 5.3. Kongo kirmizisiyla boyanan dH1f hiicrelerinin AB42 uygulamasi sonrasi goriintiileri. Ap42
uygulanmis hiicrelerin5X(A), 10X (B) ve 20X (C) gorintiileri; AB42 uygulanmamus hiicrelerin 5X
(D),10X (E)ve 20X (F) gortntiileri.

dH1f hiicrelerinin uygulamadan hemen sonraki boyamalar1 incelendiginde,
AP42 uygulanan hiicrelerin uygulanmayanlara kiyasla daha ¢ok boyandigi; uygulama

yapilmamis hiicrelerin neredeyse boyanmadigi goriildii.

Sekil 5.4. Kongo kirmizisiyla boyanan SH-SY5Y hiicrelerinin Ap42 uygulamasi sonrasi goriintiileri.
(A) AP42 uygulanmig hiicrelerin 5X (A), 10X (B), 20X (C) ve 40X (D) goruntiileri; Ap42
uygulanmamus kontrol hiicrelerinin 5X (E), 10X (F), 20X (G) ve 40X (H) goriintiileri.

SH-SYS5Y hiicrelerinin uygulamadan hemen sonraki boyamalari; Ap42
uygulanan hiicrelerin uygulanmayanlara kiyasla ¢cok yogun bir sekilde boyandigini

gostermektedir (Sekil 5.5.).
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Sekil 5.5. Kongo kirmizisiyla boyanan,AP42 uygulamasi sonrast 3 pasaj ilerletilenSH-SY5Y
hiicrelerinin gorintileri. AB42 uygulanmis hiicrelerin 5X (A), 10X (B) ve 20X (C) gortintiileri; Ap42
uygulanmamis kontrol hiicrelerinin 5X (D), 10X (E) ve 20X (F) goriintiileri.

SH-SY5Y hiicrelerinin  AB42 protein uygulamasi sonrasinda 3 pasaj
ilerletildikten sonra kongo kirmizisi ile boyamalar1 sonucunda; AB42 uygulanan
hiicrelerin uygulanmayanlara kiyasla daha fazla boyandig goriildii.

5.3. MTT Analizinin Degerlendirilmesi

SH-SYSY ve dH1f hiicrelerinin ekildikleri sayiy1 2 katina ¢ikarma siirelerinin
(doubling time) olgiilmesi i¢in MTT analizi gergeklestirildi. Bu analiz sayesinde
hiicrelere uygulayacagimiz AB42 proteinin uygulama siiresini optimize etmemize

yardimc1 oldu (Sekil 5.6).

Kendini ikiye katlama zamant
Devam stresi X log?2

- log(Son Konsantrasyon) — log(Baslangi¢c Konsantrasyonu)

MTT analizi sonucu elde edilen degerler dogrultusunda formiil
uygulandiginda yaklasik; SH-SY5Y ve dH1f hiicrelerinin44 saatte miktarlarini ikiye
katladiklar1 bulgusu elde edildi (Sekil 5.6.).
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MTT

0,50 -
0,45 -
0,40 -
0,35 -
0,30 -
0,25 -
0,20 -
0,15 -
0,10 -
0,05 -
0,00 -

[ 24. saat
B 72.saat

SH-SY5Y dH1f

Sekil 5.6. MTT analizi ile SH-SY5Y ve dH1f hiicrelerinin ¢ogalma kapasitelerinin 24. ve 72. saatlerde
Ol¢iimleri sonucu ortaya ¢ikan degisim oranlari

AP42 proteini uygulamasi sonrasindaSH-SYSY ve dHIf hiicrelerinin, hiicre
canliligint 6l¢gmek adina MTT analizi yapildi. Protein uygulamasindan 48 saat sonra
gerceklestirilen Olciimde AP42 uygulanmig SH-SYSY hiicrelerinin  canliligini,
uygulanmayanlara oranladigimizda yaklasik 1,06 oraninda artis gdzlemlenirken;
dH1f hiicrelerinde protein uygulamasi yapilan hiicreler uygulama yapilanlarla

karsilastirildiginda yaklagik 0,5 oraninda azalma oldugu goézlemlendi (Sekil 5.7.).

149 MTT

1,2 -

0,8 -

Kat Degisimi

0,6 -

0,4 -

0,2 -

SH Ctrl SH AB42 dH1f Ctrl dH1f AB42

Sekil 5.7. SH-SYSY ve dH1f hiicrelerinin AB42 uygulamasi yapilan ve yapilmayan hiicrelerinin MTT
analiz sonuglar1 (48 saat sonrasi)

Protein uygulamasindan 48 saat sonra besiyeri tazelenerek 48 saat beklemeye

birakilan hiicrelerin MTT ile belirlenen canlilik analizi sonucu; AB42 uygulamasi
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yapilan hiicreleri uygulama yapilmayanlara oranladigimizda SH-SYSY hiicrelerinde
yaklagik 0,6 oraninda; dH1f hiicrelerinde ise 0,5 oraninda azalma oldugu goézlemdi

(Sekil 5.8.).

MTT

1,2

1 -

0,8 -
*
* %k

0,6 -
04 -
0,2 -

0

SH Kontrol SH AB42 dH1f Kontrol dHI1f AB42

Kat Degisimi

Sekil 5.8.SH-SY5Y ve dHIf hiicrelerinin uygulama yapilan ve yapilmayan hiicrelerinin MTT analiz
sonuglari (48+48 saat sonrast) (*:p<0,05;**:p<0,001)

5.4. ELISA Sonuglarimin Degerlendirilmesi

Pasajlanarak 6 kuyucuklu kiiltiir plaklarina yiizey alanina uygun miktarda
ekilen hiicrelere APB42 uygulamasi yapildi. Hiicreler, igerisinde AB42 bulunan
besiyerinde 48 saat inkiibe edildikten sonra igerisinde AP42 bulunan besiyeri
topland1 ve hiicrelere taze besiyeri verildi. 48 saat sonra verilen bu taze besiyeri
ELISA yapilmak iizere toplandi. Boylelikle ELISA ile AB42 proteini i¢eren besi
yerine maruz birakilan hiicrelerle kontrol grubu olan, AB42 proteini bulundurmayan
besiyeri ile muamele edilen hiicreler arasindaki AP42 proteininin miktart
karsilastirmali bir sekilde 6lgiildii. Hazirlanip 6l¢iilen standartlarla bir standart egri

¢izildi ve bu sekilde protein miktarlar1 hesaplandi.

Hiicrelere son konsantrasyon 2,5 uM olacak sekilde AP42 proteini
uygulanarak; hiicreler 3 pasaj ilerletildi. Ilerleyen her pasajla birlikte siipernatantlar

toplanarak ELISA Ol¢iimii yapildi. Yapilan bu o6l¢iim sonucunda SH-SY5Y
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hiicrelerinde uygulama oncesi ve ilk iki pasajda AB42 protein miktari ayni iken 3.
pasajda AP42 proteini uygulanmis hiicrelerde protein miktarinda yiiksek oranda artig
goriilmistiir. dH1f hiicrelerinde ise uygulama 6ncesi SH-SYSY hiicrelerinden daha
az miktarda AP42 proteini saptanirken; kendi arasinda kiyaslandiginda uygulamanin
hemen sonrasinda P0’da yiiksek oranda AP42 proteini saptanirken, ilerleyen

pasajlarda bu oranin diistiigii gorildi (Sekil 5.9. ve Tablo 5.1.).

4.01

2. €38 SH-SY5Y AB42
50 &3 SH-SYSY Kontrol
2 . B3 dH1f AB42
j; 2.[l-- [ dH1f Kontrol
-
B .

o0 S & Q>

Sekil5.9.AB42 (2,5 uM) uygulamasi sonrasi, ELISA yontemi ile siipernatanta salinan Ap42
seviyelerinin gosterilmesi. SH-SYS5Y ve dHIf hiicrelerinden AB42 (2,5um) uygulama Oncesinde
(U.0), uygulama sonrasi pasajlama oncesinde (P0), ilk (P1) ve iigiincii (P3) pasajlarmda toplanan
siipernatantlar lizerinden gerceklestirilmis olan 6l¢liim sonuglari

Tablo 5.1. 2,5uM AP42 proteini uygulamasi sonrasinda toplanan siipernatantlarla yapilan ELISA
sonuglar1 dogrultusunda hesaplanan drneklerdeki AB42 proteini konsantrasyonlari

Konsantrasyon SH-SY5Y SH-SY5Y dH1f Kontrol dHI1f (+Ap42)

(pm/ml) Kontrol (+Ap42)
U.0 1,97 1,97 1,96 1,96
PO 1,96 1,99 1,98 11,16
P1 1,96 1,95 1,97 1,97
P3 1,97 10,93 1,96 1,96

Hiicrelere son konsantrasyon SuM olacak sekilde AB42 proteini uygulamasi
sonrasinda hiicreler pasajlanmadan toplanan siipernatantlarda ELISA 6l¢iimii yapildi.
Bu 06l¢iim sonucunda her iki hiicre hattinda da uygulama yapilan hiicrelerin kontrol
hiicrelerine oranla ¢ok daha fazla AB42 proteini barindirdig: belirlendi (Sekil 5.10. ve
Tablo 5.2.).
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ELISA Analizi (5mM AB42)

4,000 -
3,500 -
3,000 -
2,500 -
2,000 -
1,500 -
1,000 -
0,500 -

450nm Absorbans Degerleri

0,000 T T T
SH-SY5Y Ctrl ~ SH-SY5Y AB42 dH1f Ctrl dH1f AB42

Ornekler

Sekil 5.10.AB42 (5 uM) uygulamas: sonrasi, ELISA yontemi ile siipernatanta salman AP42
seviyelerinin gosterilmesi. 48 saat AB42 (5uM) uygulamasi sonrasinda pasajlama yapilmadan kontrol
gruplariyla karsilastirmali olarak elde edilen degerler.

Tablo 5.2. 5uM Ap42 proteini uygulamasi sonrasinda toplanan siipernatantlarla yapilan ELISA
sonuglart dogrultusunda hesaplanan 6rneklerdeki AB42 proteini konsantrasyonlari

dH1f
Kontrol

SH-SY5Y SH-SY5Y dH1f
Kontrol (+Ap42) (+Ap42)

Konsantrasyon Ry 4,68 0,67 4,65

(pm/ml)

5.5. Gen ve miRNA Ekspresyon Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Noroblastoma hiicre hatt1 olan SH-SYS5Y ve fibroblast hiicre hatt1 olan dH1f
hiicrelerinin AB42 proteini ile muamele edilmesi sonrasinda, Alzheimer ile iligkili
genlerin (APP, BACEI, PSEN1, GSAP, BDNF) ve ayrica bu genlerle iligkilendirilen
miRNA’larin (miR-9-3p, miR-9-5p, miR-98, miR-223-5p, miR-29a-3p, miR-200a-
3p, MiR-16-5p) ifade seviyeleri tim deney gruplarinda Gerg¢ek-Zamanli PZR ile

kantitatif olarak belirlendi.

5.5.1. Ger¢ek-Zamanh PZR ile Genlerin anlatiminin incelenmesi

Gergek-zamanli PZR sonucunda dHI1f ve SH-SYSY hiicrelerinde AP42
proteini uygulamasi sonucunda genlerin ifade seviyeleri uygulama yapilmayan

kontrol gruplart ile karsilagtirmali olarak belirlendi.
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Sekil 5.11. dHIf hiicrelerinde iliskili genlerin Gergek-Zamanli PZR analizi sonuglart (*:p<0,05)
AP42 proteini uygulamasi sonrasinda toplanarak RNA izolasyonu ve
ardindan cDNA sentezi gergeklestirilen dH1f hiicrelerinde Gergek-Zamanli PZR ile
Alzheimer ile iligkili genlerin anlatimma bakilmistir (Sekil 5.11.). Yapilan bu
kantitatif analiz sonucunda APB42 proteini uygulanmis dHI1f hiicrelerinde genel
anlamda biitiin genlerin ifadesinde artis gozlenirken; APP ve BACE1 genlerindeki

artis anlamli bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 5.12. SH-SYS5Y hiicrelerinde hastalikla iligkili genlerin Gergek-Zamanli PZR analizi sonuglari
(*:p=<0,05;**:p<0,01;***:p<0,001)

AP42 proteini uygulamasi sonrasinda toplanarak RNA izolasyonu ve
ardindan cDNA sentezi gergeklestirilen SH-SYSY hiicrelerinde Gergek-Zamanl
PZR ile Alzheimer ile iligkili genlerin anlatimina bakilmistir (Sekil 5.12.). Yapilan
bu kantitatif analiz sonucunda AB42 proteini uygulanmis SH-SYS5Y hiicrelerinde
genel anlamda biitiin genlerin ifadesinde artis gozlenirken; APP genindeki artis

istatistiksel olarak ¢ok yiiksek diizeyde anlamli (p<0,001);GSAP ve BDNF

41



genlerindeki artiglar yiikksek diizeyde anlamli bulunurken (p<0,01); BACE1l
genindeki artig anlamli bulunmustur (p<0,05).

5.5.2. Ger¢ek-Zamanh PZR ile miRNA’larin anlatiminin incelenmesi

Gergeklestirilen Gergek-Zamanli PZR  sonucunda dHIf ve SH-SY5Y
hiicrelerinde AP42 proteini uygulamasi sonrasi genlerle iligkili olan miRNA’larin

anlatimi1 incelendi.

Yapilan 6n caligmada gerceklestirilen kantitatif analizler sonucunda AP42
proteini uygulanmig dH1f ve SH-SY5Y hiicrelerinde genel anlamda miR-16, miR-
223, miR-98, miR-9-3p ve mIiR-9-5p, mMiR-29a ve miR-200a ekspresyon
seviyelerinde artma ve azalmalar goriildii. On calismadan elde edilen bu sonuglar
neticesinde caligmanin mMiR-200a ve miR-98 {izerinden devam ettirilmesi uygun

goriildii.

Ralatif miRNA Seviyeleri
L 1]
1

dH1f Kontrol dH1f Ap42

B mir-200  [] mir-98

Sekil 5.13. dHIf hiicrelerinde hastalikla iligskili miRNA’larin Ger¢ek-Zamanlhi PZR analiz analiz
sonugclari

AP42 proteini uygulamasi sonrasinda toplanarak mMiRNA izolasyonu ve
ardindan cDNA sentezi gerceklestirilen dH1f hiicrelerinde Gergek-Zamanli PZR ile
genlerle iligkili miRNA’larin anlatimina bakilmistir (Sekil 5.13.). Yapilan bu
kantitatif analiz sonucunda AP42 proteini uygulanmis dHI1f hiicrelerinde genel

anlamda miR-200a’de azalma; miR-98’de artis goriildii.
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AP42 proteini uygulamasi sonrasinda toplanarak mMiRNA izolasyonu ve
ardindan ¢cDNA sentezi gergeklestirilen SH-SYS5Y hiicrelerinde Gergek-Zamanl
PZR ile genlerle iligkili miRNA’larin anlatimina bakilmistir (Sekil 5.14.). Yapilan bu
kantitatif analiz sonucunda AB42 proteini uygulanmig SH-SYSY hiicrelerinde miR-
200a'da istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlenirken (p<0,05); miR-98’de goriilen

azalma istatistiksel diizlemde sinirda bir anlamlilik géstermistir (0,05<p<0,1).

121 *

10 1

08+ —

06 1

RilatifmiRNA seviyeleri

041

021

001 ,

mir-200a mir98

B susp+2 [ SH Kontrol
Sekil 5.14. SH-SY5Y hiicrelerinde miR-200a ve miR-98’in Ger¢ek-Zamanlh PZR analiz sonuglar
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6. TARTISMA

Alzheimer hastalig1 diinya ¢apinda en sik rastlanan demans tipidir (Mohandas
ve dig., 2017). Hastaligin en temel nedenlerinden biri olan amiloid-beta plaklarinin
birikimi  (Alves ve dig.,, 2016) konusunda yapilan c¢aligmalar sayesinde
mekanizmanin bir diiglimii daha ¢oziilse de hala ¢oziilmesi gereken pek ¢ok diigiim
mevcuttur. Bu diigiimler dolayisiyla hastaligin tan1 ve tedavi asamalarinda istenildigi
gibi yol kat edilememistir (Kumar ve dig., 2017). Ozellikle erken tan igin invaziv
olmayan bir biyolojik belirtecin tespiti hastaligin prognozu ve takibinde oldukga
onemlidir. Bu baglamda yapilan g¢aligmada kendisi de belli bir miktar amiloid
tiretebilen ve noral kdkenli olan SH-SYSY insan noroblastoma hiicrelerinde AH n1
mimikleyerek iligkili gen ve miRNA seviyelerini incelemek ve olasi biyolojik

belirtecleri saptamak amagclandi.

Amiloid hipotezi, APP’nin proteolitik kesimi sonucunda olusan AP peptit
agregatlariyla olugan amiloid plaklariin AH patolojisinin merkezinde oldugunu
savunmaktadir (Mohandas ve dig., 2017). Bizde bu hipotezden yola c¢ikarak
calismamizda AP42 uygulamasiyla; hiicrelerdeki amiloid iiretiminin arttirilmasini

hedefledik.

Amiloid, PB-tabaka yapist bakiminda zengin, ¢6ziinmez, yanhs katlanmig
protein agregatlarindan olusur ve AH’nin temel nedenlerinden olan AP proteini
amiloidlerin birincil 6rnegidir. Yapilan bir c¢alismada, kendiliginden amiloid
prekiirsdr protein iiretebilen, ndroblastoma hiicresi olan SH-SYSY hiicrelerinin,
yaslanmig bireylerin beyninde bulunan ve AH gibi noérodejeneratif hastaliktan
etkilenmis, tamamen farklilasmis hiicreleri bazi yonlerden taklit ettigi bildirilmistir
(Stockburger ve dig., 2014). Kongo kirmizisi amiloid agregatlar1 ve fibrillerin
boyanmasinda en sik kullanilan boyadir. Yapisal diizeyde, amiloid agregatlarinin -
tabakasina paralel ve [-tabakasina paralel olmayan iki baglanma bdlgesinden
baglanarak boyamayi gerceklestirir (Jameson ve dig., 2012). AP42 uygulamasi

yapilan ve kontrol olan SH-SY5Y hiicrelerinin, uygulama sonrasinda kongo kirmizisi
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ile boyanarak gerceklestirilen mikroskop incelemesinde AB42 protein uygulamasi
yapilan hiicrelerin uygulamaya tabi tutulmayan kontrol hiicrelerine oranla ¢ok daha
yogun bir sekilde kiremit kirmizisina boyandigi goriildi. AP42 uygulamasi
sonrasinda {i¢ pasaj ilerletilen ve daha sonra kongo kirmizisiyla boyanan hiicrelerde
uygulama yapilan hiicreler ve kontrol hiicreleri arasinda agik olarak bir fark goriildii.
Ayrica AB42 protein uygulamasindan sonra ii¢ pasaj ilerletilip boyanan SH-SY5Y
hiicreleri, AB42’ye maruz birakildiktan hemen sonra boyanan SH-SYS5Y hiicrelerine
oranla daha az yogun; fakat kendi kontrol ve dHIf hiicrelerine kiyasla daha yogun
boyandig goriildii. Bu durumda hiicrelerin amiloid plak {iretimini devam ettirdigi
diistiniilmiistir. dH1f hiicrelerinin uygulamanin sonrasinda yapilan boyamasinda
kendi kontrol hiicreleriyle kiyaslandiginda bir fark oldugu fakat uygulama sonrasi 3
pasaj ilerletildikten sonra yapilan boyamada bu farkin azaldigi dHIf hiicrelerinin

amiloid tiretimi igin gerekli feedback’i saglayamadigini diisiindiirmiistiir.

AP42 proteini uygulamasi sonrast yapilan mikroskop incelemeleri ve hiicre
canliligini test etmek amaciyla yapilan MTT analizi, AB42 proteininin SH-SY5Y
hiicrelerinde hemen uygulama sonrasinda proliferasyonunu arttirdign gosterdi. Ug
pasaj devam ettirilen hiicrelerde ise, hiicreler arasi etkilesimin ve dolayisiyla
gosterdigi proliferatif artisin zamanla azaldigr goriildii. Amiloid birikiminin belli bir
seviyeye kadar hiicreler i¢in korucu 6zellik gosterdigi diistintildiigiinde (Jameson ve
dig., 2012); basta goriilen proliferatif artis bu bilgiye paraleldir. AP42 proteini
hiicreler i¢in toksik Ozelliktedir; dolayisiyla artmasi ve hiicreler arasi boslukta
birikmesiyle, basta hiicreler aras1 sinaptik iligskiyi bozma, néral hiicre kayiplar1 gibi
pek ¢ok olumsuzluga neden olurlar (Crump ve dig., 2013). AB42 proteini uygulamasi
sonrast SH-SYSY hiicrelerinin morfolojik degisimleri incelendiginde; Ap42
proteinine maruz birakilan hiicrelerde, protein uygulamasi yapilmayan hiicrelere
oranla dendrit benzeri yapilarin ¢ok daha az oldugu ve yuvarlak yildizimsi
morfolojilerinin degismeye basladigi goriilmektedir. dH1f hiicrelerinde ise gerek
mikroskop incelemeleri ile goriilen azalma gerek yapilan 48 ve 96. saatlerde MTT
analizi sonucunda bu azalmalarin istatistiksel olarak yiiksek oranda anlamli olmasi;

AP42 proteininin hiicreler i¢in toksik oldugunu gosterdi.

SH-SYSY hiicreleri noral kdkenli ndroblastoma hiicreleri olmalar1 sebebiyle
belli bir miktar amiloid tiretebilmektedirler (Zhang ve dig., 2015; Rajadas ve dig.,

2013). AP42 protein miktarinin kantitatif olglimiinii gergeklestirmek amaciyla
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yapilan ELISA analizi yapildi. AB42’ye maruz birakilan SH-SYSY hiicrelerinde;
uygulamadan hemen sonra toplanan ve ii¢ pasaj ilerletildikten sonra toplanan
siipernatantlar lizerinden yapilan ELISA analizinde, kontrol hiicrelerine oranla daha
yiiksek konsantrasyonda AP42 proteini tespit edildi. dH1f hiicrelerinde ise 6zellikle
lic pasaj ilerledikten sonra yapilan Ol¢iimde AP42 konsantrasyonu SH-SY5Y
hiicrelerinden 6nemli Ol¢lide daha az oldugu hesaplandi. Bu durum SH-SY5Y
hiicrelerinin amiloid birikimi acisindan kendilerini feedback’e soktuklarina dair bir

kanit oldugu diisiiniildii.

Yapilan mikroskop incelemeleri, kongo kirmizist boyamasi, MTT ve ELISA
analizleri birbirlerine paralel dogrultuda SH-SY5Y hiicrelerinde; kendi kontrolleri ve
dH1f hiicrelerine oranla, amiloid birikiminin arttirildigin1 ve amiloid birikimi igin

feedback mekanizmasinin tetiklendigini kanitlar nitelikte oldugu goriildi.

Alzheimer hastaligi ile baglantis1 kesin ve dolayli olmak iizere pek ¢ok gen
iliskilendirilmistir. Hastalikla iligkisi kesin olan genlerden APP ve PSENT1 in hastalik
icin otozomal dominant bir etki gosterdigi ve AP42 proteinin artisina dogrudan
etkileri oldugu bilinmektedir (Cai ve dig., 2015). APP ge¢ baslangigcli AH igin
(Rocchi ve dig., 2003), PSENT1 ise erken baslangigli AH i¢in kesin nedenlerden biri
olarak kabul edilmektedir (Rocchi ve dig., 2003). Yapilan Ger¢ek-Zamanli PZR
analizinde dHIF hiicrelerinde kontrollerine oranla APP ve PSENI genlerinin
ifadelerinde artis goriildii. SH-SYSY hiicrelerinde ise kontrol hiicrelerine oranla APP
miktart yiiksek oranda arttigi giliriildi. Bunun yaninda PSEN1’in artig1 istatistiksel
diizlemde anlamli bir sonug vermedi. SH-SYS5Y hiicrelerindeki APP artis1 hiicrelerde
hastaligt mimikledigimizi ve amiloid birikimi i¢in bir feedback yarattigimizi

destekler niteliktedir.

Endopeptidaz ailesinden olan BACEIl, APP’nin kesiminde kilit rol
oynamaktadir (Yokes, 2007). Alzheimer hastalarinda BACE1 ekspresyonunda artis
oldugu rapor edilmistir (Lei ve dig., 2015). Ger¢ek-Zamanli PZR ile BACE]1 ifade
seviyesi incelendi. dHI1f hiicrelerinde kontrollerine gore arttifi; SH-SY5Y
hiicrelerinde BACE1 geninin ifadesinde bir artis goriildi. Bu durumda AP42
uygulamasinin hiicrelerde BACE]1 iizerinde belli bir etkisi oldugu fakat ifade

seviyeleri incelendiginde APP {izerinde oldugu kadar etkili olmadig goriildii.
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BDNF, hiicreler igin norotrofik etki gosteren proteini kodlayan gendir (lyer
ve dig., 2017). Alzheimer hastalarinin 6liim sonrasi analizler sonucunda BDNF
miktarlarinin mRNA seviyesinde 6grenme ve hafizadan sorumlu olan hipokampus ve
kortekste 6nemli oranda azaldigi gorilmustiir (Laske ve dig., 2007). Yaptigimiz
Gergek-Zamanli PZR analizi sonucu SH-SYS5Y ve dHIf hiicrelerinde BDNF
ifadesinin arttig1 goriildi. Bu artis bize, BDNF’nin hayatta kalmay1 saglayan bir
faktor olmasindan dolayi; hiicrelerin toksik AB42’ye karsi gosterdikleri ilk tepki

oldugu diistindiirdi.

GSAP, APP’nin kesiminden sorumlu vy-sekretaz aktive edici proteini
kodlayan gendir (De Strooper ve dig., 2012). Hiicre hatlarinda, GSAP ifadesindeki
azalma AP seviyelerini azaltmaktadir (He ve dig., 2010). Yapilan Gerg¢ek-Zamanlh
PZR analizi sonucu her iki hiicre tipinde de AB42’ye maruz birakilmis hiicrelerde
kontrollerine oranla GSAP seviyesinin arttig1 goriildii. Dolayistyla bu artisin amiloid

seviyelerinin hiicrelerde arttigina dair kanit niteliginde oldugu diisiiniilebilir.

miRNA'lar biyolojik prosesler i¢in diizenleyici molekiillerdir (Jia ve Liu
2016). Hedef mRNA’y1 keserek ya da baskilayarak post-transkripsiyonel
reglilasyonda gorev alirlar (Quinlan ve dig., 2018). miRNA’lar bu regiilasyon
sirasinda hedef mRNA’ya birden ¢ok kez baglanabilmelerinin yani sira her mRNA
birden fazla miRNA tarafindan da kontrol edilebilir (Shaik ve dig., 2018). Deneysel
arastirmalar gostermistir ki; miRNA’nin 5° bélgesi, aktivitenin bagsladigi, hedefe
spesifik baglanmanin oldugu bolgelerdir (Cai ve dig., 2009). miRNA'!n néronal
gelisim, farklilasma ve noronlarin sinaptik plastisitesinde onemli rolleri oldugu ve
miRNA'larda meydana gelen sorunlarin merkezi sinir sistemi hastaliklari, Alzheimer
hastalig1, Huntington hastaligi gibi hastaliklara neden olabilecegi diisiintilmektedir.
Konu ile ilgili yapilan calismalar incelendiginde Alzheimer hastaliginda bazi
miRNA'larin disregiilasyonu tespit edildiginden dolayr bu anomalinin hastaliginin
patolojisinde rol oynayabilecegi dolayisiyla miRNA'larin noninvaziv ve hassas
biyolojik belirtecler olabilecekleri diistiniilmektedir (Denk ve dig., 2015; Jia ve Liu,
2016; Zhu ve dig., 2015). Bu baglamla hastalikla iliskili genlerle iliskilendirdigimiz
bazi miRNA’larin (MiR-9-3p, miR-9-5p, miR-98, miR-223-5p, miR-29a-3p, miR-
200a-3p, miR-16-5p) Gergek-Zamanli PZR ile ifade seviyelerini inceledik.
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Alzheimer hastalarinda miR-9 seviyesinin diisiik oldugu rapor edilmistir.
Ozellikle BACE] ile aralarindaki iliskiye dair gii¢lii kanitlar bulunmaktadir. (Hebert
ve dig., 2008). dH1f hiicrelerinde yapilan Gergek-Zamanli PZR analizinde miR-9-5p
ifadesinin kontrole oranla yliksek oranda arttig1 goriiliirken; SH-SYS5Y hiicrelerinde
iIse miR-9-5p ve miR-9-3p ifadelerinin azaldig: fakat yine bu azalmalarin istatistiksel

olarak anlamli olmadig1 goriildii.

miR-29a, APP’nin enzimatik kesiminde rol alan B-sekretazin molekiiler
yolaginda gorevli BACE1’1 baskiladigi goriilmiistiir (Hebert ve dig., 2008). miR-
29a’un BDNF ifadesini diizenleyerek noral proliferasyona katkida bulunan DNA
metil transferaz’in ekspresyonuna negatif bir etkisi oldugu gozlemlenmistir (Yang ve
dig., 2015). Yapilan Gergek-Zamanli PZR analizinde SH-SHY5Y hiicrelerinde miR-

29a ifade seviyesinin arttig1 fakat istatistiksel olarak anlamli olmadig tespit edildi.

miR-16; APP ve BACEI igin potansiyel inhibitor olarak tanimlanmis ve AP
peptit iretiminde etkili oldugu gorilmistir. (Parsi ve dig., 2015). Alzheimer
hastalarinda yanlis katlanmis amiloid ile miR-16 arasinda bir iliski bulunmustur
(Selbach ve dig., 2008). Bunun yaninda miR-16 seviyesinin arttirildigt SH-SY5Y
hiicreleri {lizerinde yapilan ¢alismada BDNF ifadesinin belirgin bir sekilde azaldig
gorlilmiistiir (Li ve dig., 2015). Calismamizda yaptigimiz ifade seviyelerinin Gergek-
Zamanl PZR ile incelenmesi sonucunda SH-SY5Y hiicrelerinde miR-16 seviyesinde

azalma goriildii fakat yine istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

AH’da miR-98’de diizensizlik oldugu; AP birikimini etkiledigi gortilmiistiir.
miR-98 seviyesindeki azalma, SH-SY5Y hiicrelerinde AP ile indiiklenen canlilik
inhibisyonunu ve apoptozu azalttig1 rapor edilmistir (Li ve dig., 2016). Yaptigimiz
Ger¢ek-Zamanli PZR sonucunda dHIf hiicrelerinde kontrole oranla miR-98
seviyesinde artig goriiliirken; SH-SYSY hiicrelerinde ise litaratiir bilgisine paralel
olmayan bir sekilde, kontrol hiicrelerine oranla istatistiksel olarak sinirda anlamlilik

gosteren bir azalma goriildii.

Alzheimer hastalar1 ve saghkli kontroller {izerinde yapilan inceleme
sonucunda miR-200a seviyesinde artis oldugu rapor edilmistir (Yu ve dig., 2012).
Bunun yani sira yazili litaratiir bilgisi yeterli degildir. Yaptigimiz ¢alismada Gergek-
Zamanli PZR analizi incelemesinde dHIf hiicrelerinde miR-200a seviyesinde
kontrole oranla azalma goriiliitken; bu azalma istatistiksel olarak anlamh
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bulunmamistir. Fakat SH-SYS5Y hiicrelerinde miR-200a seviyesinde artis oldugu

gorildi.

Genel olarak ozetlemek gerekirse; SH-SYS5Y hiicreleri kendileri de az
miktarda da olsa amiloid-beta tiretebilen hiicreler olarak AH arastirmalarinda yeni
donemde kullanilmaya baslanmistir. Hiicrelerde AH’1 mimikleyebilmek amaciyla
SH-SY5Y ve dHIf hiicrelerinin bir kismi1 AB42 proteini ile muamele edilirken, bir
kismi1 kontrol olarak birakildi ve es zamanli olarak biitiin hiicreler ayn1 siirece maruz
birakildi. AB42 proteinin SH hiicrelerinde bir feedback yaratarak kendi tiretimini
tetikledigi ELISA analizi ve boyama yoOntemiyle tespit edildi. Hastaligin
modellenmesi lizerine, hastalikla iligskilendirilmis olan genlere ve bunlarla iligkili
miRNA’larin ifadelerine Gergek-Zamanli PZR ile bakilmasi sonucu anlaml iligkiler

bulundu.

Litaratiir taramasinda miR-98, pek ¢ok kaynak tarafindan potensiyel biyolojik
belirte¢ ilan edildigi rapor edilmesine ragmen miR-200a i¢in fazla literatiir bilgisine
rastlanmamistir. MiR-98 ve miR-200a ifadelerinin SH-SY5Y hiicrelerinde kontrol
grubuna oranla; istatistiksel olarak yiiksek diizeyde bir anlamlilikla yiiksek oranda
artis gostermesi AH icin biyolojik belirteg olma potansiyeli tasidiklarini

gostermektedir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalar 15131nda, miRNA’larin hiicrenin molekiiler
mekanizmasinda oynadiklar1 aktif roller diislinlildigii zaman 06zellikle biyolojik
belirte¢ olarak tanimlanmalarinin arttig1 goriilmektedir. Calismada miRNA’larin; AP
metabolizmasi iizerinde dogrudan ya da dolayli olarak etkili olan genler iizerinde,
diizenleyici olduklar1 goriilmektedir. Ayrica elde edilen sonuglar 1s18inda amiloid
kaskad hipotezi bir kez daha desteklenmis ve bdylelikle amiloid metabolizmasinin
kendi iiretimini tetikledigi ve artan miktarinin Alzheimer hastaliginda 6nemli oldugu
bir kez daha gosterilmis oldu. Sonu¢ olarak calismamiz Alzheimer hastaligi
mekanizmasinin aydinlatilmasina ve tam1 agsamasina katkida bulunmaktadir. Bu
vesileyle klinik semptomlarin ortaya ¢ikmasindan onceki asamalarda hastaligin
tanisinin konulmasiyla, semptomatik tedavinin erken asamada baglanmasi ya da

gelismeler 15181nda gerekli onlemlerin alinmas1 miimkiin olacaktir.
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