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1. GIRIS

1.1. Alzheimer Hastalgi

Alzheimer hastaii (AH), 1907’de Alois Alzheimer Jekil 1.1) tarafindan
tanimlanmy, bireylerde ileri yglarda ¢ok sik gorulen; anlama ve kavrama kabiliyeti

kaybina sebep olan bir hastaliktir.

Sekil 1.1. Alzheimer Hastgli’'ni tanimlayan Dr.Alois Alzheimer (1864-1915).
http://www.uic.edu/depts/mcne/founders/page0004.k@&drintlileme
Tar.:19.03.09)

AH’ nin genellikle ilk belirtileri hafiza kaybi, Hiunutmak ve davrasi
bozukluklaridir. Norolojik incelemeler, norofizygilk test ve beyin goruntileme
yontemleri temel alinarak AH’nim vivo olarak tanisi hakkinda ancak bir kisim bilgi
elde edilebilir, buna kam AH'nin diger tip demanslardan kesin olarak ayirt
edilebilmesi icin ancak 6liim sonrasi gnanalar yapiimalidir. Oliim sonrasi AH'1 iki
farkli noéropatolojik ayirt edici 6zellikle tanimlabilir; senil plaklar ve norofibriler
yumaklar (Bacskai; 2002, Chui;1993, Mori; 2000).



Alzheimerh

MNirofibriler

Sekil 1.3. Norofibriller yumaklar (Klunk; 2004).

AH’li g1 genellikle iki farkli yg aralgina gore siniflandirilir. ger hastalik
kendini 65 yain altinda gosteriyorsa erken stengich AH (“presenile”) olarak
adlandirilir, buna kam gec balangich (“senile”) AH’ligI 65 yain Ustinde meydana
gelmektedir. Bircok agdirma neticesine gore aile dykisu bilinen kalitsizomal
baskin AH'nin gorilme sikli, sporadik forma gore ¢ok daha azdir.

Tanimlanmg ¢ farkli gende mutasyon meydana gelmesi, erkglarmcli
ailesel AH'na (EBAAH) neden olur ve bu durumun aioml baskin kalitimda
proteini (APP), presenilinl (PSEN1) ve presenil{f#EN2) genleridir (Lendon;
1997, Schellenberg; 1995). Bununla birlikte mendaiihmina gdre bu ¢ genin
hastaliktaki etkisi, hastgm neden olan faktorlerin tamaminin ancak 5%’ini
olusturmaktadir (Shastry; 1999). Buna gore, AHnin bkcformu hem cevresel
hemde genetik faktorlerin birlikte sebep atdukompleks bir etiyolojiye bamlidir.
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Apolipoprotein E (APOE) geni, sporadik ge¢ slaagicli AH'nin meydana
gelmesinde etkili bir risk faktoru olgu agiklanmgtir. Geg balangich AH aileleriyle
genetik bg&intisi acisindan lokalizasyonuna ghaolarak APOE hastalik lokusu
olarak tanimlanmstir (Lusis; 1986). Bununla birlikte, APOE’nin bitedi olan APOE
ed'ln ailesel kalitim gostermeyen AH vakalarinin lgglk 50%’sinde varii
saptanmytir (Corder; 1993). Bu durum, gbr siiphelenilen genlerinde var olglunu
ve bu genlerin farkli polimorfizmlerinin AH icin sk faktor olabilecg@ni ortaya
koymaktadir (Shastry). AH ile gkilendirilebilme ihtimali olan bircok genetik fadt
olmasina rgmen bunlardan sadece bir kacinin hastalik icin reti/dusu

disinulmektedir (Tablo 1.1)

Tablo 1.1. Ailevi Alzheimer hasta@ genleri ve gen mutasyonlarinin amiloid kaskad

hipotezi ile ilgkisi (Rochi ve ark.,2003).

Gen Kromozomal Baslama ya! Ailesel velveya Hastayk
lokasyon Rastgele olasilgl
APP 21921.3-g22.05 Erken Ailesel Kesin
PS1 14924.3 Erken Ailesel Kesin
PS2 1931-g42 Erken Ailesel Kesin
APOE 19g32.2 Geg Ailese ve Rastgele Kesin
a2M 12p Geg Rastgele Kesin Bk
LRP 12 Geg Rastgele Kesin gk
1c/(L:|B;Z;LSF 12 Geg Rastgele Kesin Bie
ACE 17923 Geg Rastgele Kesingile
VLDL-R 9pter-p23 Geg Rastgele Kesin gile
BChE 3026.1-926.2 Gec Rastgele KesirgiDe
ACT 14932.1 Geg Rastgele Kesingile
IDE 10g23-925 Gec¢/Erken ggstsgilk\a/??) Kesin Degil
TfC2 3921 Geg Rastgele Kesin gile
catD 11p15.5 Gec/Erken Ailesel ve Rastgele  KesigilDe
BH 17911.1-q11.2 Geg/Erken Rastgele KesigiDe
TGF$1 19913.1-q13.3 Geg Rastgele KesirgDe
5-HTT 179l11.1-g12 Geg Rastgele Kesingbe
APOE promoter 19¢g32.2 Gec/Erken Rastgele KesigilDe
NOS3 7935 Geg Rastgele Kesingde
CST3 20pl1.2 Geg Rastgele Kesingibe
PS1 promoter 14924 Erken Ailesel/Rastgele KesigilDe




1.2.Kalitsal Alzheimer Hastalginda Etken Genler

1.2.1.Apolipoprotein E

Apolipoprotein E (APOE) 34,200Da molekilegidiginda bir plazma
glikoproteinidir. Karagterde, beyindeki astrositlerde, ndronlarda, makiafda ve
monosit gibi dger tip hiicrelerde sentezlenir (Siest; 1995). Apuitpnal buyime ve
hasar boyunca kolesterol metabolizmasindan soruml(idahley; 1988). Bundan
baska insanlarda sinir  rejenerasyonunda, bircok ltpoli enzimin
immunoregulasyonunda ve aktivasyonunda énemliw@r {Mahley; 2000, Vancea,
2000). ApoE 299 amino asit (a.a.) icermektedir, rmierminal domaini reseptor
baglanma kismi iceren stabil globular yapidadir (1-4%.), karboksi terminal kismi
ise lipoprotein icerip helikal yapidadir ve daha siabildir (216-299 a.a. igerir)
(Wiesgraber; 1994).
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Sekil 1.4. ApoE’nin konfligirasyonu.

(http://www.med.nyu.edu/barlow/images/apoe)jf@oruntileme Tar.: 19.03.09)

Utermann ve arkadkari tarafindan, insan serumu Uzerinde ilk ApoE
polimorfizmi tanimlanmgtir (Uterman; 1979). Daha sonra Zannis ve arkada
ApoE nin izoelektrik noktalarini ele alarak ti¢ bluyApoE (ApoE2, ApoE3, ApoE4)
izoformu tanimlamgtir ve bu lokuslarin her bir aledR 3,4 olarak adlandirilngtir.

Bu izoformlar 112. ve 158. a.a. lerdeki iki farkla. bakimindan birbirinden farkhidir
(Zannis; 1981).



E2: NH2-----Cys112-----Cys158-----COOH
E3: NH2-----Cys112-----Arg158-----COOH
E4: NH2-----Arg112-----Arg158-----COOH

Sekil 1.5. APOE alalleri arasindaki dizi farki.

Her bir alellin bulunma frekansi yakl& olarake2: 0.11,e3: 0.72,¢4: 0.17
dir (Zannis). Corbo ve Scacch alelinin populasyonda en ¢ok bulunma ihtimalini
gostermglerdir (Corbo; 1999). Buna kgin €4 alelinin gortilme sik@ erkeklere gore
kadinlarda daha fazladir (Payami; 1996). APOE dé&nkromozomun 19q kolunun
C3 lokusunda yer almaktadir (Lusis; 1986).

Bircok calsma &4 aleli ile ge¢ bglangicli sporadik AH arasinda ganti
kurmuwtur. Bu calgmalardan ilki ve en 6nemlisi Corder ve arkgda tarafindan
yapilmstir (Corder; 1994), bu ¢camaya gore4 allelinin etkisi “doza bamh” olup,
AH riskini, allel sayisinin artmasi ile, 20-90% swrada arttirmakla birlikte hastgin
gelisim yasini 84 ten 68e kadar geri cekebilmektedir. Erkesldngicli AH
ailelerinde ¢4 alleli ile ilgili benzer bir etki de APP geni nagstyonu Uzerinde
gordlmistar (Levy-Lahad; 1995, Sorbi; 1995).Buna «ar bu allelin PSEN1
Mutasyonlarina b#i, erken balangch AH hastafiinin meydana gelmesinde
herhangi bir etkisi gérilemestir (Van; 1994) €2 alleinin ise AH'a kag1 koruyucu
etkisinin oldgu saptanmtir (Corder). ApoE’lerin farkll izoformlarn A
peptidine[Strittmatter; 1993 (a)] ve tau protein[&rittmatter; 1994 (b)] kdanmasi
acisindan farklihk gosterir. ApoE4, ApoE3 e gor@ pepetidine ¢cok daha hizlh
baglanir. ApoE4 formu, tau proteinine in vitro olarddgglanmazken, ApoE2 ve
ApoE3 balanir (Wiesgraber). Bu da ApoE3 ile tau'nunglaamasi neticesinde, tau
fosforilasyonunun ve norofibriller tangle’larin  exlpnmesine aciklayicilik

kazandirabilir (Strirrmatter).

1.2.2.Amyloid Precursor Protein(APP) Geni

Alzheimer ile APP’nin genetik tgantisini anlamak icin yapilan ilk
calismalar 1980’lerin ortalarinda gamistir. Calsmalar, Down sendromlu
bireylerden 30 yanin Ustine kadar yeyabilenlerin, klinik ve ndropatolojik
Ozellikleriyle iliskilendirilmistir [Mann; 1988 (a), Mann; 1985 (b)]. Bu gahalar 21.



kromozomdaki ilgili genin ekstra bir kopyasinin @sn sonucu meydana gelen
Down sendromunun fenotipte Alzheimer hagigla Ortisebilecgini ortaya
ctkarmstir (Wisniewski; 1985). Gercektende 21. kromozomzihg bdlgesinde,
otozomal dominant erken @gangich ailesel Alzheimer hastgiiacisindan ilk genetik
baginti kesfedilmistir (Hyslop; 1987). Ayni zamanda $& bir grupta APP’nin, 21.
kromozom Uzerindeki gen kodlayici bélgesini sapgamve APP geni, kalitsal
alzheimer hastall icin saptanan ilk gen olmtur (Goldgaber; 1987, Tanzi; 1987).
Son olarakta APP geninin tim dizisi ¢ikartgmgorintilenmesi g@anmsg ve APP
gen lokusunda hastgh neden olabilecek ilgili mutasyonlar saptagtmi
(Goate;1991, Hendriks; 1992, Mullan; 1992). APRIidEB ekzon icermektedir ve
7,8 ve 15 ekzonlarin alternatif kirpiimalarinaghadlarak en az sekiz farkh APP
proteini izoformu meydana gelmektedir (Kitaguct®88). APP butlun hicrelerde en
az iki farkh proteolitik kesilmeye n@muz kalir. Birinci yolak; APP’'nin (¢c6zunngu
APP) ekstraseliler N-terminal ucunu salgilamaktasrumlu olan, APP’nin
kesilmesiyle A40 peptidinin meydana gelmesinigkayan membran gamh a-
sekretaz aktivitesini icerir. Bu yol amiloidojenidesildir ve B-amiloid peptid
formunun olgmasinin 6ntine gecer (Selkoe; 1994 gdpikesilme yolg endozomal-
lizozomal kompartman iginde gercefiteve B-sekretaz aktivitesi ile APP; 671 ve
672 a.a.’lik iki zincire bélinir ve budapApeptidinin N-terminal kisimini verir. EK
olarak Ucgulncl biy-sekretaz aktivitesiyle ppeptidlerinin farkli kombinasyonlarinin
salinimlari gerceklgr. vy-sekretaz aktivitesi farkli uzunluktaki peptidlerin
salgilanmasi acgisindan kritik rol oynar: Amiloidajeform olmayan 712-713 a.a.’lik
peptidin, endozomal-lizozomal sistem icinde pangatak olgan 40 a.a.
uzunlysundaki A3 peptidi en genel formdur. Buna kar son derece fibrillojenik ve
noro toksik form olan 42 ve 43 a.a. dansalu peptidler (842-43) 714 a.a. peptidin
kirlimasiyla olgur (Koo; 1994). Sgikli hicrelerde APP molekulleri kesilip A
hicre yuzey proteinleri Uretmektedir ve bazi hipleee gére APP’nin; kinezin ile
sinaptik vesiklller arasinda bir reseptér molekilili oynadgl distinulmektedir:
APP’nin fonksiyonu halen tam olarak apilamamstir. In vitro calsmalar,
salgilanan APP’nin fonksiyonunun; hicre bélinmediiicre adhezyonunu ve PC12
hicrelerinin noratif buyimesini geik eden néron biyime faktdrlerini kontrol eden
bir otokrin fakttr olabilecgini isaret etmektedir (Milward; 1992, Saitoh; 1989, Villa

2001). Dger bazi cakmalara gore APP’nin sinyal transdiksiyonundan sduum



oldugu (Nishimoto; 1993) veya transkripsiyonu duzenlegéier proteinlerle ikkili
oldugu tahmin edilmektedir (Cao; 2001).
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Tar.: 19.03.09)
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Sekil 1.9. Beta-Amiloid plak olgumunun temsili resmi (Schenk).

APP geni mutasyonunun, 65syalti meydana gelen tum FAD’larin 5%'’inden
fazlasini meydana getigi disinulmektedir. APP geninin 17. ekzonunda direkt
nikleotid dizi analizleri yapilmasiyla, erken skzngicli AH’lI ailelerde bir¢ok
anlamli mutasyon kéedilmistir. Ilk mutasyon Goate ve arkagir tarafindan bir
Ingiliz ailesinde saptangtir (Goate;). 717. kodondaki (“London mutasyonu”)
Valin—izoldsin yerdgistirmesi neticesinde meydana gelen mutasyogkdaircok
erken balangicli AH ailesinde de saptarghr. Bundan bgka 717. kodonda
Val—-Phe, Val-Leu ve Val-Gly gibi diger mutasyonlarada rastlargtsa da
(Chatrier-Harlin; 1991, Murrell;) en yaygin rastlam Val-lle mutasyonudur
(Brooks; 1995, Campion; 1996, Fidani; 1992, FunjcRB00, Goate, Matsumura,
1996, Sorbi; 1993, Sorbi; 1995, Yoshioka; 1991)n@an baka farkh kodonlarda,
farkl kultirlere ait mutasyonlarda belirlergti.

1.2.3.Presenilinler

Bircok erken bglangich AH ailede, APP geninde herhangi bir mutasy
rastlanilamamasi Bka AH lokuslarinin da olabilegai akla getirmgtir. 1992 de
bblgesel klonlama stratejisi kullanilarak 14. kra@oamun uzun kolu Uzerinde AH ile
iliskili bir lokus saptanmyi ve ba&lanti analizleri neticesinde birka¢ sene sonra
PSEN1 olarak adlandirilan genin varli saptanmgtir (Sherrington; 1995,
Broeckhoven; 1992). Genetik harita Uzerinde 1g324g@lgesinde bulunan ikinci bir
gende PSENL1 ile gostegiihomoloji esas alinarak bulungtur (Levy-Lahad; 1995).
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Bu iki gendeki mutasyonlarin (PSEN1 ve PSEN2), edalangich AD vakalarinin
tumundn yaklgk 80%’'Une neden oldiw distnilmektedir. Bu iki gen birbiriyle
yuksek homoloji gosteren (67% benzer), presenitial2 olarak adlandirilan multi-
spaning transmembran proteinlerini kodlamaktadiresénilinler farkh tarler
arasinda da yuksek korunum gostermektedir. Hegekide 13 ekzon icermektedir,
bunlardan 10'u (ekzon 3-12) kodlamasi yapilan diggrmektedir, dier ekzonlar
ise translasyonu yapilmayan boélgeleri icermektdditark; 1995, Prihar; 1996).
PSEN1, 467 a.a. ik, PSEN2 ise 448 a.a. lik prdtetiamaktadir ve bu proteinlerin

oncelikli yerlekeleri; endoplazmik retikulum, golgi aparati ve icdkk zarfi
icindedir (Kovaks; 1996).
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Sekil 1.10. Presenilin 1 proteinin a.a. dizisi, eklawa gore dalimi, hicre ici ve
hlcre dg1 katlanmalari
http://www.nature.com/embor/journal/v8/n2/full/7 89D .html|(Gdrtntileme Tar.:
19.03.09)

PSEN’lerin yapisina bakilginda sekizli transmembran domaini ile birlikte
bir hidrofilik intracellular loop bélgesi icermelde; farkl fiziksel sartlarda her bir
PSEN, bska proteinlerle coklu kompleks altyapilar meydaretirgbilmektedir.
PSEN proteinleri stabil N- ve C- terminal bolgetemlusturmak tzere bir fizyolojik
proteolitik kirllmaya maruz kalirlar (Thinakaran; 1997). Ozellikle memediyiminde,
PSEN’lerin bu slenmis parcalarina kolayca rastlanilabilmektedir. Bunubidikte
PSEN’lerdeki bu kirilma olayinin roli hentiz ¢ok mEgildir. Hayvan modelleri
temel alinarak (null PSEN1 mutant), PSEN’in fonksiy Uzerine kurulan bazi
hipotezlere gore, PSEN’lerin ggin morfogenezinde rol oynaglileri strtlmigtur
(Shen; 1997). Bunlarin ayni zamanda spesifik pntggin, proteolitik glenmesine

yardimci olabilecgi dustinulmektedir. Bununla ilgili bir delil PSEN1'in, AP ve

Q



Notch transmembran metabolizmasindan sorumlu olaeecretase enzimi
aktivitesine sahip oldiu veya en azindarn-sekretaz icin bir kofaktor olchu
yonindedir (Amtul; 2002, Berezovska; 2000, Haa®§9). Bunu destekleyen bir
hipotez, son zamanlarda tanimlagmlany-sekretaz’a bglanarak inhibe eden secici

ve spesifik bir PSEN heterodimerinin var gidur (Esler; 2000). @er bazi
calismalarda PSEN2'de olgu gibi, PS’lerin kontrollii hiicre dliumunt duzenigdi
yonindedir, burada PSEN2'nin C terminal kismi apoptinhibe etmekle gorevlidir
(Valter; 1999). Gunumuzde PSEN1 geni Uzereinde def®’ fazla mutasyon
tanimlanmgtir, buna kajin PSEN2 (zerinde sadece 10 tane missense mutasyon

mevcuttur (www.molgen.ua.ac.be/ADMutatidns

PSEN1'de meydana gelen missense mutasyonlar ejep&tmnutasyonlardir,
bunlardan ikisi alti nukleotidlik insersiyon (Rogae 2001) ve biride t¢ nukleotidlik
delesyonudur (Cruts; 1998). Bu mutasyonlar ondelkdrak yuksek korunumlu
transmembran domaininde getiektedir. Bunlardan hicbiri cerceve kaymasi
meydana getiren mutasyongildir, ayni zamanda proteinin kesilmesinede neden
olmaz. Sadece iki kesilme defekti kapsamli olarakirhlanmgtir: PSEN1'deki
intron 8'de meydana gelen bir kirpilma noktasi mytau, 9. ekzonun anlatimi
yapilan kisminda bir delesyona neden olmakla b&likodon 290’da bir a.a.

yerdesistirme meydana getirir (Citron; 1997).
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Sekil 1.11. Presenilin 2 proteinin a.a. dizisi, eklawa gore dalimi, hiicre ici ve
hiicre dgI katlanmalar_http://www.alzforum.org/res/com/nmug/diagram?2.asp
(GoruntulenmeTar.: 25.03.09)
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Kullanilan mutant PSENZ1’lerin molekiler mekanizrmala ba&li olarak
onlarin patojenik etkileri henliz tam olarak ortagskarilamamgtir. Mutant
PSENZ1’lerle transfekte olmgthiicre hatti ele alinginda A3 peptidlerinin miktarinda
artma gorualmgtar (Borchelt; 1996).In vivo deneyler mutant PSEN1 proteininin,
uzun A’larin depolanmasi yerine,-sekretaz aktivitesi aragtiyla APP’lerin; p-
amyloid, C-terminal uclarinda fonksiyon gostéidi ortaya koymaktadir (Wolfe;
1999, Sudoh; 1998). Bundan ska bircok deney mutant PSEN1 seviyesinin
artmasinin, endoplazmik retikulum ve golgi'nin kaanfnanlarinda yiksek seviyede
fibrillojenik AB42’nin depolanmasina neden ofduu gdsterngtir (Sudoh). Bu
aktivite, PSEN'In normal fizyolojik roliinden dea PSEN1 proteininin AAH’la
iliskili olarak bircok fonksiyonu oldgunu gostermesiyle birlikte, AAH'nIn
kalitiminda bir takim otozomal dominant 6zellikieeegereksinim vardir. Ek olarak
Mutant PSENZ1’lerde, B42'nin artmasiyla ilgili olarak hicbir PSEN-intersikon
proteininin direkt roli gdzlemlenemegtir (Saura; 2000). 4 farkl ailede saptanan
PSEN1 8. intronunun kesim noktasinda meydana geiiéiz senil plaklarindan
morfolojik olarak farkl, dgisik néropatolojik 6zellikte plaklarin meydana gelnmes
neden olmstur (Crook; 1998). Bu plaklarin ne amiloid fibritlgeklinde cekirdekte
depolandil, ne distrofik noritleri cevreledikleri, ne de lamatuar yaniti
tetikledikleri gozlenmgtir. Ayni 6zellikler, AH’nin patogenezi icin analtaoli
oynamayan A depolanmasi icinde Onerilghir, fakat ekstraselller agregasyondan
once A342’nin norotoksik etkisinin olgmasi, kalsium homeostazini etkileyebilgice
veya serbest radikallerin Uretimini arttirabilgceveya bazi intraselliler sinyal
patikasini dgitabilecei icin pek ilgi cekmemitir (Hardy; 1997). Buglemler, AH
noropatolojisi ve amiloid plak @aimi arasindaki korelasyonda senil plaklarin
olusumunu aciklamak acisindan timuyle farkh gercgkleson olarak, APP’lerin
kaspazlar tarafindan kesilmesinin amiloid toksygteneden olabile@ rapor
edilmistir. PSEN1 ve PSEN2 genlerindeki mutasyonlargib@arak, presenilinlerin
kaspaz kesim mekanizmalari gikgebilmekte, buda belkide AH’nin molekuiler

patolojisi acisindan 6énemli yer tutmaktadir (Peileig1999, Weidemann; 1999)
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2. AMAC

Alzheimer hastafi bircok farkli etkene b#i bir hastaliktir. Bu etkenlerden
bir kismi kalitsal sebeplere gla meydana gelirken bir kismi sporadiktir. Kalitsal
Alzheimer, sporadik Alzheimer hastaia gore gorulme silgi son derece duktar.
Ancak kalitsal Alzhemier hastginin, giris boliminde belirtilen genlerin (APP,
PSEN1, ApoE, gitte belirtimemi PSENZ2) birinde veya ayni anda bir kaginda
meydana gelen mutasyonlar sonucgulo dollere aktariima ihtimali %15'tir.
Alzheimer hastai erken bglangicl ve ge¢ bdangicli Alzheimer hastall olarak
iki ayriimustir.

PSEN1 geni lzerinde meydana gelen anlamli mutaay@oinucunda erken
baslangicli Alzheimer hastaiinin meydana gelme ihtimali %60-70tir. PSEN1
geninde 170’ten fazla mutasyon tanimlagtmive halen tanimlanmaktadir. Bu
mutasyonlarin kicuk bir kismi (5-6) herhangi bistafik yaratmazken, geri kalani
Alzheimer hastafiina neden olmaktadir. Bu mutasyonlarin Azheimertahgsi
meydana getirmesindeki 6neminin bir kismi sadecde hiteylerin otopsileri ve
biyopsileri sonucu beyin dokularindaki skar (yavahzeri miyofibriler yumaklar ve
amiloyid plaklarla aciklanirken, geri kalan buyllksiai doku ve hicre kulturleri
Uzerinde aciklanmgtir. Yapilan doku ve hicre kadltiri atamalari neticesinde,
PSEN1 geni Uzerinde mutasyonlar meydana getirilve bu mutasyonlara pia
olarak farkli oranlarda P40 ve AB42 Uretildgi gozlemlenmgtir. Sonug olarak
Uretilen A342 miktarinin, 840 miktarinia gore daha yiksek olmasi durumunda
miyofibriler yumaklar ve amiloyid plaklar ofarak Alzheimer hastginin meydana
geldigi aciklanmstir.

Bu tezin amaci, p42 miktarinda argl meydana getirebilecek Val89Leu ve
lle439Val mutasyonlarinin PSEN1 cDNA'sI Uzerindenlgindirlimis mutagenez ile
olusturulmasi ve mutant cDNA dizilerinin pBluescriptdk(+) fajemid vektorleriine

klonlanarak XL-1 Blue bakterilerine yestailmesidir.
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3.MATERYAL

3.1 XL-1 Bakterileri, DNA ve RNA Ornekleri

XL-1 Blue bakterileri, pBluescript Il sk(+) fajemidektora Qekil 3.1),
pWhitescript vektorii Halic Universitesi MolekiileriyBloji ve Genetik Bolumii
tarafindan temin edilrgiir. PSEN1 cDNA'sI tatyan pcDNAS3 vektorinin (Promega)
Smal resktriksiyon enzimi kesim noktasin8ekil 3.2) klonlanmy sekilde Flanders
Interuniversity, Bioteknoloji Enstitist, NoOrogeneti Laboratuart  (Antwerp
Universitesi, Belcika) tarafindang@anmstir (Tablo 3.1).

1 (-) ori
f o

CHI \7

rlacZ

B

~Kpn |
" | pBluescrlpt 11 SK (+/-) | M<>
I‘.‘ 3.0 kb ~Sacl
~ P lac
\:_‘-t S =
pUC ori/

Sekil 3.1. pBluescript Il SK (+/-) Fajmidler

Apa | Hinc Il
EcoC109 | Acc |
BasH Il T7 Promoier - Kpn | %m I Y¥he | Sa
| Ll

TTGTAAAACGACGGCCAGTGAGCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGTACCGGGCCCCCCCTCGAGGTCGAC. . .

M13 =20 primer binding site T7 primer binding site i K3 primer binding sife...
Bsp106 | Not |

Clal I—lird Il Elcgrw 5|CD§| lPaH ?wa\ ElgmH\ ?pe Tbm fagl ?sﬁf{ ?c:c ?m
. - GGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCTGCAGCCCGGGGGATCCACTAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTC. . .

*

...K3 primer binding site 5K primer binding site

< T3 Promoter I IMH | B-gal u-fragment
CAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTGCGCGCTTGGCGTAATCATGGTCATF\GCTGTTTCC
T3 primer binding site “M13 Reverse primer binding site

Sekil 3.2. pBluescript 1l SK (+/-) Coklu Klonlama Bjiesi (598-826 dizisini géstermektedir).
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Tablo 3.1. pBluescript Il SK (+/-) Vekt6riu dizi agizasyonu.

Ozellik Niikleotid Pozisyonu

ss-DNA replikasyonunun f1 (+) orijini [pBluescriK (+)] 135-441
ss-DNA replikasyonunun f1 (=) orijini [pBluescriK (-)] 21-327
B-galaktosidazi-fragmentini kodlayici dizi (lacZ’) 460-816
Coklu klonlama bolgesi 653-760

T7 promotdr transkripsiyon blatici bolge 643

T3 promotdr transkripsiyon blatici bélge 774

Lac promotoru 817-938

pUC replikasyon orijini 1158-1825
Ampisilin direncli pla) ORF 1976-2833

3.2. Kullanilan Arag ve Gerecler

Tez calymasi esnasinda kullanilan bitin cihazlar Halic Ersiesi
Molekuler Biyoloji ve Genetik Argtirma Laboratuvarindan temin ediktir (Tablo
3.2).

3.3.Kullanilan Kimyasallar

Bu calsmada kullanilan tim kimyasallar (Tablo) Stratagéhd3.D.), Roche
(Almanya), Fermentas (EU) ve Eczagipan (Turkiye) firmalarinin drtnleridir.
Kullanilan kimyasallar ve icerikleri Tablo 3.3'déserilmitir.
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Tablo 3.2. Kullanilan aletler.

Santrifujler: MiniSpin Plus Epmenf Santriftj Cihazi
(Hamburg, Alnya)

PCR Cihazlari: TC-512 PCR Cihazi
MiniOpticoreR Time PCR System MJ Mini Personal
Thermal Gsrc(Bio-Rad, USA)

Su Purifikasyonu: MiliPore Su Satiama Cihazi

Elektroforez Sistemleri: EC250-90 Thermo Elect@orporation
Power PaciBgBio-Rad,USA)

Agaroz jel goruntileme cihazi

Derin dondurucular:  -2Q (Arcelik, Turkiye)
%D (Thermo, Cin)

Buzdolabr: Y& (Beko, Tiirkiye)

Vorteks: Heidolph Reax T@pmanya)

Magnetik Karsgtirici:  Heidolph MR 3001(Almanya)

PH/Sicaklik Olger: Hann@gPark East Drive Woonsocket, US/;

Mikropipetler: Thermo Finnpipet ($in

Dri-Block: Techne

Hassas Terazi: Kern KB

Pipet uclari: 5 ml 160510, Codiad ml 4488, 50 ml'lik plastik pipet
Kaltar petrileri: Tlglgu35 mm-93040, TB® mm-93060, TPP 100 mm
Cam pastor pipeti: Isolab

Kaltar tapleri: Tpp 15 ml ve 50 md@50
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Tablo 3.3 Kimyasallar

DNA modifiye edici enzimler T4 DNA Ligaz, Alkalin fosfataz
Polimerazlar DNA polimerazlar (Pfu DNA polimeraz, Taq DNA
Enzimler polimeraz, Tgo DNA Polimeraz; Roche, Almanya)
BamHI Restriksiyon Enzimi (Fermentas)
Restriksiyon enzimleri
Kpnl Restriksiyon Enzimi (Roche, 3000U(10Ll))
PZR dATP, dTTP, dGTP,dCTP Fermentas (herbiri 200mM)
kimyasallari Steril su(dHO) Roche, Mannheim, Almanya
10X TBE Buffer 1M Tris-HCI, 900 mM Borik Asit, 20 M Na,EDTA
. 0.2 % BPB, 0.2 % xylene cyanol FF, 60 % gliserol
6X Loading Buffer 60 mM EDTA
Jel Etidyum Brom 10mg/mi
elektroforez tidyum Bromur mgim
kimyasallari %1'lik agaroz jel 100 ml 0.5X TBE+ 1 gr agaroz
Agaroz Prona Agarose Basica Le
1 Kb DNA Markor Fermentas
DNA Alkol %70’lik Etanol, Absolut Etanol
ekstraksiyonu e e 20 mM Tris (pH 8.0), 0.1 mM Na2EDTA (pH0B
7 g NaCl, 7 g tryptone, 3,5 g maya 6zitd, 1 [tikdist
. ) LB Agar su, tetrasiklin (15mg/ml), ampisilin (50mg/ml), 100
E. coli besi IPTG (10mM), 100ul X-Gal (2%)
yeri
LB Broth 10 g NaCl, 10 g tryptone, 5g maya 6z0ti, 1 It Bsti
su, tetrasiklin (15mg/ml), ampisilin (50mg/ml)

3.4. Primerler

Calsmada PZR ve yonlendirilmimutagenez icin kullanilan primer dizileri

Tablo 3.4’de verilmytir.

Tablo 3.4. Primer Dizileri

Islem | Primer Dizi Tm

x T3 5-AATTAACCCTCACTAAAGGG-3’ 49.39C

,C\LI T7 5’-GTAATACGACTCACTATAGGGC-3’ 51.9C
Val89Leu_F TCATGCTCTTTGTCCCTTTGACTCTCTGCATGGTG 706

“E Val89Leu R CACCATGCAGAGAGTCAAAGGGACAAAGAGCATGA 70.6 °C

% ile439val F CAGCTCTTCCAATCTCCGTCACCTTTGGGCTTGTT B1rC

§ ile439val_ R AACAAGCCCAAAGGTGACGGAGATTGGAAGAGCTG 78.°C
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4. YONTEM

4.1.PSEN1 cDNA’sinin Klonlanmasindaizlenen Yontemin Ana Hatlari

Antwerp Universitesi Norogenetik Laboratuarindan glaman PSEN1
cDNA'’sI pcDNAS3 vektoru icine klonlanrgtir. Ancak 7306 baz buytkgiinde olan
bu vektor bakteri transformasyonunda, bluygklinedeniyle d§ilk transformasyon
verimine yol acmaktadir. Bu nedenle tez kapsamipd@NA3 icinde yer alan
PSEN1 cDNA dizisi bu vektdrden cikarilarak dahaiboylu olan pBluescript
sk(+) vektoriine klonlanmasi amaclandi. Kodlayiclgboizerinde olgturulmak
istenilen mutasyonlar PSEN1 dizisi pBluescript k(19 vektoriine klonlandiktan
sonra yonlendirilmi mutagenez yontemi ile altwruldu. Tez kapsaminda uygulanan

yontemin ana basamakl&ekil 4.1’de gosterilmtir.

4.2. pcDNA3 vektorinin BamHI ve Xbal restriksiyon enzimleri ile

kesilmesi

1ng pcDNAS3 vektort 10 unitBamHI restriksiyon enzimi ile 37°C’de 3 saat
boyunca kesildi. Reaksiyon kemi 1l pcDNAS3 ¢oOzeltisi, 1,51 reaksiyon tampon
cozeltisi, 0,2ul BamHI enzimi, 17,34 ddH,O ile hazirlandi. Kesim sonrasi Urtnler
%0,7’lik agaroz jelde 150 V’ta 35dk yurituldi. Kiesis vektor bandi UV giginda
agaroz jelden bisturi ile kesilerek 1,5ml'lik epplenf tipe konuldu. Plazmit
izolasyon kiti (Agarose Gel DNA Extraction Kit, Ruo&) kullanilarak agaroz jelden
izole edildi.izole edilen vektor 38 ddH,O icinde ¢ozuld.

BamHI ile kesilmis olan vektor 10 UnitXbal restriksiyon enzimi ile 37°C’de
3 saat boyunca kesildi. Reaksiyon ¢o6zeltisul18dH,O iginde ¢ozulmg vektor
cOzeltisi, 1yl Xbal enzimi, 2 ul reaksyion tampon cozeltisi ve @ ddHO ile

hazirlandi. Kesim sonrasi Grlinler %0,7’lik agareldg 150 V'ta 35dk ydratalda.
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pcDNA3 vektoriunturBamHI ve Xbal restriksiyon enzimleri ile kesimi

U

kesilen parcalarin agaroz jel elektroforezi ileigtynimasi

U
PSEN1 cDNA dizisini iceren parcanin agaroz jeldesiasyonu
U

pBluescript Il sk(+) vektoriniBamHI ve Xbal restriksiyon enzimleri ile kesimi

y

kesilen parcalarin agaroz jel elektroforezi ileigtynimasi
kesilmis vektoriin agaroz jelden izolasyonu
PSEN1 cDNA dizisinin pBluescript Il sk(+) vektérikinlanmasi
PSENL1 tatyan pBluescript Il sk(+l)lvekt('ernUn agaroz jeldeolasyonu

XL-1Blue Supercompetarti.coli hiicrelerinin transformasyonu

U

Transform kolonilerin secimi ve kilttrG

U

Plazmit izolasyonu

U
Dizi analizi
U

Yo6nlendirilmis mutagenez

XL-1Blue Supercompetarti.coli hiicrelerinin transformasyonu

U

Transform kolonilerin secimi ve kilttrG

J

Plazmit izolasyonu
U

Dizi analizi

Sekil 4.1. Tez kapsaminda kullanilan yontemin aasdamaklari.

PSEN1 dizisini tsayan DNA bandi UV giginda agaroz jelden bistiri ile
kesilerek 1,5ml’lik eppendorf tipe konuldu. Plazrimblasyon kiti (Agarose Gel
DNA Extraction Kit, Roche) kullanilarak agaroz jetd izole edildi.izole edilen
vektor 15l ddHxO iginde ¢ozuldu.
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4.3. pBluescript Il sk(+) vektorinin BamHI ve Xbal enzimleri ile

kesilmesi

1ng pBluescript Il sk(+) vektéri 10 Unite BamHI résiyon enzimi ile
37°C’de 3 saat boyunca kesildir. Reaksiyon gwam 1 pl pBluescript 1l sk(+)
¢Ozeltisi, 1,5ul reaksiyon tampon ¢ozeltisi, O)2 BamHI enzimi, 17,3l ddHO ile
hazirlandi. Kesim sonrasi Urinler %0,7’lik agareldg 150 V’ta 35dk yuratalda.
Kesilmis vektér bandi UV giginda agaroz jelden bistiri ile kesilerek 1,5ml'lik
eppendorf tipe konuldu. Plazmit izolasyon kiti (Agge Gel DNA Extraction Kit,
Roche) kullanilarak agaroz jelden izole edildble edilen vektor 1@ ddH,O iginde
cozalulda.

BamHI ile kesilmis olan vektor 10 UnitXbal restriksiyon enzimi ile 37°C’de
3 saat boyunca kesildi. Reaksiyon ¢o6zeltisul18dH,O iginde ¢ozulmg vektor
cOzeltisi, 1yl Xbal enzimi, 2 ul reaksyion tampon c¢ozeltisi ve @ ddHO ile
hazirlandi. Kesim sonrasi Urlinler %0,7’lik agareldg 150 V’ta 35dk yuratalda.
Kesilmis vektér bandi UV giginda agaroz jelden bistiri ile kesilerek 1,5ml'lik
eppendorf tipe konuldu. Plazmit izolasyon kiti (Agge Gel DNA Extraction Kit,
Roche) kullanilarak agaroz jelden izole edildble edilen vektor 1@ ddH,O iginde

¢cozalda.

4.4. PSEN1 cDNA dizisinin pBluescript Il sk(+) vekdriine klonlanmasi

Kesildikten sonra agaroz jelden izole edimBluescript 1l sk(+) vektoria 1U
Calf Intestinal Phosphatase (Roche) ve 2ul 10X sigak tampon c¢ozeltisi ile
37°C’de 1 saat inkibe edilerek 5’ uclarinin fod€é@klerinin kopariimasi sgandi.
Inkiibasyon sonrasinda reaksiyon tiipi 65°C’de 1Beletilerek enzimin deaktive
olmasi sglandi. Vektor PZR purifikasyon kiti (High Pure PQiRoduct Purification
Kit, Roche) kulanilarak saf§aariidi ve 15l ddH,O icinde ¢ozuld.

Ligasyon reaksiyonu icgin 2ul vektor vektor(0.1 u8pl insert (0,2pg), 1pul
ATP (10mM), 1ul 10X ligaz tampon ¢oOzeltisi, 0,54 DNA ligaz (4U/ul) ve 2,5ul
ddH,O karstirillarak 4°C’de gece boyu inkiibe edildi. Elde ediliriin miktari ¢ok
disik oldygu icin PSEN1 geni tayan vektér agaroz jelden izole edilmeden,

reaksiyon sollisyonu @goudan transformasyon icin kullanildi.
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4.5. XI-1 hicrelerinin transformasyonu

XL-1 Blue Super CompetankE.coli hicreleri PSEN1 iceren pBluescript
vektora ile transform edildi. Busamada kontrol amagl olarak PSEN1 icermeyen
vektorle transform edilerE. coli hicrelerinin ve transform olmagniE. coli
hiicrelerinin de ekimi yapildi. Her bir transformasyayri ayri 15ml’lik falkon tupler
icinde gerceklgtirildi. -80C’de saklanan stok XL-1 Blue hicreldsuz Uzerinde
cozildi. Onceden buz zerindggsstulmus olan falkon tiplerden 1.tlipe 100l XL-1
Blue hicresi ve 1ul pBluescript, 2. tipe 100ul XBllie hiicresi ve 15ul PSEN1
iceren pBluescript vektor cezeltisi, 3. tipe iselex® 100ul XL-1 Blue hicresi
konuldu. Buz (zerinde isitiilmadan kamlan tdpler yine buz Gzerinde 30dk
bekletildi. Ardindan 42°C su banysounda 45sn biditen sonra, hemen buza
konarak 2dk bekletildi. Daha sonra tuplere 6nce@@PC’'ye iIsitimg SOC besi
yerinden 900u! eklenerek 37°C’de 1 saat inkiibededihkiibasyon sonrasinda her
tipten 200ul hicre kaltart ampisilin, IPTG ve X-Ggdren kati agar besiyerlerine
ekilerek 37°C’de gece boyu inklibe edildi.

4.6. XI-1 Transform bakterilerden plazmit izolasyoru

Agar plate Uzerinde secilen koloni steril 6ze yamgla 10ml'lik ampisilinli
sivi LB igeren falkon tipe aktarildi. 37°C’de 4 tsamkubasyon sonrasinda falkonlar
4°C’de 5000g’de 10 dakika santriflj edildi.

Izolasyon igin Qiagen firmasinin DNIolation Mini Kit Griint kullanild.
Santrifllj sonrasinda supernatant atilip pellet ileetoplam 4ml RNaz ve RNaz
suspansiyonu eklenip yayga calkalandi. Tubin icine 4ml lizis tamponu eklekeb
ila 8 kez alt Ust edilerek katirildi ve oda sicak@inda 3 dakika inkube edildi.
Suspansiyonun icine daha eveldegwtalmus olan nétralizasyon tamponundan 4ml
eklendi, zaman kaybetmeden slspansiyon alt Ustrellilhomojen hale gelinceye
kadar yaveca karstirildi ve hemen ardindan 5 dakika buz Uzerindeilekedildi.
Solisyonun mat beyaz hale ggidgtzlemlendi. Katlanmgifiltre kagitlarindan her
biri, temiz falkonlar Uzerine dengeli bgekilde konuldu ve filtre katlar az bir
miktar denge tamponu ile islatildi. Mat beyaz hkidgispansiyonlar filtre Katlar

tzerine dikkatli birsekilde dokulerek stspansiyonun tamaminin filtregiémin
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altinda bulunan temiz falkon ttplerine ge¢cmesi éeildi. Bu sirada yeni temiz
falkon tuplerine filtreli kolonlar yuziklerle sak@hdi. Kolonlarin filtreleri 2.5ml
denge tamponu ile dengelendi. Stspansiyon kolohdildd ve alttaki temiz tibe
tum suspansiyonun gecmesi beklenildi. Kolon 5mlayna tamponu ile yikandi
bdylece hedef plazmid harici molekuller kolondaraklatirildi. Kolon yeni bir
falkona vyerlgtirilerek daha dnceden 50°C sicghlicikarilmg olan 2.5ml eliisyon
tamponu ile yikandi. Buslem ikinci kez tekrarlandi. Falkondaki sollisyorersten
hedef plazmidleri icermektedir. Elde edilen plazimidoda sicakfiinda 3.6ml
izopropanol ile presipite edildi. Hemen ardindan dikika boyunca, 13000g'de,
4°C’de santriftj yapildi. Santrifij sonrasi sUpé¢an& dikkatlice uzakkgirldi.
Plazmidler daha 6nceden gstulmus 3ml 70% etanol ile 20 dakika 13000g'de,
4°C’de santriftij edildi. Santriflij sonrasi etanabllastirilarak tiplerin dibinde kalan
pellet yaklgik 10 dakika sureyle kurutuldu. Plazmid DNA's! iearher bir tlpteki
pellet tGzerine 50ul TE tampon c¢Ozeltisi eklenil@ide edilen DNA c¢oOzeltisinin

2ul'si %0,7’'lik agaroz jelde yuratulerek kalitesibakildi.

4.7.Dizi analizi

PSEN1 cDNA dizisinin pBluescript vektoriine istengid gibi klonlanip
klonlanmadgl DNA dizi anlizi ile belirlendi. Elde edilen vekt@ozeltisinden 10ul'si
pBluescript ¢oklu klonlama bolgesinin 5 tarafinbalunan T7 ve 3’ tarafinda
bulunan T3 primerleri ile birlikte dizi analizi igi MACROGEN (Gliney Kore)
firmasina gonderildi. Dizi analizi her iki taraftala gerceklgirildi. Analiz sonuclari

Chormas Pro (Technelsium) programi ilgeiendirlidi.

4.8.PSEN1 cDNA’sI Uzerinde Yonlendirlim§ Mutasyon Olusturma

PSEN1 CDNA'sI Uzerinde Val89Leu ve lle439Val mut@shar olwturmak
icin QuikChange® XL Site-Directed Mutagenesis KiStratgene) kullanildi.
Yonlendirilmis mutagenez reaksiyonu 5 ul raksiyon tampon c¢oze8jsl PSEN1
iceren pBluescript vektor ¢ozeltisi, 2 pl diz prim2 pl ters primer, 1 pl dNTP
karisimi, 3 pl QuickSolution, 32 pul ddH20 ve 1 RiuTurbo polimeraz enzimi ile
hazirlandi. Yonlendirlingi mutagenez reaksiyonunun kontroli igin ayri bikesgon
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tupu hazirlandi. Bu tip icine pBlueScript ve PSEMimerleri yerine pWhiteScript
(2 pul) ve kontrol primerleri (her birinden 1,25 [Kpnuldu. Bu kontrol primerler,
pWhiteScript Uzerinde bulunan LacZ geninde yer &dOP kodon mutasyonunu
diuzelterek pWhiteScript dizisini pBlueScript dizisi cevirmektedir. Yénlendirilrgi
mutagenez reaksiyonu gaauli bir sekilde uygulanirsa bu vektdrle transfrom editen
coli huicreleri beyaz yerine mavi koloniler glurur.

Hazirlanan tapler polimeraz zincir reaksiyonu aletikonularak TABLO

4.1’de verilen cevrim protokoliine gére mutant zirsgntezi sgandi.

Tablo 4.1. Yonlendirlimi mutagenez icin PZR protokoli.

Segment Cevrim Sicaklik Zaman
1 1 95°C 1 dk
95°C 50 sn
2 18 60°C 50 sn
68°C 6 dk
3 1 68°C 7 dk

Yonlendirlimis mutagenez sonucunda yeni sentezlenen DNA zincirler
mutasyon t@ir ancak kalip olarak kullanilan zincirler wild-typdizi icerir ve
ortamdan uzakkriimalari gerekir. Bu nedenle mutagenez sonucugida edilen
cOzeltiye 1 pl (10 uniteppnl restriksiyon enzimi eklenerek 37°Cde 1 saat irkib
edildi. Dpnl metillenmis DNA Uzerinde bulunan 5-Gm6ATC-3" dizilerini tarue
A-T arasindan diz uclu keser. Bgekilde metilli olan kalip DNA zinciri
parcalanirken, yeni sentezlenen mutant DNA zirtekiparca olarak kalir.

XL-1 Blue htcreleri Bolum 4.5'de anlatiigligibi Dpnl ile kesilen vektorlerle
transform edildi ve ampisilin, IPTG ve X-Gal icerefate’lere ekilerek gece boyu
inklibe edildi.

4.9. XI-1 Transform bakterilerden mutant plazmit izolasyonu ve DNA

dizi analizi
Mutasyon taidigi distintlen transform bakteri kolonilerinden Boélim 4#&’d

anlatildg! gibi plazmit izole edildi ve %0,7’lik agaroz jeddkalitesi kontrol edildi.

Mutant plazmitin 10ul’'si mutasyonu cevreleyen primerlerle birlikte MACGEN
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(Gluney Kore) firmasin gonderildi, mutasyonlu bdlgehner iki taraftan da dizi anlizi
yapildi. Analiz sonuclari Chormas Pro (Technelsipnogrami ile dgerlendirildi.
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5. SONUC:

Mutasyona gradiklarinda Erken Bgangicli Ailesel Alzheimer Hastagina
neden olan ¢ gen bilinmektedir; PSEN1, PSEN2, AAMFOE geninde goérilen E4
alelinin ise hastalik icin risk faktori oldu hemen hemen tim toplumlarda
gosterilmitir. Hastalgin patalojinde dnemli rol oynayan Amiloid-Beta pdjgrinin
sekretaz enzimleri tarafindan yanli kirpilmalari  neticesinde  ojtuklar
disinulmektedir. PSEN1 ve PSEN2 genlerinin kodlayid@lgblerinde olgan
mutasyonlarin toplam R miktarini dgistirmese de, f42 oraninda aga neden
oldugu savunulmaktadir. Ancak bazi nokta mutasyonlaeriie hiicre kilttrlerinde
yapilan ¢camalarda 442 artsl gozlenmemitir. Bu durum, PSEN mutasyonlarinin
farkli mekanizmalarla hastgh yol acabilecgini distindirmektedir. Literatirde bu
konudaki deneysel camalar yetersizdir. PSEN mutasyonlarinin hagtali
mekanizmasindaki rolinin asgi@abilmesi icin PSEN mutasyonu stgan hicre
kaltdrlerine ihtiyag duyulmaktadir. Bu tez kapsadanlaboratuvarimizda PSEN1
geninin klonlanmasi, yonlendirilgii mutagenez ile farkh mutasyonlara sahip
vektorler olyturulmasi amaclanrtir.

Bu tez cagmasi sonucunda PSEN1 cDNA’sI pBluescript Il sk(ekt@rinin
BamHI ve Xbal kesim noktalari arasina klonlargtm (Sekil 5.1-5.3). insert
pBluescript vektori tzerinde bulunan LacZ geniacklonlanmg oldugu igin, insert
tastyan vektor ile transformayonagtams olan XL-1 Blue E. coli hicreleri alfa
komplementasyon gosteremedikleri icin besi yeribdéunan X-Gal't metabolize
edememy ve beyaz renkli koloniler ofturmustur (Sekil 5.4 ve 5.5). Her ne kadar
ligasyon oncesi vektorin 5’ fosfat gruplari fostatke kesilmi olsa da busiemin
tam olarak gercekieedigi tarnsformasyon sonrasinda ortaya c¢ikan mavi
kolonilerden andilmaktadir. Transformasyon veriminin gdik olduzu gérulmitar.
Beyaz kolonilerin hedef inserti icefgliDNA dizi analizi ile kanitlanmtir (Sekil
5.6). PSEN1 cDNA'sI lzerinde Val89Legegkil 5.7) ve lle439Val) fekil 5.8)
mutasyonlari yonlendirlingi mutagenez ile ariyla olgturulmustur. Insert iceren
vektor saflatirilarak stok soliisyon halinde -80°C’de ileriki hgealar icin
saklanmaktadir. Ayrica bu vektorisigan XL-1 BlueE.coli hicreleri de kompetan
hale getirilerek -80°C’de depolangtir.
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Olusturulan bu iki strekli anlamli mutasyon daha sobkaryotik hiicre
kiltarlerinde ekspresyon analizi icin kullanilaloédktir. Protein ekspresyonu
neticesinde B42 seviyesinde herhangi bir arolup olmadgl saptanip, bu durumun

erken balangiclhi AH Uzerindeki etkisi tagilabilecektir.

Sekil 5.1. pcDNAS3 ve pBlueScript Il sk (+) vektorieini BamHI restriksiyon
enzimi ile kesilmesi. M) 1 kb Markdr; 1) KesilgypBlueScript Il sk (+); 2) kesilngi
pcDNAZ3, 3) kesilmengi pcDNAS3.

Sekil 5.2.. BamHlI ile kesildikten sonra Xbal resgijon enzimi ile ikinci kez
kesilen pcDNA3 vektord. M) 1kb Markor, 1) kesiknpcDNA3 veo6toru, alt bant
PSENL1 talyan insert.

Sekil 5.3. PSENL1 insertinin pBlueScript Il sk (+)kt@rtine klonlanmasi.
M) 1kb Markdr; 1) Kesik pBlueScript; dpsert almy pBlueScript.
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Sekil 5.4. pBlueScript Il sk (+) vektort ile transfdasyona grams
XL-1 Blue E. coli kolonileri.

Sekil 5.5. Beyaz koloni okumu. PSENL1 inserti iceren pBlueScript Il sk (+) tek
ile transformasyonagnams XL-1 Blue E. coli kolonilerinin lacZ geninin
calismamasi nedeniyle odan koloniler beyazdir.

pBlueScript dizisi PS1 cDNA dizisi
CGALATTCCTGCAGCCC GGEGEGGEATCCCC TCACATC COGE A A ACHLADRLDR

A ey Mumu.mu g

P51 cONA dizisi pBlueScript dizisi
C GC CGECTCGAGCOCATGCATOCTLSZGARGECOGEGEGCC GO CACC GC G

DA e A

Sekil 5.6. PSEN1 tayan pBlueScript Il sk (+) vektoriiniin dizi analigist panel
PSEN1 cDNA dizisinin bdadig! 5’ taraf, alt panel PSEN1 cDNA dizisinin biti3’
taraf.
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TCaa TG C TE TTTGE TCCCTOGTGACLCTC TC TGCOCA TG G TG

bt

TCA TG C TC TTTG TCCCTTTGALCTC TCEC TGCA TG G TG

Sekil 5.7.. PSEN1 cDNA dizi tizerinde glurulan Val89Leu mutasyonu. Ust panel
wild-type dizi, alt panel mutant dizi, ok mutasyonyeri.

ca4 ¢cCTCTTCCAATCTOCC A TCAC CTTTGE G GGC TTGE TT

T

CcA GCTCTTTCCAATCTTCC GTCACOC TTTGOG GC TTOG TT

il

Sekil 5.8.. PSEN1 cDNA dizi tizerinde glturulan lle439Val mutasyonu. Ust panel
wild-type dizi, alt panel mutant dizi, ok mutasyonyeri.
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