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KISALTMALAR

AH (AD): Alzheimer hastaligi

AKT (PKB): Protein kinaz B

AMP: Adenozin monofasfat
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BES1: BR duyarli EMS baskilayic1 1 Tf

BIN2: BR duyarli 2 kinaz (GSK3 benzeri kinaz)
BOS: Beyin-omurilik s1visi

BR: Brassinolid

BRI1: Brassinolid duyarl 1 reseptorii

BSA: Sigir serum albiimini

BSK1: BR sinyalizasyon kinaz 1

BSU1: BRI1-baskilayici 1

BZR1: Brassinazol-diren¢ 1 Tf

CDC: Hiicre boliinme devri kinazi

CDK: Sikline bagimli kinaz

CK1: Cdk-bagimli inhibitorler

CMA: Saperon aracili otofaji

CSF: Serebrospinal s1v1

DAPI: 4,6-Diamidino-2-fenilindol

DAPK: Oliim iliskili protein kinaz

DCFH-DA: Dikoloro-Dihidro-Fluoreskein Diasetat
DISC: Olumu tetikleyen sinyal kompleksi
DiOC6: 3,3’-Diheksilokarbosiyanin Iyodiir
DMSO: Dimetil stilfoksit

EBR: Epibrassinolid

ER: Endoplazmik Retikulum



ERK: Ekstraseliler sinyalleri diizenleyen kinaz (p44/42)
FBS: Fetal sigir serumu

FTD: Frototemporal demans

FTDP-17: Parkinson ile birlikte gelisen FTD-17
GABA: Gama-aminobutrik asit

GRK: G-protein baglantili reseptor kinaz

GSKa3: Glikojen sentaz kinaz-3

GST: Glutatyon-S-transferaz

HDAC: Histon deasetilaz

HRD1: HMG-CoA rediiktaz degregasyon 1 homolog
IGFs: Insiilin-benzeri biiyiime faktorleri

IkB: Kappa B’nin inhibitorii

IKK: 1kB kinaz

IL: interlokin

IP3R: Inositol trifosfat reseptor

IR: Insiilin reseptorii

IRE: Demir (Fe+) Cevap elementi

IREla: Inositol gerektiren enzim 1o

IRS-1: Insiilin reseptor subsrati-1

Kaspaz: Sistein-aspartik proteaz

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

LC3A/B: MAP 1-hafif zincir 3a/f

LCH: Lewy cisimcigi hastalig

LDL: Diisiik yogunluklu lipoprotein

LiClI: Lityum Klorir

MAP: Mikrotiibiil iliskili proteinler

MARK: Mikrotubdl afinite diizenleyici kinaz
Mdm?2: Fare ¢ift dakika 2 enzimi

MEF: Fare embriyonik fibroblast hiicresi

MMP: Mitokondriyal membran gecirgenligi
MSS: Merkezi sinir sistemi

MTB: Mikrotiibiil baglanma bolgesi

MTOR: Rapamisinin mekanistik hedefi

Myc: Miyelositomatosis viral onkogen homologu
NF: Norofilament

NF«B: B hicresi nuklear faktor kappa-hafif zincir-aktivatori
OR: Ostrojen reseptorii

p44/42: Mitojenle aktive edilen protein kinaz-44/42
p53: Apoptozun-timor-iliskili proteini-53

p62: Ub-baglanma proteini Sekuestozom 1
p70S6K: Ribozomal protein S6 kinaz beta-1
PARP: Poli ADP-riboz polimeraz

PBS: Fosfat-tamponlu tuz ¢ozeltisi

PDI: Protein disulfiit izomeraz

PH: Parkinson hastalig1



PI: Propidyum iyodir

PI3K: Fosfotidil-inositol-3-kinaz

PKA: Protein kinaz A

RIPK: Reseptor iliskili serin / trenonin protein kinazlar
ROS: Reaktif oksijen turleri

ROSC: Roskivitin

SAPK: Stres ile aktive olan kinaz

SDS: Sodyum dodesil sulfat

TBS: Tris-tamponlu tuz ¢ozeltisi

TRAIL: TNF-iliskili apoptozu indiikleyen ligand
UPR: Katlanmamis protein cevabi

WHO: Diinya Saglik Orgiitii

XBP1: X-kutusu baglanma proteini-1
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OZET

Demansin en fazla gozlenen tiirii olan Alzheimer hastaligi (AH) nadiren ailesel, siklikla
sporadik nedenlerden dolay1 ortaya ¢ikmaktadir. AH, serebral korteks ve hipokamplste
genis alanlara yayilan, noéron (sinir hiicresi) ve ndronlar arasindaki fonksiyon
bozukluklarina bagl olarak gelisen nérodejeneratif bir hastaliktir. AH patolojisinde hiicre
icerisinde tau ve hiicre digarisinda biriken A protein agregatlarinin varligi 6nemlidir. Tau
kinaz inhibitorlerinin kullanimi AH tedavisinde terapotik strateji olarak 6nem
tagimaktadir. AH patolojisinde otofaji temel hiicresel olay olmakla birlikte ndral sagkalim
tizerindeki rolii tam olarak aydinlatilamamustir. BR’ ler sinifindan steroid tiirevli bir bitki
biiylime diizenleyicisi olan EBR, tau kinazlardan olan GSK3f’nin potansiyel bir

inhibitorudar.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda potansiyel GSK3p (Glikojen sentaz kinaz 3 beta) inhibitorii
olan EBR’nin tau plazmiti transfekte edilerek in vitro taupati modeli olusturulmus PC12
hiicrelerinde noral sagkalim tlizerindeki etkisi otofaji yolag: ile iliskili olarak gosterilmek
istenmistir. PC12 hiicrelerinde EBR ’nin uygun dozunu belirlemek amaciyla MTT analizi
yapilmistir. Sonugta EBR’nin LiCl’ ye kiyasla hiicre sagkalimini daha anlaml sekilde
tetikledigi gosterilmistir. Bununla birlikte AH belirteci proteinlerin anlatimlarimi veya
fosforilasyon seviyelerini diizenledigi gosterilmistir. Tau kinazlardan, GSK3p’nin Ser9
inhibe edici fosforilasyonunun tetiklendigi, CDKS5 anlatimmin ve p70S6K’nin aktive
edici Ser371 fosforilasyonu seviyesinin azaldigi gosterilmistir. Taupati modeli PC12
hiicrelerinde otofajinin EBR uygulamasi ile hiicre sagkalimimi tetikleyecek sekilde
diizenlendigi gosterilmistir. Tez c¢aligmast kapsaminda elde ettigimiz sonuglar
dogrultusunda, potansiyel bir GSK3f inhibitorii olan EBR’nin anti-nérodejeneratif etkisi
AH biyobelirteci olan proteinler ve otofaji ile iligkili proteinler lizerinde hiicre sagkalimini
tetikleyici etkisi oldugu gosterilmistir. Bu nedenle AH ve taupatilerde in vivo terapotik

deneme caligmalarinda kullaniminin miimkiin oldugu belirlenmistir.



ABSTRACT

Alzheimer’s disease (AD), the most common type of dementia, is rarely seen for familial
reasons, usually occurs due to sporadic reasons. AD is a neurodegenerative disease that
occurs in the cerebral cortex and hippocampus due to dysfunctions both within and
between the neurons. The presence of A protein aggregates accumulating in the cell and
the outside of the cell is important. The use of Tau kinase inhibitors is important as
atherapeutic strategy in the treatment of AD. Although autophagy is the main cellular
event in AD pathology, its role in neural survival has not been fully elucidated. EBR, a
steroid derived plant growth regulator of the BR’s is a potential inhibitor of GSK3f from

tau kinases.

In this study, the effect of the potential GSK3p (Glycogen synthase kinase 3 beta)
inhibition of EBR using tau plasmid transfected in vitro taupati model generation with
PC12 cells in relation to the autophagy pathway. For this purpose, MTT analysis was
performed to determine the appropriate dose of EBR in the taupati model PC12 cells. As
aresult, EBR has been shown to trigger cell survival significantly. In addition, it has been
shown that increase in the AD marker proteins was overcome following EBR
administration. GSK3p Ser9 inhibitory phosphorylation was increased, in contrary
expression of CDK5 (Cycline dependent kinase 5) and Ser371 phosphorylation of
p70S6K (Ribosomal protein S6 kinase beta 1) were found decreased. Taupati model PC12
cells have been shown to regulate autophagy to trigger cell survival by EBR
administration. Based on these results, it was shown that EBR is a GSK3p inhibitor as
well as anti-neurodegenerative effect in AD model. Therefore, it can be suggested that

EBR can be used in in vivo experiments against AD models.



1. GIRIS VE AMAC

Diinyadaki tiim demans vakalarinin yaklasik %70’ ini teskil eden AH genellikle sporodik,
nadiren ailesel kokenli bir hastaliktir ve gelisiminde APP, APOE, PSEN1 ve PSENZ2
olmak iizere yaklasik 20 genin risk faktorii oldugu bilinmektedir. AH patolojisinde hiicre
icerisinde mikrotiibiill baglanma proteinlerinden tau (tubulin iligkili iinite)’ nun
hiperfosforilasyonu ile tetiklenen NFT’ ler ve/veya hiicre disarisinda ise biriken AP
(amiloid beta) peptidlerinin olusturdugu amiloid plaklar (senil plaklar) 6enmli rol
oynamaktadir (Sery, Povova et al. 2013, Erkkinen, Kim et al. 2018). Tau protein
fosforilasyonunun diizenlenmesini saglayan baglica enzimler GSK3 ve CDKS5’ tir. Bu
enzimlerin aktivitesinde meydana gelebilecek bozukluklar NFT olusumunu
tetiklemektedir. Bunula birlikte hiicre disinda AP peptidlerinin birikimi ve hiicre
icerisindeki tau hiperfosforilasyonu birbirlerini tetikleyebildikleri gibi hiicredeki diger
protein birikimleri tarafindan da tetiklenebilirler. Hiicre icerisinde biriken proteinleri
temizleme mekanizmalarinin yetersiz kalmasi veya bu sistemlerdeki bozukluklar, apoptoz,
otofaji ve nekrroptoz gibi yolaklar araciligiryla noral hiicre 6limune neden olmaktadir. Bu
nedenle tau proteininin hiperfosforile olmasini tetikleyen GSK3 gibi enzimlerin anormal
aktivitelerinin inhibi edilmesi AH’ nin tedavisinde onemli bir terapodtik yaklasimdir
(Mendiola-Precoma, Berumen et al. 2016, Cummings, Tong et al. 2019). Ancak Kklinik
oncesi ¢aligmalar1 devam eden ve GSK3p inhibitdrii olan LiCl” nin saglikli hiicrelerde
toksisiteye neden olabildikleri gosterilmistir (Hu, Begum et al. 2009). Bu sebeple AH’ nin
tedavisine yonelik calismalarda, kan beyin bariyerini (BBB) gecebilecek ve toksisitesi

diisiik tau kinaz inhibitorlerinin bulunmasi 6nem kazanmaktadir.

In vitro tau kinaz inhibitorleri ile ilgili calismalarda, sinir hiicrelerinin béliinme
yeteneklerinin kisitli olmasindan dolay1 genellikle noral krest kokenli hiicreler
kullanilmaktadir. Norona 6zgii endokrin 6zellikler gosteren PC12, insan kemik iligi

néroblastoma hiicresi SH-SY5Y gibi hiicre hatlari ile ¢alisilmaktadir. Ancak bu hiicrelerle

1



tau kinaz inhibitorlerinin ¢alisilmasindaki temel sorun tau anlatimlarmnin ve bununla
iliskili olarakta tau fosforilasyon seviyelerinin diisiik olamasidir. Bu nedenle bu hiicrelere
tau anlatimini arttirmak amaciyla vektor transfeksiyonu veye sicakligin diisiirtilmesi gibi
tau hiperfosforilasyonunu dogrudan veya dolayli olarak tetikleyecek uygulamalarin in
vitro AH modeli olusturulmasinda kullanilabilecegi bazi ¢aligmalarda gosterilmistir

(Bretteville, Marcouiller et al. 2012).

Brassinosteroid (BR) smifindan steroid tirevli bir bitki blylime dlzenleyicisi olan
Epibrassinolid (EBR), tau kinazlardan olan GSK3f’ nin potansiyel bir inhibitoridr.
Yapisal olarak memeli hicrelerindeki kolesterolden tirevlenen ve etkileri bilinen;
Ostrojen, testesteron ve progesterone vb. steroid hormonlar ile benzer islevlere sahip
olduklar1 diisiiniilmektedir (Steigerova, Rarova et al. 2012, Tang, Han et al. 2016).
Laboratuvarimizda yapilan ¢aligmalarda EBR’nin yapisal benzerligi nedeniyle steroid
hormona bagimli kanserlerde ve endoplazmik retikulum (ER) stresine bagli olarak steroid
hormon bagimsiz kanserlerde hiicre Oliimiinii tetikledigi ve saglikli hiicrelerde
toksisitesinin diisiik oldugu gosterilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda EBR’nin AH
tedavisinde kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. PC12 hiicrelerin de in vitro ¢alismalarimiz
sonucun da EBR’ nin tau kinazlardan olan GSK3” {in aktivitesini inhibe ettigi, ayrica diger
tau kinazlar CDK5 ve mitojenle aktive edilen protein kinaz-44-42 (p44-42) anlatimlar
tizerinde de inhibe edici etkisi oldugu gozlenmistir. Elde edilen 6n bulgular 1s18inda
yapilan bu projede potansiyel GSK3p inhibitérii EBR’nin anti-nérodejeneratif etkisinin

tau plazmiti aktarilmis sinir hiicre modelinde gosterilmesi hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. ALZHEIMER HASTALIGI

Ilk kez 1906 yilinda Alman psikiyatrist Alois Alzheimer tarafindan “presenil demans”
olarak adlandirilip teshisi konulan ve adinm1 ondan alan AH dunyadaki tim demans
vakalarinin %70’ ini kapsamaktadir (Sery, Povova et al. 2013). AH, serebral korteks ve
hipokampiiste genis alanlara yayilan, ndron ve noronlar arasindaki fonksiyon
bozukluklarina bagl olarak gelisen norodejeneratif bir hastaliktir. Anormallikler
genellikle ilk 6nce frontal ve temporal loblar1 iceren beyin dokusunda saptanmakta ve
daha sonra bireyler arasinda oldukc¢a degiskenlik gosteren oranlarda yavas yavas
norokorteksin diger bolgelerine ilerlemektedir. AH, noronlarn iginde ve diginda artan
cozlinmeyen B-amiloid fibrillerinin (B-amyioid plaklari) ve anormal tau (Tubulin-iligkili
birim) formlarinin birikmesi sonucu ortaya g¢ikmaktadir (Jucker and Walker 2013,
Jaunmuktane, Mead et al. 2015). Diinyada 60 yas lstii yaklasik 46,8 milyon kisiye AH
tanis1 konulmustur. Demansin erken baslangicindaki 4000 hastanin kisi bagina % 1 den az
olmasina ragmen, 6ngoriilen rakamin 2050’ de 131,5 milyon olacagi tahmin edilmektedir
(Prince, Comas-Herrera et al. 2016). Demans prevalansindaki 6ngoriilen artig, gelismekte
olan iilkelerde gelismis iilkelere oranla daha yiiksektir. Alzheimer Birligi, ABD (Amerika
Birlesik Devleti)’ de 5,5 milyon kisiye AH teshisi konuldugunu rapor etmistir ve ABD’
de AH’ nin goriilme sikliginin 2030 da 7,7 milyon ve 2050°de 11-16 milyon olacagi
tahmin edilmektedir (Alzheimer's and Dementia 2018). Ulkemizde tahmini AH sayisinin
250 bin dolayinda oldugu 6ngoriilmektedir ve yaslh popiilasyonun artmasina bagl olarak

bu saymnin da artmasi beklenmektedir (Tiirk Geriatri Dernegi, 2018).



2.1.1. Alzheimer Hastahig1 Tanis1

AH’nin Klinik tanisinda genel medikal hikaye, nonkognitif ve davranigsal hikaye,
psikiyatrik hikaye, toksik ilag ve nitrisyon hikayesi, ailesel hikaye ile birlikte tibbi
kriterlere uygun olarak yapilan 6grenme, hafiza, islevsel alandaki néropsikolojik testler
ve hastaligin prognozunda 6nemli olan genlerdeki mutasyonlart belirleyen molekiiler
biyoloji yontemleri olduk¢a oOnemlidir. Ayrica hastaligin tanisinda goriintiileme
yontemlerine siklikla bagvurulmaktadir. Bilgisayarli tomografi (BT), manyetik rezonans
gorinttleme (MRG), pozitron emisyon tomografi (PET) gibi yontemler kullanilmaktadir.
Bununla birlikte serebrosipinal sivi (CSF), kan veya plazmada hastaliga ait
biyobelirteglerin Sl¢lilmesini saglayan biyokimyasal teknikler de hastaligin tanisinda
kullanilmaktadir (Prince, Comas-Herrera et al. 2016, Faturrahman, Wasito et al. 2017,
Erkkinen, Kim et al. 2018).

2.1.2. Alzheimer Hastaligi Semptomlari

AH’ nin semptomlar1 6ncelikle, hatirlama kabiliyeti ve bellek, diisiinme, konusma ve
oryantasyon ic¢in 6nemli olan beyin bolgelerindeki néronlarin yavas ve progresif bir
sekilde 6lmesidir. AH’nin patolojisi, semptomlarin ortaya ¢ikmasindan ¢ok once baslar.
AB-plaklarinin hiicre dis1 birikimi, buna bagli olarak nérofibrillerde anormal tau protein
fosforilasyonu ve hiicre ici birikimi (norofibriler yumaklar-NFT) AH patogenezinin iki
onemli nedenidir (Selkoe 1994, Selkoe 2001, Selkoe 2001). AH, progresif hafiza kaybi ve
bilissel bozulma ile karakterize edilmektedir. Ileri evre AH hastalari, ndron
inflamasyonundan néron 6limine kadar degisen semptomlar gostermektedir.
Kardiyovaskdler riske ek olarak, arastirmalar obezite, diyabet, depresyon, sigara ve
yetersiz beslenme gibi yasam tarziyla ilgili gesitli risk faktorleri, AH’ nin klinik
bulgularinin baglamasindan ¢ok 6nce patolojik degisiklikleri tesvik eder. Hastalik stiresi
boyunca beyin hacmi %20’ ye kadar azalir, beyin zarinin kivrimlart derinlesir ve

ventrikiler sistem 6nemli 6l¢lide genisler (Sahin 2009, Barnes and Yaffe 2011) (Sekil 2.1).
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Sekil 2. 1. AH’ de beyindeki nérolojik ve fizyolojik degisimler (Jin 2015).

Artan hiicre 6liimii bir dizi norobiyolojik proseslere yol agar; beyinde ¢ok sayida biligsel
becerilerde gerekli olan ve Ogrenim sireglerinde ©6nemli rol oynayan ve bir
norotransmitter olan asetilkolin eksikligine yol agar. Bu durum hastalik siiresi boyunca
beynin diger boliimlerini de etkiler ve ¢esitli fonksiyon alanlarinda zihinsel performansin

artan bir sekilde bozulmasina neden olur (Jin 2015).

2.1.3. Alzheimer Hastaligimin Evreleri

Hastalik agirlik derecesine gore {i¢ farkli evreden olusmaktadir (Sekil 2.2). “Hafif bilissel
bozukluk” (Mild Cognitive Impairment, MCI) olarak tanimlanan ilk evre, uzun yillar
stiren bir asamay1 ongoérmektedir. Normal giinliik yasamda neredeyse fark edilmeyen ve
sadece detayl analizler sonucunda algilanabilen ndropsikolojik bozukluk ile karakterize
edilmektedir. Ancak MCI tanisi, daha sonra zorunlu olarak Alzheimer tipi demans
olusacagi anlamina gelmemektedir; buradaki olasilik 5 yil sonrasinda yaklasik %50

oranindadir (BrightFocus Foundation, 2017).

Hafif dereceli demans, hastaligin baglangic evresidir. Hastalarin mesleki yasamlarinda,
sosyal aktivitelerinde ve kompleks gorevleri yerine getirmede etkilenmis olmalari, ancak
gunlik yasantilarin1 bagimsiz olarak idame ettirebilmeleri ile karakterize edilmektedir. Bu
evrede On planda olan, yeni bilgileri 6grenme ve hatirlama konusunda artan zorluklarin
yani sira siklikla hafif bazen de siddetli depresif ruh hali ortaya ¢ikmaktadir. Hafif dereceli

demansta beyinde dejenerasyon entorinal kortekste baslar ve daha sonra hipokampusa



ilerleyerek hastaligin seyrini ortaya koymaktadir. Bu dejenerasyon ile olugan noral kayip

beyinde biiziilmeye dolayisiyla da beyin hacminde kii¢clilmeye neden olmaktadir.

Orta dereceli demans evresinde bilissel etkilenmeler, bagimsiz yasamin artitk miimkiin
olmayacag1 kadar siddetli olabilmektedir. Bellek bozukluklari, konusma sorunlari,
mantikli diigstinme, planlama ve hareket etme bozukluklar1 dolayisiyla tuvalet ihtiyaclarini
giderme de yardima muhta¢ olma gibi durumlar gittikce artmaktadir. Giinliikk hafiza
onemli 6l¢iide bozulmakta, hasta kendi biyografisini tam olarak hatirlayamamakta, tanidik
ortamlarda dahi oryantasyon zorluklari ¢ekmekte ve artan bir sekilde zaman bilincini
kaybetmektedir. Ayrica siddetli huzursuzluk, haliisinasyonlar ve saldirgan davraniglar

gibi psikolojik belirtiler daha fazla artmaktadir.

Siddetli dereceli demans evresinde ise hastalar giinliik yasantilarinin tiim faaliyetlerinde
yardima ihtiya¢ duymaktadirlar. Tiim biligsel islevlerin etkilendigi ciddi bir ruhsal
¢cokiintii yasanmaktadir. Bu evrede oOzellikle norolojik sorunlar, iiriner ve fekal
inkontinans, ¢igneme ve yutma bozukluklari siklikla goriilmektedir. Enfeksiyonlar,
enflamasyonlar, epileptik nobetler ve diger hastaliklara kars1 olan egilim artmaktadir. AH
kendi basina 6liime neden olmamakla birlikte siklikla rastalanan 6liim nedenleri, siddetli
bir sekilde zayiflamis olan genel durum ve mevcut yatalaklik sonucunda ortaya ¢ikan
akciger iltihabi, kalp Krizi veya kan zehirlenmesidir (Mayeux and Stern 2012, Reitz and
Mayeux 2014, Raskin, Cummings et al. 2015, Cummings, Tong et al. 2019).
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Sekil 2. 2. AH’ nin evreleri (BrightFocus Foundation, 2017).



2.1.4. Alzheimer Hastalig1 Patolojisini Tetikleyen Olas1 Mekanizmalar ve Risk

Faktorleri

AH ile ilgili ¢ok sayida risk faktorii mevcuttur (Sekil 2.3). Ancak bunlar arasinda en iyi
bilinen serebrovaskiler hastaliklar ve Onciilleridir. Diyabet, hipertansiyon, yuksek
kolesterol, kotii beslenme, disiik fiziksel aktivite, sigara, alkol kullanimi, obezite,
dislipidemi oykusl, metabolik sendromlar, depresif belirtiler, psikolojik stres gibi diger
faktorlerde AH riskini arttirmaktadir (Jan, Azam et al. 2017).

Tablo 2. 1. AH riskini degistiren faktorler (Mayeux and Stern 2012).

Faktor Degisim Muhtemel mekanizmalar
Kalp-damar
hastalig1 Artan Parankimal imha

Stratejik konum

1 AB biriktirme
Sigara icmek Artan Serebrovaskuler etkiler

Oksidatif stres

Artt1 ve

Hipertansiyon azaldi Mikrovaskiiler hastalik
Tip 11 diyabet Artan Serebrovaskuler etki

Insiilin ve AB temizleme igin rekabet ediyor
Obezite Artan Tip II diyabet enflamatuar riskinde artig
Beyin travmasi Artan 1 AP ve amiloid 6nci protein birikimi
Egitim Azalmig Biligsel rezerv saglar

Lipid metabolizmasini1 gelistirir, zihinsel
Bos zaman etkinligi | Azalmig stimdlasyon
Akdeniz diyeti Azalmig Antioksidan, antienflamatuvar

Beyin plastisitesini harekete gegirir, beyin
Fiziksel aktivite Azalmig damarlanmasini arttirir

Hemorajik enfarkt, kucik ve buyik iskemik Kkortikal enfarkt, vaskulopati gibi
serebrovaskiiler degisiklikler demans riskini arttirmaktadir. Inmenin biligsel bozulmaya
ve AH’ ye yol acabilecegi ¢esitli mekanizmalar bulunmaktadir. ilk olarak inme, talamus
ve talamokortikal projeksiyonlar gibi hafiza fonksiyonunda Onemli olan beyin
bolgelerinin hasarina yol acabilmektedir. Ikincisi inme, AP birikimini arttirabilir bu
durumda bilissel diisiise neden olabilmektedir. Ugiinciisii inmenin, baslangici bilissel
islevi bozan inflamatuar tepkilere neden olabilmektedir. Son olarak serebral

hipoperfizyon, AB birikimi, sinaptik ve noéral fonksiyon bozukluguna neden olan



norodejenerasyon kaskadini baslatabilir ve/veya hizlandirabilir ve biligsel bozulmaya
sebep olabilmektedir. Bununla birlikte sinaps olusumu ve sinaptik plastisite, 6grenme ve
hafiza i¢in kritik olan bir serin-treonin kinaz olan CDK5’ in asir1 ekspresyonuna Yol
acarak noronal apoptoz ve 6lime yol acabilmektedir (Weishaupt, Kussmaul et al. 2003,
Cheung, Gong et al. 2008). Bununla ilgili olarak yapilan deneylerde, kemirgen iskemi ve
hipoksi modellerinde ortaya ¢ikan p25 ve CDKS asir1 ekspresyonunun f3 sekretaz (BACEL,
aspartil proteaz site-site amiloid prekirsor protein klevaj enzimi) seviyesini dolayisiyla da
APP islenmesini asir1 derecede arttirmaktadir (Jan, Azam et al. 2017). Kolesterol tasinimi
ile baglantili olan APOE geni de AH’ de vaskuler risk faktorti olarak gosterilmektedir.
Beyindeki kilcal damarlarin ¢eperlerinde A birikmesi, risk faktorii olarak APOE &4 alleli
ile iliskilidir (Sery, Povova et al. 2013).

Orta yasta, yiiksek kan basinct biligsel bozulma, demans ve AH riskini arttirmaktadir.
Hipertansiyon, BBB’ nin vaskiiler biitiinliigiinii azaltarak, beyin dokusunda protein
ekstravazasyonu ile sonuclanan AH riskini arttirabilmektedir. Buna karsilik, protein
ekstravazasyonu hiicre hasarina, noronal veya snaptik fonksiyonda azalmaya, apoptoza ve
AP birikiminde artisa neden olabilir bu durum da biligsel bozulma ile
sonuclanabilmektedir. Artan yasla birlikte, yliksek kan basincinin AH riski tizerindeki
etkisi azalir ve hatta tersine g¢evrilebilerek koruyucu bir etki gdstermektedir. Bu sonug,
AH’ nin baglamasinin ardindan damar sertlesmesi, kilo kayb1 ve kan akiginin otonom
dizenindeki degisikliklere bagli olarak kan basincinin diismeye baslamasiyla
aciklanabilmektedir (Glynn, Beckett et al. 1999, Knopman, Boland et al. 2001, Posner,
Tang et al. 2002).

GoOzlemsel caligmalarda tip II diyabetin (T2D) AH riskini neredeyse iki katina ¢ikardig
bulunmustur. Diyabete eslik eden hiper-insiilinemi vakalarinda, insiilin, insulin
pargalayict enzim (IDE) igin AP ile rekabet ederek AP’ nin beyinden ayrilmasini
engellemektedir. Ayrica AH ve saglikli hastalardan alinan hipokampal dokunun
histopatolojik ¢aligmasinda, IDE ekspresyonunda ve AH beyin dousundaki IDE mRNA
seviyelerinde goreceli bir azalma géstermistir. Diyabet ve glukoz toleransinin bozulmasi,

Gelismis glikozilasyon son iirtinleri (AGE) olusmasina neden olmaktadir. Amiloid plaklar



ve Norofibriller yumak (NFT)’ lar, AGE’ ler igin reseptor (RAGE)’ ler igermektedir.
RAGE’ ler AP’ nin neden oldugu ndronal hasar1 attirmaktadir. Adipoz doku, metabolizma
ve inflamasyona katilan Adipokinler (adiponektin ve leptin gibi) ve sitokinler (resistin,
tumor nekroz faktori (TNF) ve interlokin (IL)-6 dahil) Gretmektedir. Adipokin ve sitokin
diizeyleri insiilin direnci ve hiperinsiilinemi ile artmaktadir (Cook, Leverenz et al. 2003,
Craft 2007).

Plazma lipid seviyeleri (Dislipidemi) ile AH arasindaki iliskiyle ilgili ¢eligkili veriler
mevcuttur. APP, sekretaz olarak adlandirilan enzimler tarafindan, amiloidojenik ve
amiloidojenik olmayan yolaklar yoluyla islenmektedir. Amiloidojenik yolakta APP,
sekretaz ve y sekrataz enzimleri tarafindan APao (Ai-s0) Ve AP+ (Ai-42) peptidlerine
proteolitik olarak ayrilmaktadir. Membran kolesteroliiniin tiikenmesinin APP’ nin
sekretaz boliinmesini engelledigine dolayisiyla APso ve AP+’ nin azaldigina dair kanitlar
bulunmaktadir. Bununla birlikte dislipidemi, artan AH riski ile iligkili olan vaskiiler
hastalik riskini arttirmaktadir. Yapilan ¢aligmalardan elde edilen son bulgular MikroRNA
(MIRNA)’ larin dogrudan AH ile iliskili oldugunu gostermektedir. miRNA profilinin
diizensizligi, beyindeki amino asitlerin metabolizmasini durdurarak AH patogenizi igin
bir mekanizma olarak arastirilmaktadir. miR-153” iin insan néronlarinda APP ifadesini
inhibe ettigi gosterilmistir. Diisiik miR-153 seviyesi ise AH hastalarinda artmig APP
ekspresyonuna neden olmaktadir. miR-339- 5p’ nin insan beyni kiiltlirlerinde BACEI1 ve
AP’ y1 negatif olarak diizenlemektedir. Retrospektif ¢aligmalar travmatik beyin hasari
(TBH) oykiisii olan kisilerin, bu tiir yaralanma 6ykiisti olmayan bireylerden daha yiiksek
damans riskine sahip oldugunu gostermistir. Oliim sonras: yapilan deneysel ¢aligmalarda
beyin hasari sonrasi, beyin omurilik sivis1 (BOS) seviyesi, Ap birikimi, tau patolojisi ve
APP iiretimi artmaktadir. Sigara icmek, AH riskini birkag mekanizma ile etkilemektedir.
Sigara igmek serbest radikal olusumunu arttirabilir, yiiksek oksidatif strese neden olabilir
veya inflamatuar bagisiklik sistemini etkileyerek fagositlerin aktivasyonuna ve daha fazla
oksidatif hasara yol acabilmektedir (Raffaitin, Gin et al. 2009, Solfrizzi, Scafato et al.
2010).



Kadmlarin erkeklere kiyasla AH’ ye yakalanma risklerinin daha yiiksek oldugu
bilinmektedir. Bunun nedenleri, kadinlarin erkeklere oranla ortalama yasam siirelerinin
daha uzun olmasi ve erkeklerin andropoza girmesinden daha 6nce kadinlarda baslayan
menapozla Ostrojen seviyesinin azalmasidir. Vaskiiler demans ve TBH’ de ise
erkeklerdeki risk kadinlardan daha fazla olmasina ragmen diger demans tiplerinde risk

orani aynidir (Mayeux and Stern 2012, Reitz and Mayeux 2014).

2.1.5. Alzheimer Hastaliginda Tedavi/Yonetim

AH’ 1i hasta popiilasyonunun artmasina ragmen, son 15 yilda gelistirilmekte olan ¢cogu
terapotik madde basarisiz olmustur. Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’ de AH’nin
biligsel semptomlarini tedavisi i¢in su anda yalnizca 5 tedavi secenegi onaylanmistir.
Bunlardan en sonuncusu (Memantin) on yildan daha uzun bir siire 6nce onaylanmistir.
Bes standart bakim uygulamasindan dordii Avrupa Birligi’ nde lisanslidir; bunlar arasinda
uc¢ Kolinesteraz inhibitori (Donepezil, Galantamin ve Rivastigmin) ve bir N-metil-D-
aspartat reseptor antagonisti (Memantin) bulunmaktadir. 2014’ te, Donepezil ve
Memantin ile sabit doz kombinasyonundan olusan besinci bir tedavi segenegi, stabil
Donepezil tedavisi alan orta ve siddetli AH hastalarinin tedavisi i¢in onaylanmigtir
(Frozza, Lourenco et al. 2018, Cummings, Tong et al. 2019) (Sekil 2.3).



Approved Symptomatic Treatments
«» Donepezil (AChEI)
» Galantamine (AChEIl)
+ Rivastigmine (AChEI)
* Memantine (NMDA receptor antagonist)
« Donepezil + memantine combination (approved in the US)

Combination with Combination with
disease-modifying therapies symptomatic therapies
Drug target ~ Agents Agents Symptom target
e « BACE inhibitors « 5-HT receptor antagonist pe
g:;y‘lg:?e + Ap monocolonal antibody * MAO-B inhibitor c;;igtra]{tif: .
* Ap vaccine * Anticonvulsant aggressiouy'l
* Melatonin and serotonin non convulsi\'/e
Tau « Tau active immunization receptor agonist seizures
t « Tau passive immunization * Glutamate neurotransmission
aggregaios modulator
Other « Tyrosine kinase inhibitor

* RAGE inhibitor

« Anti-inflammatory

* Angiotensin |l receptor antagonist
« Src/abl kinase family inhibitor

* GM-CSF

+ Vitamin B3

* 11p-hydroxysteroid dehydrogenase inhibitor
« Sigma-1 chaperone agonist

* Deep brain stimulation

«ITMS

« Sigma-2 receptor ligand

* PPAR&/y agonist

* Microtubule stabilizer

Sekil 2. 3 AH ilag gelistirme ve kombinasyon tedavileri. (Cummings, Tong et al. 2019).

AH’ deki yeni terapdtik ajanlar igin yapilan denemelerin ¢ogu, kolinesteraz inhibitorleri,
memantin veya her ikisini alan hastalarda gergeklestirilmektedir. AH nin karmasikligi,
patolojisinin ¢esitliligi ve hastalig1 olusturan bilesenlerin dinamik etkilesim ag1, basarili
AH tedavisi i¢in kombinasyon seklinde birden fazla hedefe yonelik tedavinin gerekli
oldugunu gostermektedir. Tedavi kombinasyonlar1 farmakodinamik veya farmakokinetik
olarak tanimlanabilmektedir. Farmakodinamik kombinasyonlar, hastalik biyolojisi
tizerinde birgok etki gostermek iizere tasarlanmistir; farmakokinetik kombinasyonlar
ilacin emilimini, dagilimini, metabolizmasin1 ve eliminasyonunu etkilemektedir

(Cummings, Tong et al. 2019).



2.2. ALZHEIMER HASTALIGININ GENETiIGi VE MOLEKULER
MEKANIZMASI

AH’ nin genetigi karmasik ve heterojendir. Vakalarin ¢ogu ailesel niiks goriilmediginden
“sporodik™ dir. Bununla birlikte AH vakalarinin kii¢iik bir yiizdesi (tiim vakalarin %1-2’
si) 65 yasindan Once ortaya ¢ikan semptomlarla erken baslangich AH (EOAD)’ dir.
EOAD, otozomal dominant bir hastalik olmasindan dolay: kalitsaldir; yani etkilenen bir
ebeveynin ¢ocuklart EOAD gelisimi i¢in %50 risk altindadir. EOAD’ nin nedeni olarak
Uc gendeki patojenik mutasyonlar gosterilmektedir. APP, presenilin 1 geni (PSEN1) ve
presenilin 2 geni (PSEN2). Ayrica tau mRNA’ sinin islenmesi ve tau proteininde meydana
gelen degisikliklerde EOAD patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir (Rogaeva 2002,
Rademakers, Cruts et al. 2003) (Tablo 2.2).

Tablo 2. 2. EOAD’ nin patogenezinde rol oynayan genler (Khanahmadi, Farhud et al. 2015).

Molekuler etkiler / patojenik
Gen Protein Yer Mutasyonlar | alaka
Amiloid B-protein AB tiretiminde veya AB42 / AB40
APP 6ncusu 21921 32 oraninda artig
PSEN1 Presenilin 1 14924 182 AP42 / AB40 oraninda artig
PSEN2 Presenilin 2 1931 14 AP42 / AB40 oraninda artig

Hastaligin en yaygin, ge¢ baslangigli (LOAD) ve sporodik sekli i¢in iyi bilinen genetik
risk faktorii apolipoprotein E (ApoE)’ nin €4 allelidir. Ayrica orta yastaki yiiksek kan
basinct ve kolesterol diizeyleri, obezite, diyabet dahil bir¢ok yasam tarzina bagh risk
faktoru bildirilmektedir. Bu dort AH geninin, EOAD ve LOAD’ daki genetik
varyansin %30’ dan azini olusturdugu tahmin edilmektedir. Ayrica hiicre 6liimi, hiicre
sag kalimi, ekstrasellular matriks bilesenleri ve transkripsiyon faktorleri gibi gesitli
proteinleri kodlayan farkli genlerde veya onlarin protein iirlinlerinde islevsel olarak
meydana gelebilecek farkliliklarinda AH gelisiminde birer risk faktorii oldugu
belirtilmektedir (Guerreiro, Gustafson et al. 2012, Khanahmadi, Farhud et al. 2015) (Tablo
2.3).



Tablo 2. 3. Alzheimer Hastalig1 patogenezinde direkt veya risk faktorii olarak etkili olan 20
6nemli gen (Khanahmadi, Farhud et al. 2015).

Gen'in Gen Numarasi

semboli Kodladig1 Protein Kategori (ID)

APP Amiloid beta (A4) 6nci protein Protein kodlamas: | GC21M027252

COL25A1 | Kolajen, XXV, alfa 1 yazin Protein kodlamas1 | GC04M109731
Bromodomain PHD parmak transkripsiyon

BPTF faktoru Protein kodlamas1 | GC17P065821

PSEN1 Presenilin 1 Protein kodlamas1 | GC14P073603

PSEN2 Presenilin 2 Protein kodlamas1 | GC01P227058

CLSTN1 Calsyntenin 1 Protein kodlamas1 | GC01MO009789

APOE Apolipoprotein E Protein kodlamas1 | GC19P045408

GSK3B Glikojen sentaz kinaz 3 beta Protein kodlamas1 | GC03M119540

SOHBET Kolin O-asetiltransferaz Protein kodlamas: | GC10P050817
Amiloid beta (A4) prekirsor protein

APBB1 baglanmasi, aile B, iiye 1 (Fe65) Protein kodlamas1 | GC11M006414

PSENEN Presenilin arttiric1 gama sekretaz alt birimi Protein kodlamas1 | GC19P036236
Diisiik yogunluklu lipoprotein reseptdrii ile

LRP1 ilgili protein 1 Protein kodlamas1 | GC12P057497

NCSTN Nikastrin Protein kodlamas1 | GC01P160313
Sikline bagimli kinaz 5, diizenleyici alt birim

CDK5R1 1 (p35) Protein kodlamas1 | GC17P030813

GSK3A Glikojen synthasekinase 3 alfa Protein kodlamas1 | GC19M042734

CASP3 Kaspaz 3, apoptozla iliskili sistein peptidaz Protein kodlamas1 | GC04M185548
Amiloid beta (A4) prekirsor protein

APBA1l baglanmasi, aile A, tiye 1 Protein kodlamas1 | GCO9MO072042
Amiloid beta (A4) prekirsor protein

APBA2 baglanmasi, aile A, iiye 2 Protein kodlamast | GC15P029213

CASP2 Kaspaz 2, apoptozla iliskili sistein peptidaz Protein kodlamast | GC07P142985

MAPT Mikrotiibiile bagli protein tau Protein kodlamas1 | GC17P043971




2.2.1. Erken Baslangich Alzheimer Hastaliginin Genetigi

2.2.1.1. Amiloid Prekirsor Proteini (APP)

Amiloid prekirsor (6ncil) protein (Amyloid Precursor Protein, APP), memelilerdeki
amiloid prekirsor benzeri proteinleri (APLP1 ve APLP2) ve Drosophila melanogaster’
deki amiloid prekirsor protein benzeri (APPL) iceren ilgili protein ailesinin bir Gyesidir.
Hepsi biiyiik hiicre dis1 alanlara sahip tek gegisli (tip I) transmembran proteinlerdir ve
APP’ ye benzer bir sekilde islenirler. Yalnizca APP, AP bolgesinde sekans ayrigmasi
nedeniyle bir amiloidojenik fragman Uretir. APP, ilk olarak 1987 de tanimlanmis olup
insanda 21. kromozom Uzerinde bulunan APP geni tarafindan kodlanmaktadir. APP
geninin 19 ekzon igerdigi ve 170 kb’dan daha genis oldugu tespit edilmistir. 1-13, 13a ve
14-18 ekzonlarinin alternatif eklenmesiyle degisken amino asit uzunlugunda 8-11 APP
protein izoformlar1 (305, 639,677, 695, 696, 714, 733, 746, 751, 752, 770) iiretilmistir. Bu
transkriptler arasinda en baskin olanlari ise APP695 (695 amino asit formu), APP751 (751
amino asit formu) ve APP770 (770 amino asit formu)’ dir. APP751 ve 770 glial hiicrelerde
eksprese edilirken APP695 noronlarda eksprese edilmektedir (Haass, Kaether et al. 2012,
Wilkins and Swerdlow 2017). APP néronlarda biiyiik miktarlarda tiretilir ve ¢ok hizli bir
sekilde metabolize edilir. Endoplazmik retikulumda (ER) sentezlenir ve daha sonra Golgi
aygiti boyunca TGN’ ye taginir. Buradan da 6nce aksonlara gonderilir sonrasinda da hizli

aksonal tagima ile sinaptik terminallere iletilmektedir (Haass, Kaether et al. 2012).

APP, bir hiicre ylizeyi reseptori olarak islev goriir ve norit biiylimesi, néronal yapisma ve
aksonojenezle ilgili néronlarin yiizeyinde fizyolojik fonksiyonlar gergeklestirir. Protein-
protein etkilesimleri yoluyla hiicre hareketliligi ve transkripsiyon diizenlenmesinde rol
oynamaktadir. Hiicrelere gecici APP geni iceren vektdr aktarimi deneyleri sonucunda
hiicre canlilig1 ve bdliinmesinde protein islenmesi ile iligkili olarak hiicre sagkalimi, akson
ve dentrit gelisimi ile hiicre biiylimesi {izerinde tesvik edici etkisi oldugu belirlenmistir.
Ayrica APP’ nin RNA aracili susturulmasinin embriyonik sicanlarda néronal gog lizerinde
olumsuz etkisi oldugu gosterilmistir (O'Brien and Wong 2011, Sery, Povova et al. 2013,
Sadigh-Eteghad, Sabermarouf et al. 2015).



APP’ nin gorevlerini yerini getirebilmesi i¢in proteolitik olarak islenmesi 6nemlidir. APP,
tizerindeki farkli bolinme bolgelerinde, farkli proteazlarla post-translasyonel proteolitik
isleme tabi tutularak farkli biyolojik fonksiyonlara sahip birka¢ peptide ayrilmaktadir
(Sekil 2.4). Normal sartlarda hiicre membraninda lokalize olan APP’ yi sirasiyla Alfa
bolgesinden kesen enzim (o sekretaz), Beta bolgesinden kesen enzim (3 sekrataz, B-site
APP-klevaj enzimi 1) ve Gama bolgesinden kesen enzim (y sekrataz)
adlandirilmaktadir. APP’nin o sekrataz ve y sekrataz tarafindan ard arda proteolitik
kesiliminin yapildig1 amiloidojenik olmayan yolak sonucunda APP’ nin suda ¢oziilebilen
tirtinleri olan ekstraselliiler Salgilanan APP-alfa (sAPPa), p3 (3 kDa peptid), APP
intraselliler domain (AICD) ve Alfa-C-ucu fragmenti (a-CTF) peptidlerini
olusturmaktadir. Bununla birlikte Beta bolgesinden APP’ yi kesen enzim (P sekretaz veya
BACE) aktivitesinin, y sekretaz aktivitesi tarafindan takip edildigi amiloidojenik
proteolitik islemde suda ¢oziilebilen iirlinler olan Salgilanan APP-beta (sSAPPp) ve AICD
disinda, suda ¢ozinmeyen 39-43 amino asit uzunlugunda B-amiloid (AB) peptidleri
olusmaktadir (Zhang, Thompson et al. 2011, Wilkins and Swerdlow 2017).

a Nonamyloidogenic b Amyloidogenic

-] [

= APPsa = APPsf3

p3I
Ap
. Yy-secretase [B-secretase = y-secretase

iecretase

AICD
APP a-CTF APP  B-CTF

AICD

Sekil 2. 4. APP’ nin sirali boliinmesi iki yolla gergeklesir. (a) a-sekretaz iceren APP-
amiloidojenik olmayan igleme ve ardindan y-sekretaz gosterilmektedir. (b) p-sekretaz (BACEL)
ve ardindan y-sekretaz igeren APP’ nin amiloidojenik islemi gosterilmektedir. Her iki islem de

¢oziiniir ektodomainler (sSAPPa ve sAPPP) ve C-terminal fragmentleri (AICD) Uretir (O'Brien
and Wong 2011).



APP’ nin C-terminal kuyrugundaki YENPTY alani1 transkripsiyonel diizenleyici olarak
islev gormektedir (Sekil 2.5). Bu alan tim APP formlarinda %100 korunmustur. Bu
bolgedeki mutasyon APP’ nin endositozunu degistirir ve amiloidojenik APP igslenmesini
inhibe ederek AP iiretimini azaltmaktadir. Thr668’ in YENPTY bdélgesinden uzakta,
CDKS5 ile fosforilasyonu, bu bolgenin mutasyona ugramamasina ragmen, YENPTY” nin
protein-protein etkilesimlerinin en azindan bazilarina miidahale ederek beyinde Af
birikimini degistirmektedir (Sano, Nakaya et al. 2006). APP’ nin YENPTY alani ile
etkilesime giren proteinin tlizerinde bir fosfotirozin baglama alaninin varlig
gerekmektedir. En iyi karakterize edilen iki APP baglanma ortagi X11 ve Fe65’ tir. Hem
X11 hem de Fe65 beyinde yiksek oranda ifade edilir ve tiim APP’ lerle etkilesime
girmektedir (Feng and Zhang 2009). Doku kiiltiirii caligmalari, her iki baglayic1 ortagin
Trans-Golgi aginda (TGN) bulunan APP’ yi SorLA/LR11’ e bagladigin1 ve APP’ nin
BACE]! ile etkilesime girmesini Onledigini gostermistir. Heterozigot X11 veya Fe65
nakavt fareler ile APP’ yi asir1 eksprese eden fareler caprazlandiginda, beyinde A
birikimi 6nemli Ol¢iide artmaktadir. Ayrica Fe65, AH ile ilgili yapilan caligmalarda
olduk¢a 6nemlidir. Fe65’ in transkripsiyonu diizenlemek i¢in APP’ nin C-terminal bolgesi
ile uyum i¢inde hareket ettigi diisiiniiliiyordu ancak yapilan c¢alismalarda Fe65’ in
bagimsiz bir roliiniin oldugu ve APP’ nin Fe65’ i g¢ekirdekten uzak tutmak icin bir
kenetlenme istasyonu gorevi gorebilecegi one siiriilmektedir (O'Brien and Wong 2011,
Wilkins and Swerdlow 2017). APP ektodomaininin 6lim reseptéri (DR6) icin bir ligand
olarak davrandigi ve biiyiime faktorii yoksunlugunda, APP’ nin BACEI tarafindan
bolinmesini tetikledigi bildirilmistir. Buna gére DR6’ ya baglanan kaspaz 3 ve 6’ y1 aktive
ederek sirasiyla aksonal ve hiicre govdesi apoptotik dejenerasyonuna neden olan
ektodomain serbest birakilmaktadir. APP’ nin boliinmesini saglayan biiyiime faktorii
yoksunlugu, néronal dejenerasyonda birincil faktor olabilmektedir (O'Brien and Wong
2011).



Sekil 2. 5 APP protein ailesinin biyik, biyolojik olarak aktif, N-terminal ektodomainlerinin yani
sira ¢ok 6nemli bir Tirozin-Glutamik asit-Aspargin-Prolin-Treonin-Tirozin (YENPTY) protein-
siralama domaini igeren daha kisa bir C-terminal kuyrugu vardir. X11 ve Fe65 proteinlerini
baglar. AP peptidi ektodomain i¢inde baslar ve transmembran bdlgeye dogru devam eder
(kirmiz1) (O’Brien, R. J. ve Wong, 2016).

APP’ nin hiicresel lokalizasyonu dinamiktir. Salgi yolunda ER’ dan plazma zarina dogru
hareket etmektedir. Bu islem sirasinda APP, translasyon sonrasi fosforilasyon, tirozin
slfatlama ve N- veya O-bagli glikosilasyon gibi patojenik mutasyonlara da neden
olabilecek cesitli modifikasyonlar gecirmektedir. 85 ailede 32’ den fazla farkli APP
mutasyonu tespit edilmistir. APP genindeki mutasyonlar, erken baslangigh ailesel AH
(EOAD)’ nin %10-15’ ini olusturur. APP mutasyonlarini i¢eren bireylerin ¢ogunda 40’ I
ve 50’ i yaslarda hastaligin semptomlar1 goriilmektedir. Down sendromlu (trizomi 21)
hastalarin 40’ I1 yaslarda beyin histopatolajisine bakildiginda A peptid birikimlerinin
gelistigi gbzlemlenmistir. Bu birikimler, AH ve Down sendromlu hastalardan izole edilip
incelendiginde aym néropatolojik 6zelliklere sahip oldugu bulunmustur (Sery, Povova et

al. 2013, Wilkins and Swerdlow 2017).

2.2.1.2. Amiloid Kaskad Hipotezi

AP peptidleri beyin korteksinde ve hipokampiiste hiicre disinda birikerek ilk olarak
amiloid fibrilleri, daha sonra da amiloid plaklar1 (senil plaklar1) olusturmaktadir. Bu
plaklar, ROS (Reaktif oksijen tiirleri) ve ¢esitli pro-inflamatuvar mediatorlerin tretimini
indlkleyen Nukleer faktor-kappa B (NF-xB) ve Aktivator protein-1 (AP-1) gibi
transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu takiben mikroglial hiicreler ve astrositlerin
aktivasyonu tetiklenir. Bu hiicreler tarafindan salgilanan ROS, NO, PGE: veya IL1, IL6,
IL18, TNFa ve TNF6 gibi pro-inflamatuvar sitokininler apoptoz ve nekroz ile sonuglanan



noronal hasara yol agarak ndron homeostazini degistirmektedir (Thameem Dheen, Kaur
et al. 2007, Glass, Saijo et al. 2010). Bu durumda tau hiperfosforilasyonu kaynakli tau
birikimini tetiklemektedir. Ayrica tau birikimi ya da AP birikimi olan ndronlardan
intraselliiler alana gecen ROS’ da mikroglial hiicreler ve astrositler tarafindan
algilanmakta ve aktive olmalarina neden olmaktadir. Bu durumda sirekli pro-
inflamatuvar sitokinin sentezi dongiisiine neden olmaktadir. Ayrica interselliiler alandan
temizlenemeyen A peptidleri BBB’ den gecip kan akis hizin1 azaltarak serebral amiloid
anjiyopatiye neden olmaktadir. Uretilen pro-inflamatuvar sitokinler ve AB peptidleri BBB’
den beyine gecerek yada RAGE (lleri glikozilizasyon son iiriin reseptorleri) araciligiyla
beyindeki ROS seviyesini ve sinyal yolaklarini degistirerek ndroinflamasyonun
tetiklenmesine sonug olarak da noronal kayba neden olmaktadir (Pan, Lai et al. 2010,
Wang, Tan et al. 2015, Wilkins and Swerdlow 2017) (Sekil 2.6).
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Sekil 2. 6. AH’ de noroinflamasyonun sematize edilmesi (Pan, Lai et al. 2010).
2.2.1.3. APP’ nin Islenmesi

a sekrataz ile APP iglenmesi, AP peptidlerinin iiretimini 6nlemektedir. SAPPa noral
sagkalimda (plastisite) 6nemli bir role sahiptir ve eksitotoksisiteye karsi1 koruyucudur.
Ayrica noral kok hiicre proliferasyonunu da diizenler ve erken MSS gelisimi igin
Onemlidir. a sekrataz, tip I transmembran proteini olan bir ¢inko metaloproteinaz’dir. o
sekrataz etkinligine sahip protein ailesi, ADAM9, ADAMI0 ve ADAMI7 vyi
icermektedir (Kuhn, Wang et al. 2010). Yapici o sekretaz ADAMI10’ dur. ADAMI10

aktivitesinin bozulmasinin, ¢6zinur olmayan amiloidojenik olmayan APP seviyesini



azalttigl, ADAM10 aktivitesinin surdurilmesinin, AH’ da a sekretaz yolu ile APP’ nin
islenmesi i¢in koruyucu bir rol oynadigini gostermektedir. ADAM10’ un biyolojik olarak
Oonemli substratlar1 epidermal biiylime faktorii (EGF), Notch (embriyonik gelisimde
onemli) ve APP’ i igerir. ADAM10 geninde LOAD icin potansiyel olarak patojenik iki
mutasyon tanimlanmistir. ADAM10’ un, kolesteroliin (apolipoprotein E’ nin etkisi) APP
metabolizmasi iizerindeki etkisine aracilik eden bir sekretaz aktivitesine sahip oldugu
bulunmustur (Moss, Bomar et al. 2007). Cesitli periferik ve noral insan hiicre ¢izgilerinin
bir kolesterolu 6zutleme maddesi veya bir HMG-CoA rediiktaz (HMGCR) inhibitord ile
tedavisi, salgilanmis alfa-sekretazla ayrilan ¢oziilebilir APP peptidlerinin sert bir sekilde
artmasina neden olmaktadir. Kolesterol azalmasinin, amiloidojenik olmayan alfa sekretaz
yolunu ve ndéroprotektif alfa sekretaz boliinmiis ¢oziinebilir APP olusumunu birkag

mekanizma ile destekledigi gosterilmistir (Sery, Povova et al. 2013).

APP’ nin islenmesinde yer alan bir diger proteolitik enzim B sekretaz 1 (BACE1)’ dir. B-
sekretaz, terminaline yakin karakteristik tip | transmembran alani ile zara bagl bir aspartil
proteazi dir. BACE geni, kromozom 11 Uizerinde bulunur ve 501 amino asitlik bir protein
kodlayan 9 eksondan olugmaktadir.  sekretaz’ in pre-mRNA’ s1, ekson 3 ve 4’ te alternatif
eklenmeye tabi tutulabilir; bu da 501, 476, 457 ve 432 amino asitli 4 alternatif varyantin
tiretilmesine neden olmaktadir (Mowrer and Wolfe 2008). Pro-BACE1 olarak adlandirilan
BACE1’ in onciisti fosforilasyon, glikozilasyon ile modifiye edilir ve daha sonra olgun
BACE1’ i uretmek icin furin benzeri bir endoproteaz ile bélinmektedir. Endoplazmik
retikulumda sentezlendikten sonra, BACE1 salgilayict yoldan endozomal bolmelere
sonrasinda da plazma membranina tasinmaktadir. § sekretaz’ m optimum aktivitesi igin
asidik ortam gerekmektedir bu ylizden en uygun kosullar endozomlar tarafindan

saglanmaktadir (Rajendran, Honsho et al. 2006).

B sekretaz ekspresyonu yasa bagli olarak artmaktadir ve 6zellikle AH hastalarinin beyin
korteksinde yiiksek miktarda bulunmaktadir. Bu artisi agiklamak i¢in gesitli
mekanizmalar 6nerilmistir. BACE metabolizmasinda, BACE hiicre i¢i siralamay1 kontrol
eden GGA’ nin kaspaz degradasyonu veya BACE mRNA translasyonunun kontrolnin

kayb1 nedeniyle BACE ekspresyonunun yasa bagli artisini agiklayan mekanizmalar olarak



One strilmektedir (Hunt and Turner 2009). Ayrica oksidatif stress ve hipoksi, iskemi ve
enerji yoksunlugu diger kosullarin da hiicresel modellerde BACE1 ekspresyonunu

arttirdigi bulunmustur (Guglielmotto, Aragno et al. 2009).

a- ve B-sekretaz ayrilmasindan sonra, a-CFT ve B-CFT olarak tanimlanan APP’nin
karboksil terminal fragmanlar1 (CTF’ ler) membranla iliskili kalir ve y sekrataz ile daha
da kicuk parcalara ayrilmaktadir. a-CTF vy sekretaz tarafindan islevi heniiz
tanimlanmamis olan p83 peptidine islenirken B-CTF AB40 ve AB42’ ye boliinmektedir.
APP’ nin CTF’ larinin birikimi, cAMP’ 1n hidrolizini tetikleyerek, cCAMP/PKA/CREB
yolaginin bozulmasina neden olmaktadir. Ayrica APP’ nin subselliiler lokalizasyonunu ve
Rabii” in dagilimini degistirip, LDL’ nin endositoz ve soma-akson transsitozunu azaltarak
aksonal vesikiil kacakciligmi etkilemektedir. Bu bulgular CTF birikiminin noronal
bozulamaya neden oldugu fikrini desteklemektedir. y sekretaz, baslica dort proteinden
olusan biiyiik bir kompleksdir: presenilin (PSEN, PSEN1 veya PSEN2), nicastrin, APH-
1 (On Frekans Defektif-1) ve presenilin artttiric1-2 (PSENEN-2). y sekretaz kompleksi
endoplazmik retikulum, Golgi kompleksi ve trans-Golgi aginda bulunmaktadir (Sery,
Povova et al. 2013, Sadigh-Eteghad, Sabermarouf et al. 2015, Kametani and Hasegawa
2018).

2.2.1.4. PSEN Mutasyonlari

Insanda, presenilin 1 (PSEN1) ve presenilin 2 (PSEN2) genleri ¢cok benzer bir genetik
yapiya (%67 amino asit benzerligi) sahiptir. Serebellum ve hipokampiste daha ytksek
seviyelerde olmakla birlikte ¢ok sayida dokuda eksprese edilmektedirler. Hidrofobiklik
grafikleri, integral membran proteinleri oldugunu gostermektedir. Multimerik y sekretaz
kompleksinin 6nemli bilesenleridir. Cogunlukla endoplazmik retikulum ve Golgi
bolmelerinde bulunurlar. PSEN’ lerdeki 1000’ den fazla nokta mutasyonun ¢ogu EOAD
sorumludur (Guerreiro, Gustafson et al. 2012).

EOAD’ ye sebep olan ii¢ genden PSEN1, otozomal dominant kalitilan ndrodejeneratif bir
hastalik olan AH, Notch sinyal yolag:i diizenlenmesi, hiicre i¢i AP olusumu ile

karakterizedir ve diger iki gene (APP ve PSEN2) gore hastaligin ortaya ¢ikmasinda en



yiiksek riske sahiptir. EOAD vakalarimin % 18-50° sinde PSEN1 mutasyonu
bulunmaktadir. AH’ da gbzlemlenen PSEN1 ile ilgili enaz 185 farkli mutasyon
tamimlanmistir. Otozomal dominant EOAD’ ye sebep olan PSEN1 mutasyonlar1 tek
basina hastalik sebebi degildir. Baslangi¢ yasindaki farkliliklar hastaligin gelisimini ve
siddetini degistirmektedir.

PSEN1, 14. kromozom {izerinde yer alir, 12 eksondan olusup, 467 amino asitlik bir
serpantin proteinidir ve en az iki izoformu vardir. PSENI, y sekretaz kompleksinin
katalitik aktivitesinden sorumlu oldugundan PSEN1’ deki AH ile iliskili mutasyonlar vy
sekretaz aktivitesini azaltarak AP40 {iretiminin azalmasina yol agmaktadir. Ancak AB42
tiretimi artar ve AP plaklar olusur. AB42 birikimi hastaligin erken dénemlerini yansitan
bir olaydir. Ayni1 zamanda vy sekretaz ile bolinmesi gereken APP C-terminal fragmanlari
ayrilmaz ve hiicre zarinda birikerek norotoksisiteye sebep olmaktadir. Bu durumda hem
EOAD hem de LOAD gelismesini kolaylastirmaktadir.

1. kromozom Uzerinde bulunan, PSEN1 lokusu ile yiksek homoloji gosteren bu gen
PSENT1’ den sonra bulundugu i¢in PSEN2 adin1 almistir. 12 eksondan olusup, 448 amino
asit iceren bir serpantin proteinidir. Yapisal olarak PSEN2, PSEN1’ e benzer ancak
mutasyonlar PSEN1 ile karsilastirildiginda farkli kodonlarda meydana gelmektedir.
Cesitli populasyonlarda yapilan g¢aligmalara gore, PSEN2 lokusundaki mutasyonlar
LOAD ile sonuglanmaktadir, nadiren EOAD’ ye sebep oldugu bulunmustur. APP ve
PSEN1 mutasyonlar ile karsilastirildiginda hastalik yavas ilerlemektedir. PSEN2
mutasyonuna sahip ailelerde hastaligin baslama yas1 45-88” dir ve PSEN1 mutasyonu
tastyan ailelere oranla daha yiiksektir. PSEN2 mutasyonu tasiyan ayni ailede ki farkli
bireyler arasinda hastaligin baglangi¢ yasi ¢ok farklilik gdstermektedir. Bunun tam tersine
PSEN1 mutasyonu tasiyan ayni aile bireylerinde baslangig yasi olduk¢a benzerdir. PSEN2
genindeki mutasyonlar, PSEN1 genine gore diisiik penetransa sahip olup meydana
getirdigi klinik tabloda degisken olabilmektedir. PSEN2, AP kesiminden sorumludur.
PSEN2 mutasyonlart AB40 ve AP42 oranlarmi arttirmaktadir. Ayrica mutant PSEN2,
ekstrasellller sinyalleri diizenleyen kinazlara baglanip Reaktif oksijen tirleri (ROS)

araciligi ile B sekretaz aktivitesini arttirmaktadir (Khanahmadi, Farhud et al. 2015).



2.2.2. Geg¢ Baslangich Alzheimer Hastahi@inin Genetigi

LOAD genetigi, EOAD’ a gOre ¢cok daha komplekstir. LOAD’ a sebep oldugu diisiiniilen
pek cok gen, bu genlerin birbirleriyle ve c¢evresel faktorler ile etkilesimi bu hastaligin
etiyolojisini belirlemektedir. LOAD vakalarinin ¢ogu sporodik olup, ailesel gecis
gostermez. Cok farkli populasyonlarda yapilan ¢alismalarda ortak olarak bulunan, LOAD’
da risk faktorii olarak tanimlanan APOE genidir.

2.2.2.1. Apolipoprotein E (APOE), TREM,

Kandaki lipoproteinlerde bulunan APOE, yuksek trigliserit icerikli lipoproteinlerin
katabolizmasindan sorumludur. APOE geni, primer olarak karacigerde, beyinde (6ncelikle
ndronlar ve astrositler tarafindan) ayrica makrofajlar ve monositler gibi hiicreler
tarafindan santezlenen glikoproteini kodlamaktadir. Kolesterol metabolizmasinda aract
molekil olarak gorevlidir. APOE lipoprotein  kompleksinde ki iki anahtar
lipoproteinlerden birisi olup, lipoliz ve lipid transferi ile baglantili proteinler APOE
reseptorleri araciligi ile bir dokudan digerine ya da bir hiicreden diger hiicrelere taginarak
lipid metabolizmasini diizenlemektedir. Merkezi sinir sisteminde (MSS), astrositler ve
mikroglial hiicreler tarafindan iiretilen ve salgilanan APOE, lipoproteine baglanir ve MSS’
nin gelisim safhasi ve noronal hasardan sonra ki onarim periyodu sirasinda APOE
reseptoril vasitasiyla sinir hiicrelerine alinmaktadir. APOE proteini AH beyinlerinde senil
plaklarda bulunur ve AP peptidine baglanabilme 6zelligi gostermektedir. Glial hiicre
yiizeyindeki diisiik Yogunluklu Lipoprotein Reseptor-iliskili Protein 1 (LRP1)’ in
mutasyonu ve allel farkliliklart AH gelisimi i¢in 6nemlidir. Ayrica yeni bulgular APOE’
nin AP’ den bagimsiz olarak lipid metabolizmasi, tau patolojisi, ndroenerjitik, ndérogeligim,
sinaptik plastisite, norovaskiilerite ve noroinflamasyon ile iliskili olarak AH’ da 6nemli
bir rol oynayabilecegini gostermektedir (Guerreiro, Gustafson et al. 2012, Raskin,

Cummings et al. 2015).

APOE geni 19. kromozom uzerinde bulunup, 4 ekson ve 3 introndan olugsmaktadir. APOE
proteini 299 amino asitlik uzunluga sahiptir. Ekson 4’ te 2 tek niikleotit polimorfizmi
(T2060C ve C2198T) ile ortaya cikan iic APOE alleli (g2, €3, €4) tanimlanmistir (Sekil
2.7). Bu alleller ti¢ farkli proteine (E2, E3, E4) kodlanmaktadir. APOE3 en sik bulunan



izoformudur. 112. ve 158. pozisyonlarin da sirasi ile sistein ve arjinin amino asitleri
icerirken, APOE2 yainizca sistein, APOE4’ te yalnizca arjinin amino asiti icermektedir.
APOE &3 alleli tim populasyonun %78’ inde bulunmasma karsiik APOE &4
populasyonun %15’ inde, APOE €2 ise %7’ inde bulunmaktadir (Khanahmadi, Farhud et
al. 2015, Wu and Zhao 2016). APOE &4 alleli siklig1 farkli etnik gruplar arasinda
degiskenlik gostermektedir. Down sendromu, kafa travmalari, felg hem insanda hem de

transgenik farede APOE &4 ekspresyonunu arttirmaktadir.
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Sekil 2. 7 Apolipoprotein E’ nin alt izoformlar1 (Wu and Zhao 2016).



APOE &4 allelinin LOAD ig¢in risk faktorii oldugu yapilan ¢alismalarla dogrulanmus, farkli
populasyonlarda EOAD ile de baglantili oldugu tespit edilmistir. In vitro ¢alismalarda
belirlenen kontroller ile LOAD kiyaslandiginda APOE’ nin AP’ ya yiiksek afinite ile
baglandig1 ve LOAD’ da APOE &4 allelinin genetik risk faktorii frekansini arttirdigini
ortaya koymaktadir. Tek €4 alleli tasiyan kisilerde hastalik riski 2-4 kat, iki €4 alleli
tasiyan kisilerde ise ortalama 12 kat artmaktadir. Ayn1 zamanda APOE &4 allelini tasiyan
kisilerin, tasimayanlara gore yaklasik 10-20 yi1l once bu hastaliga yakalandiklar
goriilmiistiir. €4 allelini tagiyan ailelerde ayn1 anda APP ve PSEN1 mutasyonlari da varsa
demensin baglama yaginin daha da erken oldugu tesbit edilmistir. APOE €2 alleli tagiyan
bireylerde, APOE &4’ {in tam tersine LOAD gelisme riski azalmaktadir. Ciinkii APOE2
hidrofobik AP peptidlerine baglanarak onlar1 glial hiicrelerin yilizeyindeki Diisiik
yogunluklu lipoprotein (LDL) iligkili reseptorler ve koreseptorler tarafindan taninarak
endositozla hiicre igine alinir ve bu sekilde interselliiler alanin AB42’ den temizlenmesine
yardimecr olmaktadir. Bununla birlikte €4 alleli diger allerlerden daha fazla AP
agregasyonuna neden olmaktadir. Ayrica APOE €4’ {in tau patolojisi baglaminda AP ve
AP agregasyonundan bagimsiz olarak norodejenerasyonu etkilemektedir. APOE &4 geni,
AH’ ni(Kametani and Hasegawa 2018)n ortaya ¢ikmasinda tek basina yeterli bir faktor
olmadigr icin hastaligin teshisinde APOE polimorfizmleri tam1 kriteri olarak

kullanilmaktadir.

APOE’ ye ek olarak, lipid islemeyle iliskili risk genleri arasinda ABCA7, Clusterin (CLU)
ve Sortilin ile ilgili reseptor L (SORL 1) bulunmakradir. ABCA7, bir Adenozin Trifosfat
(ATP)’ 1 baglayan tasiyiciy1 kodlayarak hiicre zarlar1 boyunca substrat taginmasi, APP
islenmesinin diizenlenmesi ve AP olusumunun inhibisyonunda rol oynamaktadir. AB’y1
ters yonde ve spesifik olarak baglayarak molekiiler bir saperon gibi davranan biiyiik bir
beyin apolipoproteini olan CLU, AP birikimini, konformasyonunu ve toksisitesini
etkilemektedir. SORL 1 ise hiicre yizeyinden Golgi-endoplazmik retikuluma kadar
vezikil trafigine katilmaktadir. APP’ yi geri doniisiim i¢in endositik yollara yonderir ve

AP olusumda 6nemli rol oynamaktadir.



Mikroglia, makrofajlar, osteaklastlar ve olgunlasmamis dendritik hucrelerin hicre
yuzeyinde eksprese edilen dogal bir immiin reseptér (immiin yanitlarin aktivasyonunu
tetikleyen) olan TREM., AH patolojisinde 6nemlidir. TREM., APOE, fosfolipid ve
apoptotik hiicreleri iceren lipoproteinleri tanir ve mikroglial fagositoza neden olmaktadir.
TREM: genindeki varyantlar AH riskini arttirmaktadir. Baglangigta, bunun A plaklarinin
ortadan kaldirilmasiyla ilgili oldugu diisiiniilmiistiir ancak saf taupati ayarinda TREM:
eksikligi, gliozis, néroflamasyon ve beyin atrofisine kars1 koruma saglamanin yani sira
tau patolojisine ve/veya tau aracili hasara kars1 mikroglial bir tepkiye neden oldugu
gosterilmistir. Bu sonuglar APOE igermeyen farelerde carpici sekilde azalmis
inflamasyon ve norodejenerasyon bulgulart ile de tutarlidir. Bu nedenle TREM:-APOE
yolu, beyindeki hasara karst mikroglial tepkinin kolaylastirilmasi i¢in 6nemlidir ve
aktivasyonunun islevsel bir sonucu, mikroglia’ nin beyin hemeostazisini diizenleme
yetenegini kaybetmesidir. Mikroglial inflamasyon, AP’ dan bagimsiz olarak tau’ ya baglh
dejenerasyonu desteklemektedir (Raskin, Cummings et al. 2015, Kametani and Hasegawa

2018) (Sekil 2.8).
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Sekil 2. 8 AH’ nin genetik ve patolojik sebeplerinin sematize edilmesi(Raskin, Cummings et al.
2015).



2.2.3. APP Tetikleyici Taupati

APP hizla ve kolayca metabolize olan bir proteindir. Bu nedenle APP metabolizmasinin
bozulmasinin hiicreler {iizerinde ciddi bir etkisi vardir. APP hiicre i¢i tasmimi
yonlendirmek i¢in motora 6zgii bir sekilde hareketliligi modiile etmektedir. Artmig APP
ve/veya CTF, aksonal ve sinaptik kusurlar1 indiikler boylece yanlis tau lokalizasyonu
tetiklenir. Yanlis lokalize olan tau proteinleri birikerek agregatlar olusturmaktadir. Biriken
patalojik tau, daha fazla nakil islev bozuklugunu indiikler dolayisiyla kisir bir dongii
olusturarak asir1 tau birikimine yol agmaktadir. Sonug olarak APP’ nin asir1 ekspresyonu
hiicre i¢i tau birikimini desteklediginden, APP’ nin anormal tau fibrillerin bir reseptorii
olarak islev gorebilecegi ileri siiriilmektedir. Bu nedenle APP artisi, patolojik tau

cogalmasini ve birlesmesini hizlandirmaktadir.

Genel olarak AH, APP metabolizma bozuklugu ile tetiklenen bir hastalik olarak
gosterilmektedir. APP metabolik bozukluguna bagli A birikiminin, tau patolojisini daha
da etkileyebilen ndroinflamasyona yol actig1 iyi bilinmektedir. Simdiye kadar, A’ nin tau
patolojisini dogrudan etkiledigine dair kanit olmamakla birlikte LOAD’ nin APP
metabolik bozuklugunun ve tau patolojisinin bagimsiz olarak baslama olasilig1 gozardi
edilmemektedir. Her durumda, AH’ nin ilerlemesine neden olan ana faktoriin A birikimi
ve tau patolojisinin bagimsiz patolojik olaylar olarak kabul edilmesi gerektigine dair ikna
edici kanitlar vardir (Sekil 2.9). Son zamanlarda AH risk faktorleri APOE4 ve TREM.’
nin tau patolojisine bagli oldugu gosterilmistir. Ayrica primer yasa bagl taupatisi (PART)
olan hastalarin beyinleri incelendiginde, AP plaklarinin yoklugunda AH’ dan ayirt
edilemeyen NFT’ leri igermektedir. Bu nedenle tau, AH’ li hastalarda bilissel ve metabolic
degisikliklere katkida bulunabilmektedir. AH’ nin tedavisinde, AR’ y1 hedefleyen ilaglarin
tiim denemelerinin basarisizliklari, AH’ nin ilerlemesine neden olan ana faktoriin tau
proteini oldugunu gostermektedir. Gergekten de tau’ nun baskilanmasinin veya
silinmesinin, beyin hasarina ve norolojik eksikliklere kars1 koruyucu etkiye sahip oldugu
bildirilmistir. Bu nedenle, patolojik tau iiretiminin baskilanmasi, AH terapdtik ilaglarinin

gelisimi i¢in hedef olarak goriinmektedir (Kametani and Hasegawa 2018).
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Sekil 2. 9 AH patolojisinin sematize olarak gosterilmesi (Kametani and Hasegawa 2018).
2.2.4. MAPT Geni ve Tau Proteini

Mikrotlbdl iliskili (asosiye) proteinler (MAP), hiicre iskeletinin elemanlarindan biri olan
mikrotiibiillerin yapisal ve islevsel olarak diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir.
MAP’ larin en Onemli gesitleri MAP-2 ve tau proteinleridir. Bunlar yapisal olarak
farkliliklar gostermektedir. MAP-2 genis yapisi nedeniyle, i¢i bos silindirik yapilar olan
mikrotlbdllerin yanyana dizilmesini saglamaktadir. Tau proteini ise N-terminal
domainlerinin daha kisa olmas1 nedeniyle mikrotiibiillerin akson boyunca sik1 bir sekilde
demetlenmesinde rol oynamaktadir. Tau proteini, yetiskin insan beyninde 352-441 amino
asit arasinda degisen alt1 tau protein izoformu uretmek igin dkaryotik organizmalarda gen
ifadesinde ¢esitliligi arttiran bir post-transkripsiyonel modifikasyon olan alternatif RNA
ekson eklenmesi (alternative spliced) ile ekson 2,3 ve 10’ a eklenmis 16 eksondan olusan
17921.31(1) kromozomu uzerindeki MAPT geni tarafindan kodlanmaktadir (Luna-Mufioz,
Harrington et al. 2013, Wang and Mandelkow 2016, Wu, Pifia-Crespo et al. 2017) (Sekil
2.10).
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Sekil 2. 10 MAPT geni ve tau mRNA”’ sinin alternatif eklenme iiriinleri. Ekson 2,3-10” un
alternatif eklenmesiyle tau proteinin MSS’ de yaygin olarak bulunan 6 izoformunu
olusturmaktadir. Tau izoformlari, amino (N-terminal) ucu (ON, 1N ve 2N) ve mikrottbdil
baglanma domaini (MTD) tekrar dizilerine (3R ve 4R) gore adlandiriimaktadir (Luna-Mufioz,
Harrington et al. 2013).

Insan tau proteini yapisal olarak dort bdlgeden olusmaktadir. N-terminal (amino ucu)
bolgesi (ON, 1N ve 2N), prolin bakimindan zengin bdlge (PRD), tekrar dizileri (3R ve 4R)
ve C-terminal (karboksi ucu) bélgesidir (Luna-Mufioz, Harrington et al. 2013) (Sekil 2.11).
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Sekil 2. 11 En biiyiik tau izoformunun (441 amino asit) fonksiyonel bdlgelerinin sematik
gosterimi (Luna-Mufioz, Harrington et al. 2013)

Yetiskin insan beyninde, N-terminal bolgesi (ekson 2 (E2) ve E3) ve MTD (E10)’ nun
alternatif mMRNA eklenmesi ile olusan alt1 ana tau izoformu vardir. E10° nun alternetif
eklenmesi, her biri ti¢ mikrotiibiile baglanma tekrar1 (3R) ve her biri dért mikrotiibiile
baglanma tekrar1 (4R) igeren ii¢ izoforma yol agmaktadir. Tekrarlar 31-32 amino asit
uzunlugundadir ve C-terminal bdlgesine dogru konumlandirilmistir. Bununla birlikte, N-

terminal bolgede 29-58 amino asit ilavesinin olmasi veya olmamasi, her 3R ve 4R tau’



nun 1N, 2N veya ON formuna yol agmaktadir. Tam uzunluktaki tau, eslesmis helikal ve
diiz filamentlerin ¢ekirdegini olusturan tekrarlar boyunca birlesmektedir. Gelismekte olan
insan beyninde, 3R tau baskindir, yetiskin beyninde ise 3R ve 4R tau konsantrasyonlari
yaklasik olarak esdegerdir, ancak bu oran norodejeneratif hastaliklarda siklikla
degismektedir. MBD art1 yiiklii lizin amino aside bakimindan zengindir. Bu nedenle eksi
yukli olan mikrotubiillerle iliski kurabilmektedir. 4R izoformu 3R izorormuna gore
mikrotiibiillerle etkilesimde daha yiiksek afinite gortermektedir. N-terminal bolge ise tau
proteininin hiicresel lokalizasyonunda énemli rol oynamaktadir (Ghetti, Oblak et al. 2015,
Guo, Noble et al. 2017, Wu, Pifia-Crespo et al. 2017).

Beyinde tau esas olarak néronlarda bulunmakla birlikte cok az miktarda glia hiicrelerinde
ayrica hiicre dis1 ortamda tespit edilmektedir (Bukar Maina, Al-Hilaly et al. 2016). Tau
hidrofilik bir proteindir. Fizyolojik kosullar altinda, tau sitoplazmada ¢6zunir ve dogal
olarak tekrar katlanir. Ayrica asidik kosullar altinda ve yiiksek sicakliklarda kararhdir.
Tau genel olarak bazik bir protein olmakla birlikte N-terminal bélgesi asidik ve C-terminal
bolgeside noétrdur. Yuklerin  bu asimetrisi, katlanmalarini, mikrotiibiillerle olan
etkilesimlerini ve agregat olusturmalarini etkilemektedir. Tau proteininin normal sartlarda
agregat olusturma egililmi ¢ok azdir ancak N-terminal, C-terminal ve tekrar alanlari
birbirine yaklasarak atac benzeri bir sekil olusturmaktadirlar. Atag yapisinin olusumu tau’
yu agregat olusumuna karsi korumaktadir. Tau’ nun kesilmesi, bu yapimin olusumunu
engeller ve agregat olusumunu tesvik eder. Hucresel diizeyde, tau akson boyunca
mikrotubul dinamiklerini diizenler ve hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesini saglar.
Akson uzamasini, olgunlagsmasini ve aksonal iletimi diizenlemekle beraber NF’ ler ile
birlikte akson biitiinliigline de yardimci olmaktadir. Dentritlerde ¢cok az miktarda tau
protein lokalize olmasina ragmen, sinaptik plastisitenin diizenlenmesinde rol oynadigi
diistiniilmektedir (Thies and Mandelkow 2007, Hoover, Reed et al. 2010, Tai, Wang et al.
2014). Ayrica niikleer tau genomik DNA, sitoplazmik RNA ve niikleer RNA’ nin
biitiinliigliniin korunmasinda énemli bir rol oynamaktadir (Bukar Maina, Al-Hilaly et al.
2016, Guo, Noble et al. 2017) (Sekil 2.12).
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Sekil 2. 12 Normal tau proteininin saglikli noéronlardaki gorevlerinin sematize olarak
gosterilmesi (Wang and Mandelkow 2016).

2.2.5. Tau’ nun Post-Translasyonel Modifikasyonlari

Tau genellikle hiicre igerisinde konumlanan bir protein olmakla beraber noranal aktivite
sirasinda sinaptik alandan ekzositozla interseliler alana gegebilmektedir. Bu nedenle
saglikli bireylerde Serebrospinal sivi (CSF)’ de veya beyin interstisyel sivisi (ISF)’ nda
tau” ya rastlanabilmektedir. Hiperfosforilasyon, asetilasyon, glikasyon, metilasyon,
ubikuitinasyon ve kesilim gibi post translasyonel modifikasyonlar tau’ nun
mikrotubullerden  serbestlenmesine neden olmakla birlikte patolojik etkiler
g6zlemlenmektedir. Bu patolojik etkilerin baginda ndronlarda aksonal iletimde bozulma,
tau agregasyonu ve patolojik tau’nun eksozomlar veya ekzositoz yoluyla ISF’ ye gegmesi
gelmektedir. Patolojik tau’ nun yanlis lokalizasyonu pre-sinaptik bolgelerde sinaptik
vesikiil sayisinda azalmaya, dentritlerde ve post-sinaptik bolgelerde disfonksiyonu
indlkleyerek post-sinaptik iletimin bozulmasina buna bagli olarak noronlar arasinda
sinapslarin kaybina ve patolojik tau’nun sagliklt néronlarda birikmine bagl toksisiteye
neden olmaktadir. Ornegin AP oligomerleri gibi strese neden olan cesitli faktorler, tau’
nun dentritlerdeki yanlis lokalizasyonunu indiikleyerek tubulin tirozin ligaz benzeri enzim
6 (TTLL6) ve ardindan da spastin enziminin ATPaz aktivitesi ile mikrotibul
biitiinliigliniin bozulmasi uyarilmaktadir (Spillantini and Goedert 2013, Zempel, Luedtke
et al. 2013). Tau agregatlar1 néronlarin disina salinabilir ve tau patolojisinin yayilmasina

yol agan diger noronlar tarafindan tekrar alinabilir. Ayrica patolojik tau’ nun nukleusta



DNA ile baglant1 kuramamasi nedeniyle DNA koruyucu islevini yerine getirememektedir

(Bukar Maina, Al-Hilaly et al. 2016, Wang and Mandelkow 2016) (Sekil 2.13).
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Sekil 2. 13 Patolojik tau’ nun etkilerinin sematize olarak gosterilmesi (Wang and Mandelkow
2016).

Tau fosforilasyon, izomerizasyon, glikasyon, asetilasyon, oksidasyon ve ubikuitinasyon
dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli post-translasyonel modifikasyonlara tabi tututlur. Bu nedenle,
protein kinazlar ve fosfatazlar gibi birgok farkli tau baglanma ortag: translasyon sonrasi
modifikasyonun dizenleyici bilesenleri olma 06zelligini paylasir. Tau ayni zamanda
ubikuitinasyon-proteazom sistemi (UPS) ve saperon aracili otofaji i¢in bir substrattir.
Fosforilasyon en sik tarif edilen post-translasyonel tau modifikasyonudur. Tau Uzerinde
85 kadar potansiyel fosforilasyon bdlgesi bulundurmaktadir. Bu fosforilasyon
bolgelerinin 45°1 Serin (Ser), 35’ i Treonin (Thr) ve 5° iTirozin (Tyr) kinazlar tarafindan
hedeflenmektedir. Patolojik kosullar altinda tau fosforilasyonu artar, bu durumda
noronlarda tau’ nun mikrotiibiillere olan afinitesini azaltir ve sito-iskelet
stabilizasyonunun bozulmasiyla sonuglanir. Mikrotiibiil baglanma tekrarlarinin her
birinde esit olarak bulunan Ser262, Ser293, Ser324 ve Ser356’ nin fosforilasyonu, tau’
nun mikrotiiblillere baglanma afinitesini azaltir. In vitro ¢alismalar Thr214, Thr231 ve
Ser235’ in fosforilasyonunun tau’ nun mikrotiibiillerden ayrilmasina katkida bulundugunu

gostermistir. Bu bulgular MBD disinda kalan tau bolgelerinin, tau’ nun hiicre iskeleti ile



iliskisini de etkiledigini gostermektedi (Simié, Babi¢ Leko et al. 2016, Wang and
Mandelkow 2016).

Tau patolojik olarak degistirildiginde, mikrotiibiilleri stabilize edemez ve ¢6ziinmeyen
agregatlar halinde birikir. AH hastalarinda {i¢ tiir tau agregatlari olusmaktadir; néronal
somatadaki norofibriller yumaklar (NFT), néronal dentritlerdeki noropil iplikler (NT) ve
noritik plaklar (NP). Anormal tau fosforilasyonu ve NFT olusumu arasinda bir baglanti
vardir. Tau’ nun MBD” si bir dizi pozitif yiiklii lisin kalintis1 igerdiginden dolay1 negatif
yiikli mikrotiibiillere baglanma afinitesi ¢ok yiiksektir ancak mikrotibullere gore daha
fazla yogun olan negatif yiiklii fosfat gruplariyla etkilesime girerek mikrotiibiillere tau’
nun baglanmasini ve dolayistyla mikrotiibiil stabilitesini azaltmaktadir. Mikrottbllerden
serbestlenen tau proteinleri bir dizi yapisal degisiklige ugrayarak, Alz50 olarak
adlandirilan kompakt yapiy1r olusturmaktadir. Sonrasinda proteolitik yikilimlar sonucu
Tau-66 olarak adlandirilan kesilmis tau, dogal halinden ¢ok daha hizli toplanarak Eglesmis
Helikal Filament (PHF)’ lerin olusumunu kolaylastirmaktadir. NFT” ler de genellikle
helikal sekilde biikiilmiis 10-nm filamentlerden yapilmis PHF’ lerden olugsmaktadir. Yeni
yapilan ¢aligsmalarda, ¢6ziinmeyen filamentlerin yerine, ¢6ziilebilir tau agregatlarinin,
NFT kaynakli norotoksisite gelismeden once hastaligin baslangicinda ve ilerlemesinde
daha kritik roller oynayabilecegini gostermektedir. Ozellikle NFT olusumundan dnce
hiperfosforile edilmis tau, noéronlarda mikrotiibiil demontajina, aksonal tasimanin
bozulmasina ve organel disfonksiyonlarina yol acarak ndronal hiicre apoptosisine yol

agmaktadir (Lim, Haque et al. 2014, Simié, Babi¢ Leko et al. 2016) (Sekil 2.14).

-
conformational # 1t
phosphorylation ; change aggregation o - s
¢ \ C N - ey
—
%
\/\N K/\ N % =
tau p-tau Alz 50 tau polymer tau-66 paired helical filament

Sekil 2. 14 Tau agregasyonunun agamalart (Lim, Haque et al. 2014).

Saglikli bir hiicrede mikrotiibiil stabilizasyonunun diizenlenmesi i¢in tau siirekli olarak
fosforile edilmektedir. Denge bozulduktan sonra tau” nun anormal fosforilasyonu, tau ve

mikrotiibiiller arasindaki arasindaki yiikk dengesini bozar, sonugta tau’ nun



mikrotubullerden serbestlenmesine neden olur. Tau fosforilasyonu, protein kinazlar ve
fosfatazlar arasindaki denge tarafindan siki bir sekilde control edilmektedir. Tau’ yu
fosforile eden 20’ nin iizerinde kinaz vardir. Bunlar arasinda Glikojen Sentaz Kinaz
(GSK) 30/, insan beynindeki en etkili tau kinazdir. Tau’daki 40’ dan fazla fosforilasyon
bolgesi, GSK3’ {in hedefi olarak tanimlanmaktadir. Taupatilerdeki GSK3’ {in hem toplam
protein miktar1 hem de aktivitesi, ndrodejenerasyonun ilerlemesiyle baglantili olup
GSK3p’ nin asir1 aktivasyonu, tau fosforilasyonuna 6nemli 6l¢iide katkida bulunmaktadir.
Siklin bagimli kinaz 5 (CDKS5) tau fosforilasyonu ve norofibriller dejenerasyonla
iligkilidir. Mitojenle aktive edilen kinaz (MAPK) ailesinden p38, Kasein kinaz (CK)’ lar;
CK1 ve CK2, Kalsiyum-kalmodiilin bagimli protein kinaz-2 (CaMK2), Protein kinaz A
(PKA), p70S6K, Mikrotibul afinite duzenleyici kinaz (MARK), Adenozin monofosfat
(AMP) ile aktive edilen protein kinaz (AMPK), Fyn kinaz, Ikili spesifik protein kinaz-1A
(DYRK1A)’ dir. Ozellikle DYRK 1A’ nin tau iizerinde Thr212’ yi fosforile etme kabiliyeti,
DYRKI1A’ y1 potansiyel bir primer kinaz haline getirir. DYRK1A’ nin inhibe edilmesi
yakin zamanda AH ig¢in terap6tik bir yaklagim olarak onerilmektedir. GSK3f’ ya benzer
sekilde, TAOK1 ve 2’ de tau Uzerinde 40’ dan fazla fosforilasyon bdlgesine sahiptir ve

AH’ da tau patolojisinin gelisiminde potansiyel rol oynamaktadirlar.

Tau, Tyrl8, Tyr29, Tyr197, Tyr310 ve Tyr394 olmak iizere bes tirozin lzerinden fosforile
edilmektedir. Bunlarin bir kismi, Src, Lck, Syk, Fyn ve c-Abl gibi Src aile kinazlari
taradindan da fosforile edilmektedir. Fyn kinaz tarafindan hedeflenen Tyrl8’ in
fosforilasyonu  aksonal tagimayr  diizenlemektedir. Tau  fosforilasyonunun
diizenlenmesiyle ilgili bir diger enzim grubuda protein fosfotazlar (PP)’ dir. Bunlar PP1,
PP2A, PP2B, PP2C ve PP5’ tir. Protein fosfataz 2A (PP2A), beyindeki hiicresel fosfataz
aktivitesinin %70’ den fazlasini gerceklestirmesi nedeniyle tau’ yu defosforile eden
baglica enzimdir (Wang and Mandelkow 2016). PP2A aktivitesi AH beyninde
yaklasik %50 oraninda azalir ve bu da tau fosforilasyonunun artmasina katkida
bulunmaktadir. AH beyinlerinden izole edilmis yanlis katlanmig tau’ nun PP2A ile
inkiibasyonu, mikrotiibiillere rekombinant 2N4R tau’ nunkine benzer bir Seviyede tau
baglanmasini saglamaktadir. Bagka bir protein fosfataz olan PP5’ in aktivitesi AH

beyinde %20 oraninda azalmaktadir. Bazi durumlarda, PP2A aktivitesinin tau ile ilgili



olarak GSK3p ve CDKS5’ in kinaz aktivitelerini gegersiz kilabilecegi beirtilmektedir. Bu
bulgular, hem tau fosforilasyonunun asagi regiilasyonunu hem de tau’ nun asiri
fosforilasyonunun, taupati beyninde gozlenen tau’ nun anormal fosforilasyonunda rol

oynadigini gostermektedir.

PP2A’a Ser9’ da GSK3p’ y1 fosforile ederken bunun tersine GSK3f aktivasyonu PP2A’
y1 inhibe etmektedir. Omenli olarak, Akt GSK3p’ y1 inhibe eder ve bu nedenle GSK3p ve
PP2A’ nin aktiviteleri arasindaki dengenin korunmasinda kritik bir rol oynamaktadir.
Boylece AH beyninde PI3 K/Akt sinyalinin zayiflamast GSK3p aktivitesini arttirir
dolayistyla tau fosforilasyonunu ve agregat olusumunuda arttirmaktadir. Ayrica mTOR
PP2A’ nin aktivitesini diizenler. Ciinki mTOR’ un inhibe edilmesi PP2A’ nin
aktivasyonuyla sonuclanir. Bu bulgular, tau fosforilasyon durumunun korunmasini
saglayan PP2A, mTOR, Akt ve GSK3p’ y1 iceren bir diizenleme dongiisliniin varligini
g6stermektedir (Simi¢, Babi¢ Leko et al. 2016, Gao, Wang et al. 2018).

2.2.6. Glikojen Sentaz Kinaz 3

GSK3, hucre buyiimesi ve bolinmesi, hiicre devrinin ilerlemesi, glikojen metabolizmast,
gen transkripsiyonu, protein sentezi, mikrotibdl stabilitesi, apoptoz, hiicre sagkalimu,
stress durumuna karsi cevap ve immiin sistem hiicrelerinin aktivitesi ile iligkili proteinleri
diizenleme gibi ¢esitli fizyolojik islemlerde rol oynayan, yaygin olarak eksprese edilmis,
yapisal olarak aktif, prolin yonelimli bir serin/treonin kinaz’ dir (Hooper, Killick et al.
2008, Li and Jope 2010, Beurel, Grieco et al. 2015). AD’ nin LOAD ve EOAD
formlarinin patogenezinde onemli ve merkezi bir rol oynamaktadir. GSK3’ {in asir1
aktivitesi hafiza bozuklugunu, tau hiper fosforilasyonunu, A Uretimi ve plak olusumu ile
iligkili mikroglial aracili inflamatuar tepkilere neden olmaktadir. Yiksek oranda
korunmus olan GSK3 bitkilerde, mantarlarda, solucanlarda, sineklerde ve omurgalilarda
ortologlara sahiptir. Memelilerde GSK3a ve GSK3p olmak iizere iki parologu vardir ve
genel olarak kinaz bdlgelerinde %98 amino asit dizisi 6zdesligi de dahil olmak tizere %85
genel dizilim homolojisi gosterirler. Katalitik alan benzerliklerine ragmen C-ucu amino
asit dizilimleri ve GSK3a’ nin N-ucu bélgesinde glisin (Gly) amino aside agisindan zengin

bir alan igermesi bakimindan farkliliklar bulunmaktadir. GSK3a., insanda 19. kromozom



uzerinde bulunan GSK3« geninden sentezlenir ve molekiil agirligi 51 kDa’ dir. Yetiskin
insan beyninde GSK3a, 6zellikle hipokampus, serebral korteks, striatum ve serebellum da
bol miktarda bulunmaktadir (Li and Jope 2010, Kaidanovich-Beilin and Woodgett 2011,
Cai, Zhao et al. 2012).

GSK3p ise insanda 3. kromazom tzerindeki GSK3/ geninden sentezlenir, ancak ekson 8

ve 9 arasindaki alternatif eklenme, kinaz domaininde 13 amino asitlik bir ilave bdlge
iceren uzun formunun (GSK3p2) olusturulmasina neden olmaktadir. Molekiil agirlig 48
kDa olan GSK3p2 sentez edilen toplam GSK3p’ nin %15’ ini kapsar ve agirlikli olarak
noronal dokularda ifade edilmektedir. GSK3B’ nin kisa formu olan GSK3p1 ise 47 kDa
agirliginda olup gelisen ve yetiskin sinir sistemi de dahil olmak iizere, viicutta hemen
hemen her yerde bulunmaktadir (Kaidanovich-Beilin and Woodgett 2011, Cai, Zhao et al.
2012).

GSK3, substratlart GSK3’ e alan primer bir substrat baglama alan1 ve substrat1 fosforile
eden bir kinaz alan1 olmak Uzere iki ana fonksiyonel alana sahiptir. Eksi yuklu alan,
onceden fosforile edilerek hazirlanmis olan cogu GSK3 substrati igin bir baglanma bolgesi
saglamaktadir. GSK3’ iin aktivitesinin duzenlernmesinde fosforilasyon énemli bir post-
translasyonel modifikasyondur. GSK3’ iin fosforilasyonu bazi Kinazlar veya
otofosforilasyonla diizenlenebilmektedir. GSK3’ iin her iki paralogunda baglanma
bolgeleri  spesifik  substratlarin  se¢iliminde olduk¢a Onemlidir. GSK3’ iin
dizenlenmesinde en iyi tanimlanmis mekanizma Ser9 ve Ser21’ in fosforilasyonudur.
GSK3a’ nin Gly (Glisin) bakiminda zengin N-terminal alandaki Ser21 ve GSK3’ nin N-
terminal alandaki alternatif izoformlarinin Ser9 fosforilasyonlar1 enzim aktivitesini
azaltmaktadir. Bununla birlikte kinaz domainlerindeki GSK3a’da Tyr279 ve GSK3pB’ nin
alternatif izoformlarinda Tyr216 fosforilasyonu ise substrat baglanma kanalindan ¢ikan
ve substrat erisebilirligini tesvik eden tirozin yan zincirinin doniisiini indiikleyerek enzim
aktivitesini arttirmaktadir. Ancak GSK3’ {in Tyr216/279’ daki diizenlenmesinin, Ser9/21’
deki diizenlenmesi kadar yaygin olmadi diistiniilmektedir (Hooper, Killick et al. 2008,
Kaidanovich-Beilin and Woodgett 2011, Cai, Zhao et al. 2012, Beurel, Grieco et al. 2015)
(Sekil 2.15).
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Sekil 2. 15 Memelilerde bulunan GSK3’ iin sematik olarak gosterilmesi (Cai, Zhao et al. 2012).

GSK3’ {in aktivitesi diizenleyen ¢ok sayida sinyal yolagi mevcuttur. Bunlar arasinda en
onemlileri, biytme faktorleri, hormonlar ya da sitokinlerin baglanmasiyla aktive olan
Reseptor TyrK (RTK) (Reseptor Tirozin Kinaz), G protein reseptorleri veya hiicre igi
steroid hormon reseptorlerinin aktive ettigi Simif [ fosfotidilinositol 3-kinaz
(PI3K)/Protein Kinaz-B (PKB veya AKT) sinyal yolagi, ¢ok sayida sinyal yolagiyla
etkilesim halinde olan ve hiicre i¢i yapitaglarinin konsantrasyonlarina bagli olarak
gerceklestirirlen protein sentezi gibi pek ¢cok metabolik olaylarin diizenlenmesindegérev
alan Rapamisinin memelilerde mekanistik hedefi (mTOR) sinyal yolagi ve embriyonik
gelisim, hiicre sagkaliminda 6nemli olan Wnt/B-Katenin sinyal yolagidir (Hooper, Killick
et al. 2008, Kaidanovich-Beilin and Woodgett 2011).

GSK3, kinaz sinyal yollariyla inaktive edilebilmektedir. Insiilin ve cesitli biiyiime
faktorleri (IGFs)’ nin, norotofinler ya da morfojenlere varligina bagli olarak fosforile olan
RTK” ler ile etkilesime giren adaptor proteinler araciligiyla PI3K” y1 aktive etmektedir.
Bununla birlikte hiicre membraninin sitosolik yiizeyine bakan kisminda konumlanan PIP»
(Fosfotidilinositol (3,4)- bifosfat) PIPs (Fosfotidilinositol (3,4,5)-trifosfat)’ e fosforile
olmustur. Sonug olarak fosforilasyon bdlgesini taniyip aktive olan PDK1 (Fosfoinositide
Bagimli Kinaz-1) ve mTORC. (Rapamisinin memeli hedefi (mTOR) direncli
Rictor/mTOR kompleksi) tarafindan AKT’ yi T308 ve S473 amino asitleri izerinden
fosforile ederek aktivasyonuna yol agmaktadirlar. AKT etkinlestirildiginde GSK3’ {in
izoformlar1 olan GSK3a’ y1 Ser21 ve GSKB’y1 Ser9 pozisyonunda fosforile etmektedir.
Bu iki izoformun N-terminal domainlerinin fosforilasyonu GSK3’ ii inaktive etmektedir.
Bununla birlikte AKT, Protein Kinaz-A (PKA), Protein Kinaz-C (PKC), Ribozomal



Protein S6 Kinaz Beta-1 (p70S6K) gibi bir¢ok kinazin GSK3’ {in serin fosforilasyonunu
arttirmak icin aracilik edebilecegi sinyal yolagi vardir. Bu nedenle, bu kinazlar1 aktive
eden bir¢ok sinyal yolu, GSK3 {izerinde inhibe edici serinleri fosforile ederek GSK3’ii
inaktive etmektedir. Ancak bu diizenleyici mekanizmada istisnai bir durum mevcuttur;
AKT’ nin AMPK” nin aktivitesini inhibe etmek i¢in GSK3” ii fosforile etmesidir (Hooper,
Killick et al. 2008, Kaidanovich-Beilin and Woodgett 2011, Bedse, Di Domenico et al.
2015).

GSK3’ iin inaktivasyonunu saglayan baska bir sinyal yolagida G-Protein Bagli Reseptor
(GPCR)’ lere baglanan biiylime faktorleri, peptid hormonlart ya da ndrotransmiterlerin
uyardig1 Fosfolipaz-C (PLC), PP2A/Arestin-2 ve adenilil siklaz enzimleriyle birlikte PKA,
PKC ve AKT’ yi etkinlestirerek GSK3’ {in inhibe edici fosforilasyonuna neden olmaktadir.
PIBK/AKT veya Ekstraseliiler sinyalleri diizenleyen kinaz (ERK, p44/42) aracilig1 ile
aktif olan ancak hiicre igi stres durumunda (besin yetersizligi vb.) AMPK gibi proteinler
araciligi ile inaktif olan mTOR’ un Rapamisine direngli olmayan (duyarli) Raptor/mTOR
kompleksi (mTORC:) normal sartlarda niikleotid, protein sentezi, lipid sentezi ve ribozom
biyogenezi gibi metabolik olaylarin tetiklenmesini saglayan bazi proteinleri
etkinlestirerek otofajiyi inhibe etmektedir. mTORC,’ in aktiflestirdigi ve ribozom
biyogenezi tesvik eden p70S6K’ de GSK3’ iin paraloglarinin aktivitesini N-terminal
domainlerinin Ser9 ya da Ser21 fosforilasyonu ile inhibe etmektedir (Maurer, Preiss et al.
2014, Hermida, Kumar et al. 2017, Manning and Toker 2017).

GSK3’ iin aktivitesini duzenleyen bir baska sinyal yolagi olan Wnt/B-katenin embriyonik
gelisim ve yetiskin homeostazinda kilit bir rol oynamaktadir. Wnt sinyal molekiiliinii
ligand olarak taniyan tek gecisli LRP-5/6 (Lipoprotein Reseptérii iliskili Protein 5/6) ve
cok gecisli frizzled es-reseptorleri tarafindan algilanmaktadir. Wnt proteininin
yoklugunda sitozolde iskele proteinleri aksin ve Adenomatous poliposis koli (APC)
tarafindan tutulan CK1s (Kazein Kinaz 1, a-izoformu) ve GSK3’ den olusan protein
kompleksinin birbirlerinden ayrilmalarini saglayamamaktadir. Bu durumda GSK3 ve
CK1a, kinazlan tarafindan p-katenin fosforile edilerek, ayn1 komplekste yer alan fTRCP

(B-transdiisin tekrar1 igeren Ubikuitin ligaz E-3 simifina ait protein) tarafindan ubikuitin



aracili proteozomal yikilimina sebep olmaktadir. Sonugta -katenin nukleusa go¢ edemez
ve hedefi olan genler inaktif durumda kalir. Wnt sinyalinin varliginda ise, aktive olan
frizzled reseptoriine baglanan disheveled yapi-iskele proteini vasitasiyla aksinin tutulmasi
saglanarak APC, GSK3 ve CK1a’ y1 i¢eren kompleks dagitilir veya GSK3, aktive olan
LRP5/6 ve disheveled tarafindan tutularak inaktive edilir. Bu durumda GSK3 tarafindan
fosforlanamayan p-katenin nukleusa gécerek TCF/LEF (T-cell factor/Lymphoid enhancer
factor) ile birlikte hedef genlerinin anlatiminmi1 saglar (Hooper, Killick et al. 2008,
Kaidanovich-Beilin and Woodgett 2011, Metcalfe and Bienz 2011, Lorenzon, Calore et
al. 2017) (Sekil 2.16).
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Sekil 2. 16 B-katenin kaynakli Wnt sinyal yolaginin semetik gdsterimi (Lorenzon, Calore et al.
2017).

2.2.7. GSK3’ iin Alzheimer Hastah@indaki Roll

Hem ailesel hem de sporadik AH’ da énemli rol oynayan GSK3, hafiza bozuklugu, tau
hiperfosforilasyonu, A iiretiminin artmasi ve inflamatuar cevaplarin artmasi ile yakindan
iliskilidir. Genetik ve epidemiyolojik ¢alismalar, AH’ de GSK3’iin regiilasyonunda, Wnt
ve insiilin sinyal yolagi ara maddelerinde meydana gelen degisiklikler yoluyla
diizensizlikler oldugunu gostermektedir. Wnt sinyalinin ko-reseptdrii olan diisiik
yogunluklu LRP6, APOE &4 negatif bireylerde LOAD icin bir risk geni olarak

tanimlanmaktadir. AH patolojisinin anormal Wnt sinyallesmesine ek olarak diyabet ve



insiilin direnci ile iligkisi olduguda bildirilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda insiilin sinyal
gen bolgelerinin AH igin duyarlilik gosterdigi tespit edilmistir. Yetersiz instlin sinyali
PI3K sinyal yolaginin caligmamasi vasitasiyla tau hiperfosforilasyonuna neden
olmaktadir. PI3K/mTOR/AKT sinyal yolagi araciligiyla aktive olan p70S6K tau
proteinini Ser262/214 ve Thr212 amino asitlerinden fosforile eder ve tau mRNA’sinin
sentezini arttirarak PHF olusumunu tetiklemektedir. Bununla birlikte PSEN1
mutasyonlar1, PI3K/AKT sinyalini inhibe ederek GSK3’ iin aktivitesini kolaylastirarak
tau hiperfosforilasyonuna dolayisiyla da nérodejenerasyona sebep olmaktadir. Insiilin
direnci ise, AP’ y1 yikan enzimlerden biri olan IDE’ in anlatimini azaltir ve PISK/AKT
sinyal yolagimin calismamasini saglayarak noral sagkalim, biiyiime, sinaptik plastisite,
ogrenme ve hafizay: negatif yonde etkilemektedir. GSK3’ iin izoformlarindan biri olan
GSK3a’ da AP iiretiminin artmasiyla sonuglanan APP kesilimini diizenlemektedir.
Noronlarda AP birikimine bagli olarak plak olusumu, PI3K sinyalinin inhibisyonu
araciligiyla GSK3p aktivitesi artmaktadir (Hooper, Killick et al. 2008, Hur and Zhou 2010,
Maurer, Preiss et al. 2014, Hermida, Kumar et al. 2017) (Sekil 2.17).

Intracellular Extracellular

o secretase

A | In
P secretase

Increased A}

\producklon /

|gsgsssss

Y secretase

£858852E,

Microglial activation accompamed \

by the secretion of neurotoxic pro-

inflammatory molecules Microtubule - gpg pg_% P gpg
PR P »

Sekil 2. 17 GSK3’ iin AH’ deki roliiniin gosterilmesi (Hooper, Killick et al. 2008).
2.3. OTOFAJI

Mayadan insana kadar tim Okaryotik hicrelerde islev gosteren ve hiicre i¢i dengenin
saglanmasinda gerekli olan vesikiil ve lizozom aracili bir yikim yolagidir (Ichimura and

Komatsu 2010, Kodiha and Stochaj 2011, Mizushima, Yoshimori et al. 2011). Hucre igi



yanlis katlanmis ve hasar gormiis proteinlerin, islevsiz veya hasarli organellerin
(mitokondri, endoplazmik retikulum, peroksizom vb.) temizlenmesinin yanisira
metabolizmanin diizenlenmesi, morfogenezis, hiicre farklilagsmasi, yaslanma, hiicre 6liimti
ve bagisiklik sisteminin bir pargasi olarak hiicre i¢i patojenlerin yikiminda da etkili rol
oynamaktadir. Bu hiicresel yikim yolag1 besin acligi, inflamasyon, hipoksi, oksidatif stres,
endoplazmik retikulum (ER) stresi ve noronal eksitotoksisite dahil olmak tizere cesitli
sinyallerle indiiklenerek hasarli veya gereksiz bilesenlerin geri ¢evrimini yapar boylece
hiicre metabolizmasina alternatif yap1 taslar1 ve enerji kaynaklar1 saglamaktadir. Hucre
icindeki bu geri doniisiim, tiim hiicre tipleri i¢cin 6dnemlidir ancak hasarli hiicresel igerekler
hiicre boliinmesi sirasinda bir miktar seyrelebildiklerinden, otofaji néronlar bigi tamamen
farklilasmis ve normalde bolinemeyen hiicrelerde daha biyik bir éneme sahiptir.
Ozellikle diger hiicrelere kiyasla ndronlar hayatta kalmak igin yiiksek bazal otofajiye
bagimlidirlar (Zare-Shahabadi, Masliah et al. 2015). Otofaji islevlerindeki en kiiglik
anormallik, norodejeneratif hastaliklar, metabolik hastaliklar, enfeksiyonlar ve daha pek
cok hastaligin gelisim ve seyrini etkileyebilmektedir. TUm hiicreler ve 6zellikle néronlarin
saglig1 agisindan biiylik 6nem tasiyan mitokondrilerin, hasar gérmeleri durumunda ana
yikim yolaginin mitokondriyel otofaji olmasi nedeniyle otofaji nérodejeneratif hastaliklar
acisindan ¢ok onemlidir (Li, Zhang et al. 2010, Singh and Cuervo 2011, Murrow and
Debnath 2013).

Memeli hiicrelerinde protein yikiminda gorevli iki ana sistem vardir; ilki ubikuitin-
proteozom sisteminde, hiicre igerisinde ¢Oziiniir halde bulunan veya kisa Omiirlii
proteinler, E1, E2, E3 enzimlerinin sirali islemleri sonrasinda ubikuitin olarak adlandirilan
kiiclik protein zincirleri ile isaretlenir ve yikim i¢in proteozoma gonderilmektedirler.
Ikinci sistem olan otofaji ise, uzun dmiirlii proteinler, yanls katlanmis veya mutasyon
sonucu biriken proteinler, hasarli organeller, vb. lizozomlarda yikimini saglayan bir
mekanizmadir (Klionsky, Schulman et al. 2014). Otofaji yolaginda, sitosolde yikima
ugrayacak icerik, vesikiiller araciligi ile lizozoma tasmir ve lizozom igerisindeki
hidrolazlar tarafindan yikim islemi gergeklestirilir. Otofaji lizozomal sistemi, hucresel
yeniden sekillenme icin substrat ve hiicresel homeostazi koruyan enerji saglamak

amaciyla gerceklestridigi yikim gorevinin yani sira membran biyogenezine ve vesikiiler



tasimayada katkida bulunmaktadir. Bu hiicre i¢i yikim mekanizmasi birka¢ basamakta
gerceklesmektedir; sirasiyla otofajik kesecigin (otofagozom) cekirdeklenmesi, otofajik
zarlarin uzamasi ve yikima ugrayacak hedeflarin zar ile ¢evrilmesi, otofagozomlarin
lizozomlarla birlesmesi ve lizozomal enzimlerin yardimiyla yikimin gergeklesmesidir.
Memelilerde saperon aracili otofaji, mikrootofaji ve makrootofaji olarak ti¢ farkli otofaji
yolagi lizerinde durulmaktadir (Li, Zhang et al. 2010, Murrow and Debnath 2013).

e Saperon-aracili otofaji (CMA), pentapepetid KFERQ (Lizin, Fenilalanin,
Glutamat, Arjinin, Glutamin) motifine sahip okside olmus veya yanlis katlanmig
proteinler, sitoplazmada HSC70 (1s1-sok proteinleri) tarafindan taninir. Saperon-
KFERQ iceren protein kompleksi daha sonra lizozomal membrandaki LAMP-2A
(Lizozomla iligkili membrane proteini) reseptorlerini baglar ve hedef proteinleri
bozunma igin lizozomlara translokasyonunu gergeklestirir (Bejarano and Cuervo
2010, Kaushik, Bandyopadhyay et al. 2011).

e Mikrootofaji ise sitoplazmik bilesenlerin dogrudan lizozom Uzerindeki kiglk
kesecikler tarafindan sarilip sindirilmesidir (Li, Li et al. 2012).

e Otofaji ile baglantili proteinlerin (ATG) hiyerarsik olarak aktivitesini diizenleyen
makrootofaji, sitoplazmik bilesenlerin otofaji vakuolii (AV) tarafindan yutulmasi
ve lizozomlarla flizyondan sonra proteazlar tarafinda pargalanmasi olayidir (Li,
Zhang et al. 2010, Johansen and Lamark 2011, Tung, Wang et al. 2012).
Makrootofaji, iizerinde en ¢ok ¢alisilmis ve molekiiler mekanizmasi daha fazla
aydlatilmis otofaji yolagi olmakla birlikte yakin ge¢mise kadar segici olmayan,
toplu yikim mekanizmasi1 olarak bilinirken, yeni yapilan caligmalar segici
tiirlerinin varligint da kanitlamistir. Secici olmayan otofaji genellikle aclik,
biiyiime faktorii eksikligi ve hipoksi gibi stres kosullarinda uyarilirken, segici
otofaji ise hasarli organellerin ve hiicresel parazitlerin tespit edilip yok
edilmesinde gorevlidir. Segici otofaji i¢inde en c¢ok calisilani mitofaji olarak
adlandirilan ve mitokondrilerin yikimindan sorumlu olan 6zel tiirdiir. Bununla
birlikte bazi organellerin (peroksifaji, ribofaji, ERfaji), yag damlaciklarinin
(lipofaji), patojenlerin (ksenofaji) ve protein agregatlarinin (agrefaji) secici olarak
otofaji tarafindan yikimi gergeklestirildigi kanitlanmistir (Shaid, Brandts et al.
2013).



2.3.1. Otofajinin Asamalari

Otofajinin ilk adimi, zar uzamasinin ardindan kii¢iik bir zar kesesinin (otofagozom)
olusumudur. Hicrede otofagozomlar otofaji olusum merkezi (Preautophagosomal
structure, PAS) adi verilen ve memelilerde ER ile Golgi yapilarinin aralarina serpistirilmis
olan yapilarda ortaya ¢ikmaktadirlar. Otofagozom zarinin kokeni tam olarak
bilinmemekle birlikte cesitli arastirmacilar tarafindan mitokondri, ER, Golgi aygit1 veya
hiicre zarindan tiiredigi diisiiniilmektedir. Ancak bircok aragtirma otofajik zarlarin
oncelikle ER’ den kokenlendigini 6ne strmektedir (Kroemer, Marifio et al. 2010).
Otofagozom zarinin uzamasinda ubikuitin benzeri hiicre i¢i iki farkli molekiiler
mekanizma rol almaktadir. Bunlar yan1 zamanda, ATG5-ATG12 ve MAP1LC3 (mayada
ATGS, memelilerde kisaca LC3) baglanma sistemleri olarakta bilinmektedirler. ilk
ubikuitin benzeri mekanizmada ATG12, ATG7 (E1 benzeri protein) ve ardindan ATG10
(E2 benzeri protein) protein araciligiyla tasinarak ATGS proteinine kovalent olarak
baglanmaktadir. Daha sonra ATG5-ATG12 protein kompleksi ATG16 (memeliilerde
ATGI16L1) ile birleserek daha biiylik molekiiler agarlikta bir kompleks olusturarak
otofagozom zar1 lizerinde konumlanip zarin uzayip kapanmasiin ardindan zardan

ayrilmaktadir (Fujita, Itoh et al. 2008, Itakura and Mizushima 2010).

fkinci ubikuitin benzeri mekanizmada ise, sentezi tamamlanan LC3 proteini sitoplazmada
ATGH4 proteazi tarafindan C-ucundaki Glisin amino asiti ortaya ¢ikacak sekilde enzimatik
kesilime ugrayarak serbest halde kalmaktadir. LC3-1 olarak adlandirilan bu proteinin
ATGT7 (E1 benzeri protein) tarafindan aktivasyonu saglanmaktadir. Daha sonra ATG3 (E2
benzeri protein) ve ATG5-ATG12-ATG16 protein kompleksi (E3 benzeri kompleks)
araciligiyla, serbest kalan Glisin amino asiti Fosfatidiletanolamin (FE) yag molekiiliine
kovalent baglarla baglanmaktadir. Bu olay PAS’ a zar taginmas1 ve uzamasi i¢in gereklidir.
FE’ ye baglanan LC3 proteinide LC3-II olarak adlandirilir ve otofagozomlar (zerinde
konumlanmaktadir. LC3-11  proteininde  otofagozomlarda birikmesi  otofajiyi
tetiklediginden, bu olay bir otofaji belirteci olarak goriilmektedir. ATG4 proteazi ise,

otofagozom olusumu sonrasinda gorevi tamamlanan LC3 proteinlerini FE” den kopararak



yeniden kullanimlarii saglamaktadir (Satoo, Noda et al. 2009). LC3’ nin FE’ ye
baglanmas1 hem otofagozom zar yapist i¢in hem de otofaji mekanizmasi araciligiyla
yikima ugratilacak olan hedeflerin secilmesinde ©nemlidir. Otofagozom ikili zar
sisteminin i¢ ylzeyinde konumlanan LC3 proteinleri p62/SQSTM1, NBR1, OPTN, NIX
ve NDP52 gibi otofaji reseptorleri ile LIR (LC3 baglanma bolgesi)’ ye baglanarak yikima
ugrayacak protein, organellerin otofajiz zar tarafindan sarilmasi saglanmaktadir (Lamark,

Kirkin et al. 2009, Kim and Do Hoon Kwon 2016).

Otofagozom igerisindeki sitoplazmik igerigin sindirimi ve geri doniisimi igin
otofagozomun yikici enzimlerin kaynagi olan lizozom ile birlesmesi gerekmektedir. Bu
birlesmede, kiigiik GTPazlar (RAB proteinleri) ve V-ATPazlar ile lizozomal zar
proteinleri (LAMP ve SNARE proteinleri) gibi ¢ok sayida protein rol oynamaktadir.
Ayrica ATG proteinleri ve hiicre yapi-iskelet temel bilesenleri arasindaki iligkide,
mikrotiibiiller iizerindeki otofagozomlar1 lizozomlara yonlendirmektedir. Artik gec
endozoma doniisen otofagozom ile lizozom flizyonunun ardindan ge¢ endozom igerigi
lipazlar, katepsin proteazlar ve diger hidrolitik enzimler tarafindan yapr taglarina (nukleik
asitler, amino asitler, yag asitleri, sekerler, vb.) ayrilir ve biyolojik molekdllerin yeniden
sentezlenmesi icin sitoplazmaya gonderilmektedirler (Birgisdottir, Lamark et al. 2013).

2.3.2. Otofajinin Regulasyonu

Otofajik aktivitenin kontroliinde mTOR protein kompleksi onemli rol oynamaktadir.
MTOR, biiyiime faktorleri ve amino asitler gibi bol miktarda hiicresel besin varliginda
aktive olan kinazdir ve ATG13’ iin fosforilasyonu ile otofajinin baglatilmasi basamagini
Onlemektedir. Aglik, hipoksi gibi stress kosullar1 hiicredeki otofajik aktiviteyi uyararak,
otofagozomal formasyona yol acan mTOR inhibisyonu ile sonuglanmaktadir. mTOR
aktivitesinin diismesi sonucunda ATG13, ULK (Unc-51 benzeri kinaz) ve FIP200 (200
kDa fokal adezyon kinaz ailesi ie etkilesen protein) defosforile olarak otofajinin
uyartlmasina neden olmaktadir (Kundu and signaling 2011). Yakin zamanda yapilan
calismalar memelilerde ULK1 ve ULK2 proteinlerinin mTOR ve AMPK ile direkt
etkileserek otofajiyi tetikledigi gosterilmistir. Bu durumun aksine p70S6K’ nin
fosforilasyonu ise otofajiyi baskilamaktadir (Scott, Schuldiner et al. 2004).



Sinif I PI3K, mitojenik uyarilarla tetiklenen hiicre biiylimesinin kontroliinden sorumlu en
etkili sinyal yolaklarindan birisidir. Hiicre zarmin sitoplazmaya bakan yuzeyinde
konumlanan PIP.’ yi PIPs’ e fosfatlayarak AKT/PKB yolaginin aktivasyonu araciligiyla
mTOR kompleksini etkinlestirerek otofajiyi bloke etmektedir. Bir tiimor baskilayici
protein olan PTEN ise PI3K/AKT yolagi ile ters yonde calisirak otofajinin aktivasyonunda
gorev yapmaktadir. Nitekim PTEN geninde meydana gelen mutasyonlarin otofajiyi

baskiladigi bilinmektedir.

PI3K’ lara ait farkli bir kinaz olan Simif III PI3K Vps34 ve iiriinii PIP; otofajinin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. PI3K kompleksi, Beclinl, ATG14L, Vpsl15
ve PI3K Vps34 proteinlerinden olugmaktadir ve PI3K baglayici proteinlerle otofagozom
olusumunu baslatmaktadir. Memelilerde, Vps34-Beclinl aktivitesini duzenleyen,
Ambral, Bif-1, UVRAG, Rubicon vb. proteinler de PI3K kompleksinin birer Gyesidir.
UVRAG proteinini igeren kompleks otofagozom olgunlasmasinda gorev almaktadir.
PI3K protein kompleksi, otofajinin uyarilmasinda otofagozom zarinin baglayacagi
bolgelerin belirlenmesinden sorumludur. Bununla birlikte otofaji ile baglantili PIPs yag
molekiilleri otofagozom baslangi¢ yerinde birikerek, otofajinin ilerlemesinde gorev yapan
ve FYVE (Fenilalanin-Tirozin-Valin-Glutamat) motifine ya da WIPI/ATG18
proteinindeki gibi PH (Prolin-Histidin) alt birimine sahip otofaji proteinlerine baglanarak,
onlarin ER’ nin dis zarma y6nlendirilmesini saglamaktadir (Cheung and Ip 2011, Dou,
Pan et al. 2013) .

Makrootofajinin diizenlenmesinde rol oynayan molekiiller arasinda 5" AMP ile aktive olan
protein kinaz1 (AMPK) ve 6liime bagli protein kinazi (DAPK) yer almaktadir (Grotemeier,
Alers et al. 2010, Eisenberg-Lerner and Kimchi 2012). AMPK’ nin aktivasyonu, otofajiyi
kolaylastirmak i¢in mTOR sinyal aktivitesini azaltarak, A’ nin lizozomal bozulmasini
arttirmaktadir. Ayrica sitosolik Ca™’ deki artis, AMPK’ nin CaMKKp (Ca™/CaM’ ye
bagimli protein kinaz ) aktivasyonu yoluyla mTOR’ u inhibe ederek otofajiye neden
olmaktadir (Grotemeier, Alers et al. 2010, Cai, Yan et al. 2012). Oksidatif stres timor

baskilayict protein olan DAPK’ nin aktivasyonunu indiikleyerek, stres kosullarinda



DAPK fosforilasyon yoluyla hem otofagozom hem de otolizozomlarin olusumunu
tetikleyen PKD (Protein kinaz D)’ yi aktive etmektedir (Shoval, Berissi et al. 2011,
Eisenberg-Lerner and Kimchi 2012).

2.3.3. Sinir Hucrelerinde Otofaji

Hiicre igerisinde yanlis katlanmis veya hasarli protein birikimleri pek ¢ok nérodejeneratif
hastaligin ortak ozelligidir. Bu birikimler hastaligin 6zelliklerine bagli olarak farkli
proteinlerden olusup farkli sinir hiicre tiplerinde ve fakli hiicre i¢i organellerde
gorilebilmektedir. Baz1 durumlarda bu birikimlerin olusmasina tek bir nokta mutasyonu
sebep olmakla birlikte bazi amino asit tekrarlar1 veya polimerizasyona egilimi olan iig
boyutlu yapilarda (Senile plaklari gibi) neden olabilmektedir. Bu degisiklikler sadece ilgili
proteini degil, sinir hiicrelerindeki bir¢ok yolagi da dogrudan etkileyerek, sinaps kayb1 ve

hiicre 6liimiine yol agabilen anormalliklere sebep olmaktadir.

Otofaji i¢in temel genler oldugu diisiiniilen ATG5 ve ATG?7 iizerinde yapilan sinir sistemi
ve otofaji ile ilgili ¢aligmalar, bu genlerin silindigi fare modellerinde ndrodejenerasyonun
goriilmesi sonucunda daha da 6nem kazanmistir. Bu calisma sonucunda, otofajinin
aksonal i¢ dengenin saglanmasindan sorumlu oldugu ve otofaji yolagindaki aksamalarin
akson dejenerasyonuna neden oldugu goriilmiistiir. Ayrica otofaji mekanizmasi,
norodejeneratif hastaliklara neden olan hiicre icerisinde agregat olusturan proteinlerin
(Parkinson hastaliginda; mutant a-synuclein, Huntington hastaliginda; ¢oklu glutamin
uzantili huntington ve pek ¢ok demansta; normal ve mutant tau) seviyelerini
dizenlemektedir.  Otofaji  yolaklar1  biriken proteinleri  temizleyemediginde,
norodejeneratif hastaliklar tetiklenmektedir (Nishida, Arakawa et al. 2009, Shimizu,
Arakawa et al. 2010, Kocatiirk and Goziiagik 2017).

2.3.4. Alzheimer Hastalig1 ve Otofaji

AH bilissel bozukluk, hafiza kaybi, bunama gibi semptomlarla ilerleyen nérodejeneratif
bir hastaliktir. Hastaligin en bilinen biyobelirtecleri beyin dokusunda APP’ den
kokenlenen AP plaklar ve hiicre igerisinde NFT birikimidir. APP’ nin sirastyla BACE1 ve

v-sekretaz enzimleri tarafindan proteolitik islenmesi sonucunda olusan AB40 sinaps



olusumunda rol oynarken, AB42 patolojik 6zellik gosterecek sekilde birikim olusturma
egilimindedir. y-sekretaz aktivitesi PSEN1 ve PSEN2 tarafindan saglanmaktadir. Bu
sekilde hiicre i¢i anormal protein birikimlerine bagli olarak tetiklenen protein temizleme
temel yolaklarindaki (ubikuitin-proteozom sistemi ve otofaji) aksakliklarin, AH’ nin
olusumu ve ilerlemesine katkida bulunmaktadir. PSEN1, y-sekretaz aktivitesinin yanisira
lizozomal H+-ATPazmn VO0al alt biriminin (v-ATPase) N-ucundan glikozillenmesinde ve
lizozoma yonlendirilmesinde rol oynayarak lizozom asidifikasyonunu etkilemektedir.
PSEN1 ve PSEN2 gen mutasyonlari, amyloid plak olusumunu, sinir hiicresi 6limiinii ve
lizozomal patolojiyi indiikleyerek EOAD’ ye neden olmaktadir. Asidifikasyon
saglanamadigindan lizozomlar otofagozomlar ile birlesemez ve hiicre igerisinde islevini
yerine getiremeyen otofagozomlar birikmeye baslamaktadir. Sonugta sadece anormal
protein birikimlerinin temizlenememesinde degil ayni zamanda bu hiicrelerde otofaji
mekanizmasinin fizyolojik gorevlerinde de (stres cevabi, uzun Omiirlii proteinlerin geri
doniigiimii, hasarli mitokondrilerin temizlenmesi gibi) aksakliklar goriilmektedir (Neely,
Green et al. 2011, Zheng and Koo 2011).

AH’ nin bir diger 6nemli biyobelirteci olan tau proteininin hiperfosforilasyonu hiicre
icerisinde birikimler olusturmanin yaninda mikrotiibiil yapisindaki kararliligi bozmasz,
mitokondri ve norotransmitter iceren kesecikler dahil olmak tzere bir ¢ok organelin
tasinamamasina neden olmaktadir. Bazi calismalarda, hasarli protein birikimi, organel
tasinmasindaki sorunlar, hasarlt mitokondriler ve yiiksek ROS seviyesinin, noronlarin
islevlerini bozarak toksik olacak sekilde otofagozom birikimini arttirdigr gosterilmistir.
Aslinda hiicrelerde korunan otofaji mekanizmasi, tau ve AP’ nin patolojik birikimlerinin
yikiminmi saglamaktadir. Ornegin ATG7 geninin susturuldugu farelerin 6n beyinlerinde
fosforile olmus tau proteini birikmektedir (Nishida, Arakawa et al. 2009, Shimizu,
Arakawa et al. 2010).

Otofaji mekanizmasi, tau ve AP protein birikimlerinin yikimini saglamaktadir. Ancak
otofagozomlarin AP olusumuna katkida bulundugunu gésteren kanitlarda vardir. AH’ de
noronlarda biriken otofagozomlarin APP ve PSENI1 igerdigi ve otofajinin AP

tiretilmesinde ve plak olusturulmasinda rol oynadigi diisiiniilmektedir. Otofaji yolaginin



reglilasyonunu saglayan proteinlerden biri olan Beclinl’ I kodlayan BECN1 geninin
mRNA anlatiminin AH’ 1i beyinlerde azaldig1 gozlenmistir. Ayrica hastalikli ndronlarda
aktive olan kaspaz 3’ 1i Beclinl’ i parcalayarak otofagozom yapisinin olusmasini
engelledigi diisiiniilmektedir. Sonu¢ olarak AH’ de otofaji, protein agregatlarna karsi
koruyucu etki gosterirken, anormal derecede otofagozom birikiminin otofaji
mekanizmasini bozmast ve noronlar i¢in toksik olmast da AH’ nin ilerlemesine katkida

bulunmaktadir (Kocatiirk and Goziiagik 2017) .

2.4. EPIBRASSINOLID (EBR)

Brassinosteroid (BR) ailesinden olan 24-Epibrassinolid (EBR) 480,345 g/mol molekdl
agirligina ve CasHasOs kapall formiiliine sahip steroid tiirevli bir hormondur. BR’ ler hiicre
uzamasi ve boliinmesi, kok biiylimesi ve yer ¢ekimine karsi cevap, fotomorfogenez,
stomatal ve vaskuler farklilasma, tohum ¢imlenmesi, iireme, bagisiklik, oksidasyon
urtnlerinin eliminasyonu, etilen sentezi, biyotik ve abiyotik stres cevabi gibi pek ¢ok
olayda rol oynayan fitohormonlardir (Carange, Longpré etal. 2011, Tang, Han et al. 2016).
Genellikle ER’ de sentezlenen BR’ ler, yapisal olarak memeli hucrelerindeki
kolesterolden tirevlenen ve etkileri bilinen; 6strojen, testesteron ve progesterone vb.
steroid hormonlar ile benzer islevlere sahip olduklari distiniilmektedir (Steigerova,
Rarov et al. 2012, Tang, Han et al. 2016). Ancak steroid hormonlar bitki ve hayvan
hiicrelerinde farkli molekuler etkilesimlere sahiptirler. Hayvanlardaki steroid hormonlar
hiicre diginda tasiyict proteinlere bagli halde bulunur ve hicre igerisine ya plazma
membranindaki bazi reseptorlere baglanarak alinirlar ya da hidrofobik yapilarindan dolay1
plazma membraninda ¢Ozlnerek ge¢mektedirler. Plazma membranindan difiize olan
steroid hormonlar sitoplazma veya nukleusta kendilerine 6zgi olan steroid hormon
reseptorlerine (SR) baglanarak, hedef genlerini aktive ya da inhibe etmektedirler

(Vukasinovi¢ and Russinova 2018).

Bitkilerde ise stress kosullarinda EBR gibi steroid hormonlar plazma membranindaki
Brassinolid duyarli reseptorlere (BRI1) baglanmaktadirlar. BRIL sitosolik bdlgesinde
Ser/Thr ve Tyr kinaz 6zelligine sahiptir. EBR’ nin BRI1’ e baglanmasi, es reseptdrii olan
BRII iliskili reseptér kinaz-1 (BAKI1)’ i aktive ederek, cesitli fosforilasyon ve



defosforilasyonlardan olusan sinyal mekanizmasi tetiklenmektedir. Hayvan ve bitki
hicrelerinde yiksek oranda korunan bir fosfoserin baglanma protein olan PKC inhibitdr
protein-1, EBR varliginda ilk 6nce BRI1’ e bagli BRII kinaz inhibitor-1 (BKI1)’ in
fosforile olarak, PKC inhibitdr protein-1 tarafindan inhibe edilmesi saglanmaktadir. Bu
durum da BRI1’ in aktivitesi arttirilarak EBR ile etkilesime girmesi sonucu BR sinyali
kinaz-1 (BSK1) ve temel doniisiimsel biiyiime-1 (CDG1) kinazlarin fosforilasyon aracili
aktivasyonlar1 tetiklenmektedir. Bu aktiflesme sonucu fosforile olan BRI1 baskilayici-1
(BSU1) fosfatazi aktive olmaktadir. BSU1 ve PP2A’ nin aktivasyonu GSK3benzeri bir
kinaz olarakta adlandirilan BR duyarli-2 (BIN2) kinazin fosforile gruplarinin
uzaklastirilarak inaktivasyonu saglanmaktadir (Kim and Wang 2010, Kim, Guan et al.
2011). EBR sinyalinin yoklugunda hicrelerdeki Brassinazol direng-1 (BZR1) ve BR
duyarl1 Etil metansiilfonat baskilayici-1 (BES1) proteinlerinin BIN2 tarafindan
fosforilasyonu ve PKC inhibitdr protein-1 tarafindan tutulumu araciligiyla inaktive olarak
bu iki proteinin DNA’ ya baglanmast durdurularak transkripsiyon yapmasi
engellenmektedir. EBR’ nin fazla olmasi durumunda ise BIN2 proteinin BSU1 tarafindan
proteozomal yikimla inaktivasyonu saglanarak PP2A aracilifiyla BZR1 ve BZR2
proteinleri defosforile olup nukleusa gd¢meleri ve hedef genlerini aktive etmeleri
saglanmaktadir (Peng, Yan et al. 2008, Yu, Li et al. 2011, Tang, Han et al. 2016).
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Sekil 2. 18 Bitkilerde EBR’ nin varliginda (b) ve yoklugunda (a) brassinosteroid reseptdrleri ve
molekiiler etkilesimleri (Kim and Wang 2010).

EBR bitkilerdeki tirozin kinaz reseptorleri agisindan incelendiginde memeli hiicrelerinde
benzer islevlere sahip olan tirozin kinaz inhitérleriyle etkilesebilecegi diisiiniilmektedir.
Buna gore EBR’ nin bitkilerde GSK3 benzeri protein BIN2’ nin inhibisyonundaki
reseptor-ligand iligkisine bakildiginda memeli hiicrelerindeki tirozin kinaz reseptorleri ile
z1t etkili olarak calisarak memelilerdeki GSK3’ iin hiicre ¢ogalmasini iizerindeki etkisinin
inhibisyonunu tetikledigi diisiiniilmektedir (Ehsan, Ray et al. 2005, VukaSinovi¢ and
Russinova 2018) .



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. KULLANILAN MATERYALLER

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Kullanilan cihazlar Ekler boliimiinde Tablo 3.1°de sunulmustur.

3.1.2. Hiicre Kiiltiirii Donanimlar:

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan donanimlar Ekler boliimiinde Tablo 3.2°de sunulmustur.

3.1.3. Kullanilan Kimyasallar
Calisma siirecinde kullanilan kimyasal maddeler Ekler boliimiinde Tablo 3.3’te
sunulmustur.

3.1.4. Kullanilan Tamponlar

3.1.4.1. 10X TBS

87,6 gr NaCl 12,11 gr Tris-Baz 800 ml distile sui le ¢ozdiiriiliir. pH 8’ e ayarlandiktan
sonra distile sui le 1000 ml’ e tamamlanir. Hazirlanan 10X TBS kullanilmak i¢in; 500 pl
10X TBS, iizerine 500 ml hacminde olacak sekilde distile su eklenerek 1X TBS’ e
dondstirlir.

3.1.4.2. 1X TBS-Tween

1X TBS-Tween; 500 ml 10X TBS ve 500 pl Tween-20, 500 ml hacimde olacak sekilde
tizerine distile su eklenerek hazirlanir.

3.1.4.3. 10X PBS

80 gr NaCl, 2 gr KClI, 14.4 gr Na2HPOg4, 2.4 gr KH2PO4 800 ml distile su ile ¢ozdurulir.
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pH 7,4 e ayarlandiktan sonra distile su ile 1000 ml ‘e tamamlanir. Hazirlanan 10X PBS
kullanilmak i¢in; 500 pl 10X PBS, iizerine 500 ml hacimde olacak sekilde distile su
eklenerek 1X PBS’e doniistiiriiliir.

3.1.4.4. Besiyeri Hazirlanmasi

450 ml negatif besiyeri icerisine 50 ml FBS ve 5 ml Penisilin-Streptomisin (10,000
U/ml) eklenir. 0,22 uM por ¢apindaki filtrelerden gegirilerek 50 ml’lik falkonlara
stizalar.

3.1.4.5. Protein Standard: (Bovine Serum Albumin = BSA)

0,015 gr Albumin 10 ml distile suda ¢ozdurulip 0,22 uM por ¢apindaki filtrelerden
gecirilerek suzulir.

3.1.4.6. Bradford Reagent

100 mg Comassie Brillant Blue (6-250) 50 ml %95 etanol de ¢ozdiralir. 200 ml %85
Fosforik asit eklenir hepsi 1 litreye tamamlanir. Filter kagidi ile siiziiliir.

3.1.4.7. Hucre Lizis Tamponu (CLB)

100 pl Proteinaz inhibitdrii 10 ml CLB igerisinde karigtirilir.

3.1.4.8. Harsh Strip Buffer

200 ml %10’luk SDS, 125 ml Tris-HCI (pH=6,8), 8 ml -merkapta etanol tizerine 675

ml distile su eklenerek karistirilir ve 1 litreye tamamlanir.

3.1.4.9 Mild Strip Buffer

15 gr glisin, 1 gr SDS, 10 ml Tween-20 eklenerek 800 ml distile suda ¢ozduraldr. pH

2,2’ye ayarlandiktan sonra distile suyla 1 litreye tamamlanir.

3.1.4.10. %10 Ammonium Persulphate Solution (APS)

100 mg Ammonium persulfate 1 ml distile suda ¢ozduralir.



3.4.1.11. Coumaric Asit (CA)

0,15 gr P-Coumaric asit 10 ml DMSO’da ¢ozdiiriiliir.

3.4.1.12 Luminol

0,44 gr Luminol 10 ml DMSQO’da ¢6zdiiriiliir.

3.4.1.13. Yiiritme tamponu

30,3 gr Tris-baz, 114 gr Glisin ve 1 gr SDS tartilarak 1000 ml distile su i¢inde ¢ozdiirtiliir.
pH: 8.3 e ayarlanir. Hazirlanan 10X yiiritme tamponu, 100 ml 10X yiiriitme tamponu ve
900 ml distile suyla 1000ml e tamamlanarak 1X’e doniistiiriiliir ve jel yiirlitmesi sirasinda

kullanilir.

3.4.1.14. Transfer Tamponu

33,3 gr Tris-base ve 144 gr Glisin tartilarak 1000 ml distile su iginde ¢oztindiiriiliir. pH: 8.3
e ayarlanir. Hazirlanan 10X transfer tamponu, 100 ml 10X transfer tamponu, 150 ml
metanol ve 750 ml distile suyla 1000 ml e tamamlanarak 1X’e doniistiiriiliir ve jelin transferi
sirasinda kullanilir.

3.4.1.15. Yiiriitme Jelinin Hazirlanmast

Proteinleri agirliklarina gore ayirmak i¢in %12’ lik SDS poliakrilamid jelde yiiriitiildii. Jel
icerigi Ekler boliimiinde Tablo 4’te sunulmustur.

3.4.1.16. Hiicre Dondurma Medyasimin Hazirlanmasi

9 ml FBS ve 1 ml dimetilsiilfoksit (DMSO) karistirilir ve hiicre kiiltiiriiyle uyumlu olan
0,22 puM por capindaki filtrelerden gecirilerek dondurma medyas1 hazirlanmistir.

Dondurma medyasiyla hiicreler uzun siireli sivi azot tanklar1 i¢inde saklanabilir.

3.4.1.17. LB Agar

20 gr LB agar 1 litre suda ¢ozdiiriiliir ve otoklavlanir.



3.2. KULLANILAN YONTEMLER
3.2.1. Hiucre Kiltari

3.2.1.1. Hiicrelerin Yetistirilmesi

Taupati modeli olusturmak {izere kullanilan PC12 (Feokromasitoma-12) hiicre hatti
American Tissue Culture Collection’ dan (ATCC) temin edilmistir. PC12 hiicre hatti,
Rattus norvegicus (sigan) bobrekiistii bezindeki kromafin hiicrelerinden koken alan
noroendokrin bir tiimdr olan feokromasitomadan elde edilmistir. Hiicreler %10 Fetal Sigir
Serumu (Fetal Bovine Serum, FBS), 10U/ml penisilin ve 100ug/ml streptomisin eklenen
RPMI (Roswell Park Memorial Institute) besiyerinde %5 CO: igeren 37°C’ de

inkiibatorde biiyiitiilmiistiir.

3.2.1.2. Hiicrerlerin Kaldwrilmasi, Sayimi ve Pasajlanmast

75 c¢cm? lik hicre kdltirl petri kabindaki hiicre sayisinin artmasi sebebiyle hiicre
pasajlama islemi gergeklestirilir. Petri kabinda bulunan besin ortami uzaklastirilir. 2 ml
fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi PBS (Phosphate Buffer Saline) ile yikama islemi yapilir.
75¢cm? petri kabma 2 ml tripsin-EDTA eklenmis ve CO, iceren etiivde 5 dakika inkiibe
edilmistir. 5 dakika sonrasinda tripsin —-EDTA’ nin etkinliginin durdurmak i¢in tripsin-
EDTA miktar ile esit miktarda RPMI besi ortamina eklenerek hiicreler falkona aktarilir.
+4°C” de 2000 rpm (dakikadaki doniim sayisi birimi)'de 5 dakika santifiij islemi yapilir
ve siipernatant (list faz) uzaklastirilir. Hiicrelerin iizerine 1 ml RPMI besi ortami eklenerek
pipetaj yapilir ve hiicreler homojenize edilir. Hiicre siispansiyonunda 10 ul alinir,
Neubauer hemositometresi kullanilarak hiicre sayimi gergeklestirilir. Bir mililitredeki
hiicre sayisinin dgrenilebilmesi icin 10% ile garpilir. 1x10° hiicre, 75cm?1ik petri kabina

eklenerek pasajlama islemi yapilir.

3.2.1.3. Hiicrerlerin Dondurulmasi ve Cozdiiriilmesi

Pasaj sayilar1 erken olan hiicreleri yedeklenmek amaciyla asamali olarak once bir gece -
80 °C buzdolabinda, daha sonra uzun siire saklamak i¢in -196 °C sivi azot tankina
alinmiglardir. Bu islem igin hiicreler tripsin-EDTA ile muamele edilerek kaldirildiktan

sonra, +4°C’ de 2000 rpm’de santrifiij edildikten sonra sayilmis ve yaklasik 1x10° hiicre



kriyovial tiiplerde dondurulmustur. Dondurma islemi i¢in % 10’luk DMSO (Dimetil
sulfoksit) kullanilmistir. Gerekli goriildiigiinde hiicreler sivi azottan ¢ikartildiktan sonra,
hizl1 bir sekilde ¢ozdiiriilmiis ve dnceden 1sitilarak 37 °C’ye getirilmis besiyerinde 45 cm?’
lik petri kaplarina alinmiglardir. Hiicreler petri kabina yapistiktan sonra tripsin-EDTA ile

kaldirilarak santrifiijleme islemine tabi tutulmus ve DMSO uzaklagtirilmistir.

3.2.1. Doza ve Zamana Bagh Hiicre Canlilik Testi (MTT)

Ik olarak PC12 hiicreleri 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine 1x10* hiicre/kuyucuk
olacak sekilde ekim gerceklestirildikten sonra hiicreler bir gece %5 CO: iceren 37°C’ lik
etiivde inkiibe edilmistir. Daha sonra hticrelerin tzerine 0-50 uM EBR uygulanmuistir.
Ikinci olarak ayn1 sekilde ekimi yapilan PC12 hiicrelerine bir gece sonra 0-1 pug PRK5-
EGFP-P301L-Tau plazmidi transfekte edilmistir. Tranfeksiyon isleminden 24 saat sonra
hicrelere 0 pg, 1 pug ve 10 pg EBR uygulamasi yapilmistir. Her iki deneyde de EBR
uygulamasindan 24 saat sonra hiicrelerin besiyerine her kuyuya 10 p 3-(4,5-dimetiltriazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid (MTT) tuzu eklenmistir. Hiicrelerin 4 saat
inkiibasyonu sonrasinda sadece canli hiicreler hidrojenaz enzimi vasitasiyla
mitokondrilerinde metabolize ettigi MTT tuzunu formazan kristallerine doniistiirmiistiir.
Daha sonra MTT tuzu igeren besiyeri uzaklastirilmis ve 100 pl DMSO (Dimethyl
sulfoxide) uygulanip, 10 dakika karanlikta inkiibe edilmistir. Formazan kristallerinin
DMSO’ da ¢oziinmesiyle Bio Rad Eliza okuyucusunda 570-655 nm dalga boyunda
absorbans Ol¢iimii yapilarak hiicre canlilifi hesaplanmistir. Elde edilen sonuglarin

Graphpad programi kullanilarak istatistiksel analizleri gerceklestirilmistir.

3.2.2. Bakterilerden Plazmit Izolasyonu

PRK5-EGFP-P301L-Tau ekspresyon vektori (Sekil 3.1) transfekte edilmis E.coli
(Esherichia coli) bakterileri ampisilin iceren Luria Bertani (LB) besiyerine ekilip 37°C de
16-18 saat boyunca calkalayicida biiyitiilmiistiir. Daha sonra bakteri siispansiyonlarimin
NanoDrop (Nanophotomer spectroscopy) cihazi kullanilarak OD2eo (Optical densitiy)
degerleri ol¢lilmiis ve uygun bulunanlar ZymoPURE™ Plasmid Miniprep Kit (Catalog
Nos. D4208, D4209, D4211 & D4212)’ i kullanilarak plazmid izolasyonu yapilmistir.

Izole edilen plazmitler -20°C” de saklanmustir.



.......

Sekil 3. 1 PC12 hiicre hattina transfeksiyonu yapilan mutant tip PRK5-EGFP-P301L-TAU
plazmiti (https://www.addgene.org/browse/sequence/123033/).

3.2.3. Plazmit Transfeksiyonu

PC12 hiicreleri 60 mm’ lik hiicre kiiltiirii petrilerine 2x10° olacak sekilde ekilip, 24 saat
boyunca 37°C’ de %5 CO: igeren inkiibatdrde biiyiitiilmiistiir. Ardindan hiicrelere
membran yapilarindan kolaylikla gegebilecek lipidde ¢oziinebilen bir transfeksiyon ajani
yardimiyla pRK5-EGFP-P301L-Tau plazmidi aktarilmigtir. Konsantrasyonu lug/ml olan
pRK5-EGFP-P301L-Tau plazmidinden 1:3 plazmid transfeksiyon ajan1 (FUGENE® HD
Transfection Reagent, PROMEGA) oraninda hazirlanarak transfeksiyon yapilmistir. Bu
islem i¢in 1ki ayr1 mikrotiip alinarak birincisinin igerisine antibiyotik (penisillin-
streptomisin) ve %10 FBS icermeyen 47 pl RPMI ve 3 pul transfeksiyon ajani, ikincisinin
icerisine yine antibiyotik ve % 10 FBS icermeyen RPMI ve 1 ug/ml PRK5-EGFP-P301L-
TAU plazmidi konularak bu karigimlar 5 dakika bekletilmistir. Daha sonra bu iki mikrotlp
icerisindeki tek bir tlipe aktarilarak 15 dakika beklemeye birakilmistir. Bu karigim 1900
ul % 10 FBS ve antibiyotik iceren RPMI besi yeri bulunduran 60mm’ lik hiicre kiiltiirii

petrilerinde bulunan PC12 hiicreleri lizerine damla damla olacak sekilde verilmistir.
3.2.4. immunoblotlama

3.2.4.1. Total Protein Izolasyonu

PC12 hiicreleri 60mm’lik hiicre kiiltiirii petrilerine 200.000/kuyu olacak sekilde ekilmis

ve uygun miktarda besi ortami (RPMI besiyerinde %10 sigir fetiisii serumu ve 10 U/ml


https://www.addgene.org/browse/sequence/123033/

penisilin/streptomisin) eklenmistir. Bir gece petri kabina yapigsmalari1 beklendikten sonra
hicrelere 24 saat boyunca PRKS5-EGFP-P301L-Tau pilazmidi ve 10uM EBR
uygulanmistir. Inkiibasyon sonunda besiyeri atilmus, hiicreler soguk izotonik tuz ¢ozeltiler
olan Tris-tamponlu tuz c¢ozeltisi (1X TBS) ya da Fosfat-tamponlutuz ¢ozeltisi (1X PBS)
ile bir kez yikanmis ve tekrar 1X PBS (1X TBS) eklenmistir. Fosforile olmayan
proteinlerin elde edilmesi igin PBS, fosforile proteinlerin eldesi igin ise TBS
kullanilmaktadir. Atdindan kaziyici yardimi ile hiicreler kaldirilmis ve 1,5 ml’lik mikro
santriflij tiiplerine alinmiglardir. Tipler +4°C” de 1 dakika 13200 rpm’ de santrifiij
edildikten sonra, siipernatant (iist faz) atilmistir. Bu islem petrideki tiim hiicreler toplanana
kadar tekrarlanmistir. Cokeltinin iizerine hiicre protein 6ziitleme tamponu, %10 proteaz
inhibitort ilavesi (CLB-Cell Lizis Buffer) eklenmistir. Ornekler 20 dakika oda
sicakliginda calkalayicida inkiibe edildikten sonra +4°C’de 20 dakika boyunca 13200
rpm’de santrifiij edilmistir. Siipernatantlar yeni mikrotiiplere alinarak total protein tayini

icin -80°C’de saklanmustir.

3.2.4.2. Sitoplazmik ve Nuklear Protein Izolasyonu

PC12 hiicreleri 60mm’lik hiicre kiiltiirli petrilerine 200.000/kuyu olacak sekilde ekilmis
ve uygun miktarda besi ortami (RPMI besiyerinde %10 s1gir fetiisii serumu ve 10 U/ml
penisilin/streptomisin) eklenmistir. Bir gece petri kabina yapismalari beklendikten sonra
hicrelere 24 saat boyunca PRK5-EGFP-P301L-Tau pilazmidi ve 10uM EBR uygulanarak
Thermo Scientific, Ne-Per™ Kkiti protokoline go6re nuklear-sitoplazmik protein

1zolasyonu gerceklestirilmistir.

3.2.4.3. Bradford Protein Miktar Tayini

Izole edilen proteinlerin miktar tayinini yapabilmek amaciyla Bradford teknigi
kullanilmistir. Konsantrasyonu 1,5ug/ul olan BSA (s1g1r serum albumin) kullanilarak 6nce
standart bir egri elde edilmistir. Bu egri su sekilde olusturulmustur: 96 kuyucuklu hiicre
kilture petrisine 1,5ug/ul, 3ug/ul, 4,5ug/ul, 6ug/ul, 7,5ug/ul BSA ve 24 saat boyu PRK5-
EGFB-P301L-Tau plazmidi ve EBR ile muamele edilmis hiicrelerden elde edilen
proteinlerden lug/ul eklenmistir. Uzerlerine 200ul Bradford ¢ozeltisi eklenerek 5 dakika
karanlikta inkiibe edilip Bio Rad Eliza okuyucusunda 595nm dalga boyunda absorbanslari

Ol¢iilmiistiir. Standartlarin absorbans/konsantrasyon grafigi elde edildikten sonra, bu



grafigin egim esitligi kullanilarak absorbans degerleri bilinen Orneklerin

konsantrasyonlar1 hesaplanmustir.

3.2.4.4. Proteinlerin SDS-PAGE Jelde Yurtilmesi

Konsantrasyonlar1 hesaplanan proteinler, igeriginde; Sodyum dodesil stilfat (SDS)
deterjani, gliserol, 2-merkaptoetanol, bromofenol mavisi ve pH 6,8 Tris-Hidroklorik asit
bulunan 5X Laemli boyas1 eklenerek 95 °C' de 5 dakika isiticida denature edilmistir.
Hazirlanan proteinler hedef kDa’ ya gore %10, %12 veya %15' lik akrilamid/ bis-
akrilamid konsantrasyonuna sahip jele Bradford protein miktar tayinine gére belirlenen
konsantrasyonlarda yuklenerek yiritme tamponu olan tankta SDS-Poliakrilamid Jel
Elektroforezi (SDS-PAGE) yontemi ile ayrilmiglardir. Jeller hedeflenen proteinlerin kDa’

larina gore farkl siirelerde ve farkli voltaj uygulanarak yliriitilmiistiir.

3.2.4.5. Membrana Transfer ve Bloklama

Jelde ydrdtilen proteinler farkli kalinlardaki (0,2 mm veya 0,45 mm) Poliviniliden
difloriir (PVDF) membranlar kullanilarak transfer edilmistir. Bu amagla 6nce kullanilacak
PVDF membran metanol ile aktif hale getirilmistir. Jeldeki proteinler, wet veya semi
transfer yontemleri kullanilarak membrana transfer edimistir. Proteinlerin transfer oldugu
membran, Tween deterjani igeren TBS solisyonu (1X TBS Tween, 1X TBS-T) ve %5
yagsiz siit kullanilarak hazirlanmis olan bloklama solusyonunda 1 saat oda sicakliginda

calkalayicida inkiibe edilmistir.

3.2.4.6. Birincil ve Ikincil Antikor Isaretlemeleri

Inkiibasyon sonrasi membranlar hedef proteine 6zgiin 1:1000 oraninda 1X TBS-T ve %5
yagsiz siit ile diliie edilmis birincil antikorda bir gece boyunca +4°C' de inkiibe edilmistir.
Birincil antikorda bekleyen membran Armoracia rusticana (bayir turpu) bitkisinden izole
edilen peroksidaz (HRP) enzimi ile konjuge edilmis olan birincil antikora 6zgtin 1:3000
oraninda 1X TBS-T ve %5 yagsiz siit ile diliie edilmis ikincil antikora alinmadan 6nce 3
kez 1X TBS-T c¢ozeltisi ile yikanir ve ikincil antikorla 1 gece boyunca +4°C'de inkiibe
edilmistir. Ardindan birincil ve ikincil antikorlarin spesifik olmayan baglanmalarini
Onlemek icin 3 kez 1X TBS-T ve 1 kez de 1X TBS solusyonu ile muamele edilerek Tween

deterjanindan arindirilmistir. Hedef proteine 6zgii antikorlar ile muamele edilen PVDF



membranlar daha sonra igeriginde; HRP’ nin subsrati Hidrojen Peroksit (H202:) ve
kemiliminesans bir madde olan luminol bulunan soliisyonla muamele edilerek Bio-Rad

ChemiDoc™ Imaging System cihazi kullanilarak UV 15181 altinda goriintiilenmistir.
3.2.5. Fluoresan Boyama

3.2.5.1. Diheksilokarbosiyanin Iyodiir (DiOC,) Boyama

PC12 hiicre hattinda mitokondri membran potansiyelindeki degisikleri gostermek
amaciyla DiOCs boyama yapilmaktadir. i¢sel (Intrinsic) yolak iizerinden gergeklesen
apoptotik hiicre 6limiinde mitokondri membran potansiyelinin bozularak membrana ait
baz1 bilesenler sitosole salinmaktadir. DiOCs (482/504 nm) lipofilik 6zellikte bir boya
olup fluoresan mikroskobu altinda mavi renge ait dalga boyundaki 15181 absorbe ederek
yesil renkte dalga boyuna sahip 151k yaymaktadir. Bu 6zelligi nedeniyle canli hiicrelerin
mitokondrilerine segici olarak baglanarak fluoresan mikroskobu altinda canli hiicrelerin
tayininde kullanilmaktadir. Bu amagla 6 kuyucuklu hiicre kultiri petrisine her bir kuyuda
5x10* hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Bir gece boyunca hiicrelerin yapigmasi
beklendikten sonra pRK5-EGFP-P301L-Tau plazmidi transfekte edilip 24 saat beklenmis
ve sonrasinda 10 pg EBR (5mM) ile bir gece boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda her bir kuyucuga 1nM DiOCs (ana stok: 4mM) boyasi uygulanarak 10 dakika
boyunca etiivde bekletilip floresans mikroskobunda mavi filtre altinda canli hiicreler

belirlenmistir.

3.2.5.2. Propidyum Iyodiir (PI) Boyama

PI, canli hiicrelerin membranlarindan gegemeyen ancak oOlii hiicrelerde membran
yapisinin bozulmasindan dolay1 hiicre i¢ine niifuz ederek DNA’ ya baglanabilen bir
boyadir. Bu 6zelligi sayesinde fluoresan mikroskobu altinda canli ve 6lii hiicrelerin
ayrilmasinda kullanilmaktadir. Fluoresan mikroskobunda yesil renkli dalga boyuna ait
15181 absorba ederek kirmizi renkli dalga boyuna ait 15181 yaymaktadir. Bu amagla 6
kuyucuklu hucre kdlttrt petrisine her bir kuyuda 5x10* hiicre olacak sekilde ekim
yapilmistir. Bir gece boyunca hiicrelerin yapigsmasi beklendikten sonra hiicrelere 6nce
pPRK5-EGFP-P301L-Tau plazmidi transfekte edilip 24 saat stiresince inkiibe edilmistir.
Daha sonra yine 24 saat boyunca 10 pg EBR (5mM) uygulamasi gerceklestirilmistir.



Inkiibasyonu takiben her bir kuyucuga 2 pg/ml PI (485/535 nm) (ana stok: 50 mg/ml)
boyasi uygulanarak 15 dakika ettivde bekletildikten sonra fluoresan mikroskobunda yesil

filtrede Olii hiicreler belirlenmistir.

3.2.5.3. 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) Boyama

PCI12 hiicre hattinda apoptotik hiicre Oliimiine bagli olarak DNA’ nin g¢esitli
endonukleazlar ile kesilmesi sonucu olugan DNA kiriklarinin gosterilmesinde DAPI
boyast kullanilmaktadir. DAPI boyasi olusan DNA kiriklarina baglanarak apoptotik
hiicrelerin fluoresan mikroskobu altinda gosterilmesini saglamaktadir. DAPI boyasi
fluoresan mikroskobunda agik mavi renk (aqua) dalga boyundaki 15181 absorbe ederek
mavi renkte bir 151k yaymaktadir. Bu amagla 6 kuyucuklu hiicre kiltlrQ petrisine her bir
kuyucukta 5x10* hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Bir gece boyunca hiicrelerin
yapigsmast beklendikten sonra hiicrelere 6nce PRK5-EGFP-P301L-Tau plazmidi
transfekte edilmistir. 24 saat sonra hicrelere 10 pg EBR (5 mM) uygulamasi yapilip bir
giin siiresince inkiibasyon gerceklestirilmistir. Inkiibasyonu takiben her bir kuyucuga
1ul/ml DAPI (350/470 nm) (ana stok: 1mM) boyasi uygulanarak 30 dakika etiivde
bekletildikten sonra fluoresan mikroskobunda mavi filtrede DNA kiriklar

gozlemlenmistir.

3.2.5.4. Dikloro-Dihidro-Fluoreskein Diasetat (DCFH-DA) Boyama

PC12 hiicre hattinda, tau anlatimini arttirmak amaciyla pPRK5-EGFP-P301L-Tau plazmidi
ve EBR uygulamasina bagli olarak hiicresel stresin bir gdstergesi olan ROS olusumu
DCFH-DA boyas1 kullanilarak gosterilmektedir. DCFH-DA boyasi fluoresans
mikroskobunda mavi renkli dalga boyuna ait 15181 absorbe ederek yesil renkte bir 151k
yaymaktadir. Bu amagla 6 kuyucuklu hticre kalttra petrisine her bir kuyuda 5x10* hiicre
olacak sekilde ekim yapilmistir. Bir gece boyunca hiicrelerin yapismasi beklendikten
sonra hicrelere dnce pRK5-EGFP-P301L-Tau plazmidi transfekte edilip 24 saat stresince
inkiibe edilmistir. Sonrasinda yine 24 saat boyunca 10 ug EBR (5mM) uygulanmustir.
Inkiibasyonu takiben her bir kuyucuktaki 1 ml RPMI besiyerine 2 pg/ml DCFH-DA
(495/529 nm) boyast uygulanarak 15 dakika etlivde bekletilmistir. Ardindan fluoresan

mikroskobu altinda mavi filtrede ROS gbézlemlenmistir.



3.2.6. Hiicre AKkis Sitometresi

3.2.6.1. Hiicre Akis Sitometrisinde PI Analizi

pPRK5-EGFP-P301L-Tau plazmidi ve EBR uygulamasina bagli olarak PC12 hiicre
populasyonunun hiicre devri fazlarindaki dagilimint DNA igerigine gére analiz etmek icin
PI boyasi kullanilmaktadir. Bu amagla 6 kuyucuklu hicre kultlri petrisine her bir kuyuda
5x10* hiicre olacak sekilde ekim yapilmigtir. Bir gece boyunca hiicrelerin yapigmasi
beklendikten sonra hiicrelere énce pRK5-EGFP-P301L-Tau plazmidi transfekte edilip 24
saat slresince inkilbe edilmistir. Daha sonra yine 24 saat boyunca 10 pg EBR (5mM)
uygulanmustir. Inkiibasyon sonrasinda hiicreler Tripsin/EDTA yardimiyla kaldirilip +4°C’
de 2000 rpm’ de 5 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen huicre pelletleri 1X PBS ile
yikandiktan sonra 500 pl %70’ lik soguk etanol ile muamele edilip 1 hafta boyunca -20°C’
de inkiibe edilerek fiksasyon islemi gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonrasinda hiicreler
+4°C” de 2000 rpm’ de 5 dakika santrifiij edilerek etanol uzaklastirilmistir. Ardindan 1X
PBS ile yikanan hiicre pelletleri santrifiijlenerek PBS uzaklastirilmistir. Daha sonra
pelletler 6nce 245 pl (BD Pharmingen™ kiti) baglama soliisyonunda ¢6ziiliip sonrasinda
ise 2,5 ul RNaz (10 mg/ml) ve 2,5 pl PI boyasi (10 mg/ml) ile muamele edilmisir. Oda
sicakliginda ve karanlikta 30 dakika inkiibe edilen hiicreler FL-2A filtresi (585/40 nm)
kullanilarak 10* hiicrenin (BD Accuri™ C6) hiicre akis sitometresi cihazinda analizi

yapilmistir.

3.2.6.2. Annexin V/PI Boyama

pRK5-EGFP-P301L-Tau plazmidi ve EBR uygulamasina bagli olarak PCI2 hiicre
populasyonundaki saglikli, erken apoptotik, ge¢ apoptotik ve nekrotik hiicreleri gostermek
amaciyla FITC Annexin V ve PI boyasi kullanilmistir. Saglikli hiicrelerin membranlarinin
sitoplazmaya bakan yiizeylerinde konumlanmig olan fosfotidilserinler apoptotik
hlcrelerde flip-flop olarak tanimlanan bir hareketle membranin ekstraselliiler yiizeyine
gocetmektedir. Annexin V boyasida bu fosfotidilserinlere baglanarak apoptotik hiicrelerin
tayininde rol oynamaktadir. PI boyas1 ise membrane yapisi bozulmus olan ge¢ apoptotik
ve nekrotik hiicreleri boyamaktadir. Bu amagla 6 kuyucuklu hiicre kultlr( petrisine her
bir kuyuda 5x10* hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Bir gece boyunca hiicrelerin
yapismasi beklendikten sonra hicrelere 6nce PRK5-EGFP-P301L-Tau plazmidi



transfekte edilip 24 saat stresince inklbe edilmistir. Sonrasinda yine 24 saat boyunca 10
pg EBR (5SmM) uygulanmustir. inkiibasyon sonrasinda hiicreler Tripsin/EDTA yardimiyla
kaldirilip +4°C’ de 2000 rpm’ de 5 dakika santrifiij edilmistir. 1X PBS ile yikanan hiicre
pelletleri santrifiijlenerek PBS uzaklastirilmistir. Ardindan 245 ul baglama soliisyonunda
¢ozinen hicre pelletlerine 2,5 pl (50 pg/ml) Annexin V (535/617 nm) ve P1 (485/535 nm)
boyalar1 eklenerek oda sicakliginda ve karanlikta 15 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda hiicre akis sitometresi cihazinda FL-1A filtresi kullanilarak 103 hiicrenin

analizi yapilmistir.

3.2.6.3. Reaktif Oksijen Turleri Analizi

PC12 hicre hattinda pRK5-EGFP-P301L-Tau plazmidi ve EBR uygulamasi sonucunda
ortaya ¢tkan ROS seviyesini gostermek icin DCFH-DA boyasi kullanilmaktadir. Bu
amagla 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrisine her bir kuyuda 5x10* hiicre olacak sekilde
ekim yapilmistir. Bir gece boyunca hiicrelerin yapismasi beklendikten sonra hticrelere
once pRK5-EGFP-P301L-Tau plazmidi transfekte edilip 24 saat siresince inkibe
edilmistir. Ardindan 24 saat boyunca 10 pg EBR (5mM) uygulanmustir. Tripsin/EDTA ve
1X PBS uygulama iglemlerinden sonra elde edilen hiicre pelletlerine 2 ng/ml DCFH-DA
(495/529 nm) boyasi eklenip hiicre akis sitometresi cihazinda FL-2A filtresi kullanilarak

10? hiicrenin analizi yapilmistir.



4. SONUCLAR

4.1. PRK5-EGFP-P301L-TAU PLAZMIDIi AKTARILMIS PC12
HUCRELERINDE EBR’ NiN HUCRE CANLILIGINA ETKISINIiN
GOSTERILMESI

pRK5-EGFP-P301L-Tau plazmidi transfekte edilmis ve edilmemis PC12 hiicrelerinde
potansiyel GSK3p inhibitorii olan EBR’ nin hiicre canliligi tizerindeki etkisini géstermek
icin MTT testi yapilmistir. EBR’ nin toksisitesi ¢ok diisiikk olan ve hiicre sagkalimini
tetikledigi diistiniilen 1 ve 10 uM dozlar secilerek hem plazmit aktarilmis hem de dogal
tip PC12 hiicrelerine uygulanmistir. Ayrica EBR gibi potansiyel bir GSK3f inhibitori
olan LiCI’ de EBR ile ayni1 dozlarda uygulanarak pozitif kontrol olarak kullanilmustir.
Buna gore dogal tip PC12 kontrol hiicrelerindeki canlilik 100 olarak kabul edilerek diger

kondiisyonlarin uygulandig: hiicrelerin bagil hiicre canliliklar1 belirlenmistir.

Dogal tip PC12 hiicrelerine 1 ve 10 uM EBR uygulamasi ile ayn1 dozlardaki LiCl
uygulamasinin hiicre canlilig1 oran1 {izerindeki etkisinin paralel oldugu tespit edilmistir.
pRK5-EGFP-P301L-Tau plazmit transfeksiyonu ile hiicre canliliginin, dogal tip PC12
kontrol grubuna gore biiylik oranda diistiigii ancak 1 uM EBR uygulamasi ile anlamli bir
degisiklik olmazken, 10 uM EBR uygulamasi ile hiicre canliliginin biiyiik oranda arttig1
gosterilmistir. pPRKS-EGFP-P301L-Tau plazmidi aktarilan hiicrelere 1 ve 10 uM LiCl
uygulandiginda ise hiicre canliligt EBR uygulamasi kadar etkin bir sekilde artmamustir.
Sonug olarak MTT analizine gore EBR’ nin doza bagl uygulamasi LiCl’ nin doza bagl
uygulamasi ile benzer toksisite gostermekle birlikte EBR’ nin anti-ndrodejeneratif

etkisinin LiCl’ ye gore daha az oldugu gosterilmistir.
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Sekil 4. 1 pRK5-EGFP-P301L-Tau plazmidi transfekte edilerek taupati modeli olusturulmus ve
dogal tip PC12 hiicrelerinde doza bagli olarak (1 ve 10 uM) EBR ve LiCl uygulamasinin hiicre
canlilig1 tizerindeki etkisinin MTT analizi ile gosterilmesi. DMSO, EBR ve LiCl ¢ozicust
olarak kullanilmistir, hiicre canliligina etkisi gdzlemlenmemistir.

4.2. PRK5-EGFP-P301L-TAU PLAZMIiDi TRANSFEKTE EDIiLEREK TAUPATI
MODELI OLUSTURULMUS PC12 HUCRELERINDE EBR’ NiN DOZA BAGLI
OLARAK HUCRE DEVRI UZERINDEKI ETKIiSiNIiN GOSTERILMESI

pRK5-EGFP-P301L-Tau plazmidi aktarilmis ve dogal tip PC12 hiicrelerine 10 uM EBR
uygulamasinin hiicre dongiisii iizerindeki etkisinin gdsterilmesi i¢in PI boyast
uygulanarak hiicre akis sitometresi teknigi kullanilmig ve analizi gerceklestirilmistir.
Dogal tip PC12 hiicrelerinde 6lii hiicreleri gdsteren Sub-G1 fazindaki popiilasyon kontrol
grubunda %2.4 iken, 10 uM EBR uygulamasi ile %2,8" e yiikselmistir. Kontrol
grubunda %41,1 olan G1 fazindaki hiicre popiilasyonu, 10 uM EBR uygulamasi ile %41,5’
e yilikselmistir. S fazi popiilasyonu ise kontrol grubunda %32,4 iken 10 uM EBR
uygulamast ile %22,7° ye gerilemistir. Kontrol grubunda %?24,1 olan G2/M fazi
popiilasyonu ise 10 uM EBR uygulamasi ile %32’ ye yiikselmistir.

PRK5-EGFP-P301L-Tau plazmidi transfekte edilmis PC12 hiicreleri ile dogal tip PC12
kontrol grubu karsilastirildiginda; Sub-G1 fazi popiilasyonu %4,4” e yiikselirken G1 fazi
poplilasyonu %37,9° a gerilemistir. S faz1 %25,6’ ya diiserken G2/M fazindaki hiicre
poplilasyonu %27,6’ ya yiikselmistir. pPRK5-EGFP-P301L-Tau plazmidi aktarilmig PC12
hicrelerine 10 uM EBR uygulamasi ile Sub-G1 faz1 %2,7’ ye gerilerken G1 fazi



poplilasyonu  %41,2° ye yiikselmistir. Bununla birlikte S fazindaki hiicre
popiilasyonu %28,9 ¢ikarken G2/M fazindaki popiilasyon %26’ ya gerilemistir.
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Sekil 4. 2 Dogal tip ve pRK5-EGFP-P301L-Tau plazmidi transfekte edilen PC12 hiicrelerinde
10 uM EBR uygulamasinin hiicre devri iizerindeki etkisinin gosterilmesi.

4.3. IN VITRO TAUPATIi MODELi OLUSTURULMUS PC12 HUCRELERINDE
EBR’ NIN HUCRE OLUMU UZERINDEKI ETKIiSININ GOSTERILMESI

pRK5-EGFP-P301L-Tau plazmidi transfekte edilen ve dogal tip PC12 hiicrelerinde 10
MM EBR uygulamasinin hiicre 6liimii iizerindeki etkisini gdstermek amaci ile farkli
kondusyonlara ait hiicreler kaldirilarak Annexin-V/PI boyasi uygulanmis ve hiicre akis

sitometresinde analizleri yapilmistir.
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Sekil 4. 3 Taupati modeli olusturulmus ve dogal tip PC12 hiicrelerinde 10 uM EBR’ nin hiicre
6limu uzerindeki etkisinin Annexin-V/PI boyama yontemi kullanilarak hiicre akis
sitometretresinde gosterilmesi. Hiicre akis sitometresinden elde edilen veriler BD C6
Biosciences programi kullanilarak grafige dokiilmiistiir.

Buna gore canli hiicre popiilasyonunu temsil eden sol alt bélmedeki hiicre miktart orant,
kontrol grubunda %99,5 sadece 10 uM EBR uygulamasiyla %98,9 iken pRKS5-EGFP-
P301L-TAU plazmiti tranfekte edilerek tau anlatiminin arttirildig: hiicrelerde %49’ a
gerilerken sag alt bolmedeki erken apoptotik hiicre popiilasyonu oran1 %0,1° den %49,5’
e yiikselmistir. Geg apoptotik hiicreleri temsil eden sag tist bdlmedeki hiicre populasyonu
oran1 %0’ dan %0,7’ ye, sol iist b6lmedeki nekrotik hiicreleri gosteren hiicre popiilasyonu
orant da %0,3’ den %0,8" e yiikselmistir. Plazmit transfeksiyonuna bagli olarak tau
anlattminin  arttirlldi@i  hiicrelere 10 pM EBR uygulandiginda canli  hiicre
popiilasytonunun %83,9” a yikseldigi goriilmiistiir. Erken apoptotik bélmedeki hiicre
popllasyonu oraninda belirgin bir diisiis olurken ge¢ apoptotik ve nekrotik hiicre
popiilasyonlarinda énemli bir degisiklik olmamistir. Bu yapilan ¢aligma sonucunda elde
edilen veriler, dogal tip PC12 hiicrelerinde 10 uM EBR uygulamasi kontrol grubu ile
kiyaslandiginda toksik etki goriilmemektedir ancak pRKS5-EGFP-P301L-TAU plazmiti
aktarilarak tau anlatimi arttirillmis hiicrelerde EBR uygulamasi ndrokoruyucu etki

gostermektedir.

4.4. IN VITRO TAUPATI MODELiI OLUSTURULMUS VE DOGAL TiP PC12
HUCRELERINDE EBR’ NiN APOPTOTIK ETKIiSININ GOSTERILMESI

pPRK5-EGFP-P301L-Tau plazmidi transfekte edilerek taupati modeli olusturulmus ve
dogal tip PC12 hiicrelerinde 10 uM EBR uygulamasinin hiicre 6liimii (PI), mitokondri
membran potansiyeli (DiOCs), DNA kiriklart (DAPI) ve ROS i(retimi (DCFH-DA)



lizerindeki etkisi gesitli boyamalar ile fluoresan mikroskobunda gosterilmistir. ilk olarak
151k mikroskobu ¢ekimleri incelendiginde , tau anlatiminin arttirildigi PC12 hiicrelerinde,
hiicre yogunlugu azalirken, bu hiicrelere 10 uM EBR uygulamasi norokoruyucu etki

gosterdiginden hiicre yogunlugunun belirgin bir sekilde arttig1 gézlenmistir.

Tau anlatim1 arttirilmis ve dogal tip PC12 hiicrelerinde PI, DiOCs, DAPI ve DCFH-DA
boyamalar1 yapilarak fluoresan mikroskobunda uygun filtreler altinda goriintiilenmistir.
Buna gore kontrol gruplarinda ve sadece 10 uM EBR uygulanan dogal tip PCI12
hiicrelerinde, hiicre yogunluklari degismezken PI boyamasinin yapildigi taupati modeli
olusturulmus hiicrelerde, nekrotik ve geg apoptotik hiicre miktar1 artmis ve bu hiicrelere
10 uM EBR uygulamasiyla bu miktar azalmistir. DAPI boyamasinda da, tau anlatiminin
arttirlldigr hiicrelerde DNA kiriklar1 kontrole gore daha fazlayken bu hicrelere 10 pM
EBR uygulamasiyla geriledigi gozlenmistir. DCFH-DA boyamasi ile tau anlatiminin
arttirtldigr hiicrelerde kontrole gore hiicresel ROS miktar1 6nemli oranda artarken, 10 uM
EBR uygulamasi ile tekrar azalmistir. DiOCs boyamasinda, taupati modeli olusturulmus
hiicrelerde kontrol grubuna kiyasla olduk¢a azalan mitokondri membran potansiyelinin,

10 uM EBR uygulamasiyla tekrar arttig1 gozlenmistir.
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Sekil 4. 4 Taupati modeli olusturulmus ve dogal tip PC12 hiicrelerinde 10 uM EBR
uygulamasinin hiicre 6limii (PI), mitokondri membran potansiyeli (DiOCg), DNA kiriklar:

(DAPI) ve ROS uretimi (DCFH-DA) lzerindeki etkisinin fluoresan mikroskobisi ile
gosterilmesi.

DCFH-DA

DiOC6

Taupati modeli olusturulmus ve dogal tip PC12 hiicrelerinde 10 uM EBR uygulamasinin
hicresel ROS uretimi Uzerindeki etkisinin DCFH-DA boyamasi araciligiyla hiicre akis
sitometresi ile analizi gerceklestirilerek sayisal olarak gosterilmistir. Sonucta fluoresan
mikroskobu gorintileri ile paralel veriler elde edilmistir. ROS miktarinin tau anlatiminin
arttirtlmasi ile tetiklendigi ancak bu hiicreler 10 uM EBR uygulamu ile geri ¢ekildigi

gozlenmistir.
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Sekil 4. 5 Taupati modeli olusturulmus ve dogal tip PC12 hiicrelerinde EBR uygulamasinin ROS
uretimi Gzerindeki etkisinin hiicre akis sitometresi ile gosterilmesi. Farkli renklerle ifade edilen
kondiisyonlardaki PC12 hiicreleri kaldirilmis, DCFH-DA boyamasi yapilarak karanlikta inkiibe
edilmis ve ardindan hiicre akis sitometresinde analizleri gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler

BD C6 Biosciences programi kullanilarak grafige dokiilmiistiir.

45. POTANSIYEL GSK3B INHIiBiTORU EBR’ NiN TAUPATI MODELIi
OLUSTURULMUS PC12 HUCRELERINDE AH BIYOBELIRTECI
PROTEINLERIN ANLATIMLARI UZERINDEKI ETKiSININ GOSTERILMESI

pRK5-EGFP-P301L-Tau ekspresyon vektori transfekte edilerek taupati modeli
olusturulmus PC12 hiicrelerine 10 uM EBR uygulamasinin ¢esitli AH biyobelirteci veya
hastalikla iliskili proteinlerin anlatimi ve fosforilasyonu iizerindeki etkisi
immunoblotlama teknigi ile gosterilmistir. Taupati modeli olusturulmus PC12
hlcrelerinde, p-tau (Ser 199, Ser 202 ve S400-T403-S404) seviyeleri kontrol grubuna
kiyasla 6nemli Olciide artarken bu hiicrelere 10 uM EBR uygulamasi ile anlatimlarinin
tamamen geriledigi gézlemlenmistir. Ayrica tau anlatiminin arttirtlmasi ile Nérofilament-
L seviyesinin kontrole gore azaldigi, 10 uM EBR uygulamasina bagli olarak
Norofilament-L anlatiminin kontrol grubuna kiyasla daha fazla arttig1 tespit edilmistir.
AH’ 1n bir diger 6nemli biyobelirteci olan APP’ nin taupati modeli olusturulan hiicrelerde
kesilimine bagli olarak anlatiminin azaldigi1 ancak 10 uM EBR uygulamasi ile anlamli bir
sekilde arttig1 gozlemlenmistir. APP’ nin kesilim tiriinlerinden olan $-amiloidin anlatimi
ise plazmit transfekte edilmis hiicrelerde kontrol grubuna gore belirgin bir sekilde artarken
10 uM EBR uygulamasi ile anlatimi azalmistir. APP’ nin kesiliminden sorumlu
enzimlerden biri olan total BACE anlatiminin, taupati modelinde kontrole gére artarken,

bu hiicrelere 10 pM EBR uygulamasi ile geri ¢ekildigi gosterilmistir. AP ile etkilesime



girerek Amiloid plak olusumu ve tau birikiminin tetiklenmesinde rol oynayan a-synuklein
anlatimi1 taupati modeli olusturulmus hiicrelerde kontrol grubuna kiyasla artarken 10 uM

EBR uygulamasi ile tamamen geri ¢ekilmistir.

EBR (10 uM)

P-TAU (Ser 199) (50-80 kDa)

BACE (70 kDa)
-— | o-syniiklein (17 kDa)
— — — l p-aktin (45 kDa

Sekil 4. 6 pRK5-EGFP-P301L-Tau plazmiti transfekte edilerek taupati modeli olusturulmus ve

dogal tip PC12 hiicrelerinde 10 uM EBR’ nin AH biyobelirteci olan ve AH ile iligkili proteinler

tizerindeki etkisinin immiinoblotlama yontemiyle gosterilmesi. B-aktin yikleme kontroli olarak
kullanilmis olup bu sonuglar en az 3 bagimsiz tekrari temsil etmektedir.

Tau kinazlardan CDKS5’ in anlatimi taupati modelinde artarken bu htcrelere 10 uM EBR
uygulamsi ile belirgin olarak azalmistir. pRKS5-EGFP-P301L-Tau plazmidi transfekte
edilerek tau anlattiminin arttirilmas: ile kontrole gore artan GSK3a ve GSK3p
seviyelerinin, potansiyel GSK3B inhibitdrii olan EBR uygulamasiyla azaldig
gozlemlenmistir. Bununla birlikte GSK3p’ nin Ser9 inhibe edici fosforilasyonu
seviyesinin, taupati modelinde total GSK3p miktarindaki artisa bagh olarak arttigi fakat
bu hiicrelere 10 uM EBR uygulanmasi ile total GSK3f anlatiminin diigmesine karsin Ser9
fosforilasyonunun daha fazla arttigi gosterilmistir. MSS’ de GSK3f kadar etkin rol
oynamayan GSK3a’ nin Ser21 inhibe edici fosforilasyonunun, taupati modelinde total
GSK3a anlataminda, kontrol grubuna belirgin bir degisiklik olmazken, bu hiicrelere 10
uM EBR uygulamasi ile total GSK3a anlatimi diismesine karsin GSK3o Ser2l
fosforilasyonunun daha fazla arttig1 gozlenmistir. Bu sinifa ait bir bagka protein olan

p44/42 nin anlatimi ise taupati modelinde artarken 10 uM EBR uygulamasi ile konrol



grubuna gore olduk¢a azalmistir. Bununla birlikte p44/42° nin aktive edici
fosforilasyonlar1 Thr 202/Tyr 204’ Un anlatimi ise pRKS5-EGFP-P301L-Tau plazmiti
transfekte edilmis PC12 hiicrelerinde kontrol grubuna gore azalirken 10 uM EBR

uygulamasi anlatimini ¢ok yiiksek seviyede tetiklemistir.

EBR (10 uM) 2 =
pRK5-EGFP-P301L Tau T 7

| - ‘ - = | Gsk3 a-B (51-46 kDa)

| a—— | P- Gsk3p (Ser9) (46 kDa)

| — — — — | P- Gsk3a (51 kDa)

| _—_—- | p44-42 (42-44 kDa)

Sekil 4. 7 Potansiyel GSK3[ inhibitorii olan EBR’ nin taupati modeli olusturulmus ve dogal tip
PC12 hiicrelerinde AH ile iliskili kinazlar ve proteazlar tizerindeki etkisinin immunoblotlama
teknigi ile gosterilmesi. Yiikleme kontrolii olarak B-aktin kullanilmaistir. Sonuglar birbirinden

bagimsiz en az 3 tekrari temsil etmektedir.

NPC (noral onciil hiicre)’ lerde noral gelisim ve farklilasmada, post-mitotik ndronlarda
ise hiicre sagkaliminda 6nemli rol oynayan B-katenin’ in nuklear gég¢iine 10 uM EBR
uygulamasinin etkisi, taupati modeli olusturulmus ve dogal tip PC12 hiicrelerinden
nuklear-sitoplazmik izolasyonla elde edilen ekstratlarin anlatimi immiinoblotma yontemi
ile gbsterilmistir. Sonu¢ olarak sitoplazmik ekstraktta f-katenin’ in anlatimi, kontrol
grubuna gore taupati modeli olusturulmus ve ardindan 10 pM EBR uygulamasi yapiilmis
hiicrelerde ¢ok degismemistir. Nuklear ekstraktta ise kontrol grubuna kiyasla B-katenin’
in nukleusa gogU taupati modeli olusturulmus hiicrelerde belirgin sekilde azalirken bu

hiicrelere 10 uM EBR uygulamasi ile 6nemli 6l¢iide artmistir.



EBR (10 uM) - - = + i + = +
pRK5-EGFP-P301L Tau . 8 + + 2 % g +
i e B P Ll — — p—— B-katenin (92 kD)

— W T Histon3 (17 kDa)

Sekil 4. 8 EBR’ nin, taupati modeli olusturulmus ve dogal tip PC12 hiicrelerinde -katenin’ in
nuklear gocu Uzerindeki etkisinin niklear-sitoplazmik protein izolasyonu yapilarak
immiinoblotlama teknigi ile gosterilmesi. Yiikleme kontrolii olarak sitoplazmik ekstraktta [3-
aktin, nuklear ekstraktta H3 (Histon3) kullanilmigstir. Bu sonug birbirinden bagimsiz en az 3
tekrar1 temsil etmektedir.

Buraya boliime kadar elde ettigimiz veriler dogrultusunda, potansiyel GSK3p inhibitorii
olan EBR’ nin AH patolojisini tetikleyen biyobelirtecleri {izerinde genel anlamda geri
doniigiimii sagladigi, GSK3’ iin inhibisyonunu arttirarak f-katenin’ in nukleusa gogiinii
tesvik ederek hiicre sagkalimim tetikledigi ve EBR’ nin néral sagkalim tizerindeki

etkisinin Wnt sinyal yolagindan bagimsiz oldugu bulunmustur.

46. TAUPATI MODELi OLUSTURULMUS VE DOGAL TiP PC12
HUCRELERINDE EBR’ NiIN PI3BK/AKT/MTOR SINYAL YOLAGI
UZERINDEKI ETKIiSININ GOSTERILMESI

PRK5-EGFP-P301L-Tau vektorii transfekte edilerek taupati modeli olusturulmus ve
dogal tip PC12 hiicrelerinde PI3K’ nin diizenleyici alt iinitesi, mTORC: protein
kompleksinin elemanlarindan mTOR’ un anlatimi ile protein sentezinin diizenlenmesinde
onemli bir kinaz olan p70S6K’ nin GSK3 tarafindan gerceklestirilen aktive edici Ser371
fosforilasyonu seviyesinin 10 uM EBR uygulamasi sonucunda gergeklesen degisimler
immunoblotlama yontemi ile gosterilmistir. Kontrol grubuna kiyasla taupati modeli
olusturulmus hiicrelerde p70S6K, PI3K’ nin duzenleyici p85 alt unitesinin ve mTOR
anlatimlarinin azaldigi, p-mTOR anlatiminin ise arttig1 gozlenmistir. Bu hiicrelere 10 uM
EBR uygulamasi ise p70S6K, PI3K’ nin diizenleyici p85 alt linitesi ve mTOR anlatimlari
artarken p-mTOR anlatimi belirgin sekilde azalmistir.



EBR (10 nM) > ¥ 2 4

pRKS5-EGFP-P301L Tau : = H *
PI3K (35 kD)
| — | mTor (289 kDa)
| — | P-mTor (Ser 2448) (289 kDa)
| — | p70S6K (60 KDa)

Sekil 4. 9 Taupati modeli olusturulmus ve dogal tip PC12 hiicrelerinde 10 uM EBR
uygulamasinin GSK3 iligkili PI3K/AKT/mTOR sagkalim yolagi iizerindeki etisinin
immiinoblotlama yontemi ile gosterilmesi. B-aktin yiikleme kontrolii olarak kullanilmigstir. Bu
sonuglar birbirinden bagimsiz en az 3 tekrar temsil etmektedir.

AKT ve p70S6K’ nin aktive edici fosforilasyonlarini saglayan PDKI1’ in
aktivasyonundan sorumlu Ser241 fosforilasyonu, taupati modeli olusturulmus ve ardindan
10 uM EBR uygulanmis hiicrelerde kontrol grubuna goére anlamli bir degisiklik
goriilmemistir. Hiicrede ATP’ nin azalmasina bagli olarak AMP’ nin artmasi gibi stress
kosullarinda aktive olan, otofajiyi tetikleyicic AMPK’nin a alt tinitesinin Thr172 aktive
edici fosforilasyon seviyesi, taupati modelinde kontrol grubuna gore belirgin sekilde

artarken bu hiicrelere 10 uM EBR uygulamasi p-AMPKoa’ nin anlatimi azalmistir.

EBR10pM) . . . .
pRK5-EGFPP301LTau - - *+  *

— — — — P-PDK1 (5241) (54-68 kDa)

—— —— —— ——— AKT (60 kDa)

Sekil 4. 10 Taupati modeli olusturulmus ve dogal tip PC12 hiicrelerinde 10 uM EBR’ nin
PI3BK/AKT/mTOR sinyal yolagi iizerindeki etkisinin immunoblotlama teknigi ile gosterilmesi.
Yiikleme kontrolii olarak B-aktin kullanilmistir. Bu sonuglar en az 3 bagimsiz tekrari temsil
etmektedir.

T — — — P-AKT (60 kDa)




Bu boliimden elde edilen veriler dogrultusunda ¢ikarilacak sonuglar, pPRK5-EGFP-P301L-
Tau plazmiti transfekte edilerek taupati modeli olusturulan PC12 hiicrelerinde EBR’ nin
AMPKa aktivasyonunu sagladigi, bu sayede GSK3[ inhibisyonunun tetiklenerek tau

fosforilasyonu ve birikiminin azaldig1 ve hiicre sagkaliminin tetiklendigidir.

4.7. EBR’ NIN TAUPATiIi MODELiI OLUSTURULMUS VE DOGAL TiP PC12
HUCRELERINDE OTOFAJi YOLAGI UZERINDEKiI ETKIiSININ
GOSTERILMESI

Potansiyel GSK3p inhibitorii olan EBR’ nin 10 uM uygulamasinin pRK5-EGFP-P301L-
Tau plazmiti transfekte edilerek taupati modeli olusturulmus ve dogal tip PCI2
hiicrelerinde otofaji ile iliskili proteinlerin {izerindeki etkisi immunoblotlama yontemiyle
gosterilmistir. Otofaji mekanizmasinin tetiklenmesinde 6nemli rol oynayan ULK1’ in
anlatimi, taupati modeli olusturulmus hiicrelerde kontrol grubundakilere kiyasla bu
hiicrelere 10 uM EBR uygulamasi sonucunda ULK” in anlatim1 belirgin sekilde azalmistir.
Otofajiyi tetikleyen ULK1 kompleksi tarafindan fosforile edilip PAS’ ta birikerek
otofagozom ¢ekirdeklenmesini saglayan Vps34 kompleksinde bulunan Beklinl’ in
anlatimi, taupati modeli olusturulmus hiicrelerde artarken, bu hiicreler 10 uM EBR ile

muamele edildiginde Beklinl’ in anlatimi olduk¢a azalmistir.

LC3-" in Ub benzeri modifikasyonunu saglayan enzimlerden ATG3 ve ATG7’ nin
anlatimina bakildiginda kontrol grubuna kiyasla, ATG3 anlatiminin plasmid uygulamasi
ile azaldig1, plasmid aktarulmis hiicrelere EBR uygulamasinin ise azalan ATG3 anlatimini
degistirmedigi bulunmustur. ATG7’ nin ise anlatiminin plasmid aktarimi sonrasi arttigi
ve bu durumun EBR uygulamasi kombinasyonu ile degismedigi gosterilmistir. LC3-I" in
lipidasyonunu saglayan Ub-benzeri konjugasyon sistemi iiyelerinden ATGS ve ATG12’
nin anlatiminda ise 6zellikle plasmid aktarilan hiicrelere bakildiginda ekspresyon artisi
saptanmistir. ATG12 anlatiminda ise degisiklik saptanmamistir. ATGS ve ATG12’ nin
LC3-1 ile etkilesimini saglayan ATG16L1’ in anlatiminda ise hi¢ bir kosulda degisiklik
gozlenmemistir. Secici otofajide Ub’ lenerek isaretlenen kargonun 6zgiil otofaji reseptorii
aracilifiyla otofagozom membranina baglanmasini saglayan Ub baglama protein p62’° nin

anlatiminin azalmasi, otofagolizozomlarda kargonun yikildigini gostermektedir. Taupati



modeli olusturulmus ve 10 uM EBR uygulanmis hiicre grubunda kontrol grubuna kiyasla
cok degismedigi ancak taupati modelinde p62 anlatiminin belirgin olarak artti1

gbzlenmistir.

EBR (10 uM)
pRK5-EGFP-P301L Tau - = g ¥

e s M W | UK (150 KDa)

o ||| e Beklin-1 (60 kDa)

-— M WS W, | Atz 3(40KkDa)

on MM sem pew | Atz7(78kDa)

- W | A5 (55kDa)

- e W - Atg 12 (55 kDa)

Atg 1611 (66-68 kDa)
R | e
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Sekil 4. 11 Taupati modeli olusturulmus ve dogal tip PC12 hiicrelerinde 10 uM EBR
uygulamasinin otofaji ile iliskili proteinler lizerindeki etkisinin immunoblotlama teknigi ile
gosterilmesi. Yiikleme kontrolii olarak B-aktin kullanilmig olup bu sonuglar en az 3 bagimsiz
tekrari temsil etmektedir.



5. TARTISMA

Diinyadaki tim demans vakalarimin yaklasik %70’ ini teskil eden AH genellikle
sporodik, nadiren ailesel kokenli bir hastaliktir ve gelisiminde APP, APOE, PSEN1 ve
PSEN2 olmak tiizere yaklasik 20 genin risk faktorii oldugu bilinmektedir. AH
patolojisinde hiicre igerisinde tau ve/veya hiicre disarisinda ise biriken AP protein
agregatlar1 6nemli rol oynamaktadir (Sery, Povova et al. 2013, Erkkinen, Kim et al.
2018). Tau, MAPT geninden sentezlenen farkli izoformlar1 ve pek ¢ok farkli rolii olan
bir mikrotiibiil baglanma proteinidir. Ayrica yapilan c¢alismalarda nukleusta
konumlanmis olan tau proteininin DNA {izerindeki kiigiik oluklara yerleserek bir DNA
baglanma protein olarak gorev yaptigi bulunmustur. Tau proteini, RNA ile
elektrostatik bir etkilesim kurarak hiicresel RNA biitiinliiglinlin  korunmasini
saglamakla birlikte bu etkilesimin tau birikimini tetikleyebilecegine dair kanitlarda

bulunmaktadir (Bukar Maina, Al-Hilaly et al. 2016).

AH gelisiminde risk faktorii olan MAPT geninde meydana gelen 80’ den fazla
mutasyonun LOAD gelisiminde rol oynadigi bilinmektedir. Ornegin P301L gibi
ailesel MAPT mutasyonlari tau protein birikimine bagl olarak sporadik AH gelisimine
neden olmaktadir. AH patolojisinde gozlenen NFT’ lerin igerigindeki tau proteini
hiperfosforilasyon, asetilasyon, Ub veya kesilim gibi ¢esitli post-translasyonel
modifikasyonlar sonucunda mikrotlbullerden serbestlenerek dentritlerde ve sinaptik
alanlarda yanlis lokalize olup birikerek cesitli islen kayiplarina ve hiicre 6liimiine
neden olmaktadir (Matarin, Salih et al. 2015, Wang and Mandelkow 2016). AB
oligomerleri NGFR (sinir buytme faktoru reseptoril), NMDR (N-metil-D-aspartik asit
reseptOrii) ve Frizzled gibi sinaptik reseptorlere veya lipid ve iyon kanallarina
baglanarak tau, a-synuclein ve NF’ yi fosforile eden ¢esitli kinazlarin ve proteazlarin
anormal aktivasyonuna neden olmaktadir. Ayrica AP oligomerleri inflamasyonu
tetikleyerek direkt etkilesim, UPS veya otofajinin inhibisyonu araciligiyla da diger
protein birikimlerini tetikleyebilecegi gozlenmektedir (Marsh, Blurton-Jones et al.
2012). GSK3, CDKS5, P44/42 gibi tau kinazlarin artan aktiviteleri tau proteininin
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hiperfosforilasyonu ile yiksek oranda paralellik gostermektedir. Ayni zamanda bu
kinazlar hiicrede énemli sinyal yolaklarinda, otofaji ve UPS, ER stres, hiivre devri,
hiicre biiylimesi, hiicre sagkalim ve hiicrenin stres cevabi gibi gesitli olaylarda rol

oynamaktadirlar (Miller, Teravskis et al. 2014, Tenreiro, Eckermann et al. 2014).

Hicre olumu tiplerinden biri olan otofaji ¢ok hicreli organizmalarin gelisimi,
homeostasisi ve immun sistemlerinin diizenlenmesi agisindan Onemli bir siirectir.
Hiicre i¢i yanlis katlanmis ve hasar gormiis proteinlerin, islevsiz veya hasarli
organellerin (mitokondri, endoplazmik retikulum, peroksizom vb.) temizlenmesinin
yanisira metabolizmanin diizenlenmesi, morfogenezis, hiicre farklilagsmasi, yaglanma,
hiicre oliimii ve bagisiklik sisteminin bir parcasi olarak hiicre i¢i patojenlerin
yikiminda da etkili rol oynamaktadir (Zare-Shahabadi, Masliah et al. 2015). Otofaji
mekanizmasinin diizenlenmesi pek ¢ok patolojik siireg ile iliskilidir. Cesitli
mutasyonlar, oksidatif hasar veya post-translasyonel modifikasyonlar nedeniyle yanlis
katlanmis proteinlerin HSC’ ler gibi saperon proteinler tarafindan dogal yapilarinmi
kazanmalar1 ya da UPS veya otofaji hiicresel doniisiim mekanizmalar1 tarafindan
degrede edilmeleri gerekmektedir. Otofaji yolaginindaki anormallikler hicre iginde
veya disinda protein birikimleri sonucu olusan protein agregatlari kaynakli toksisiteler
ya da bu proteinlerin dogal yapilarinin bozunmasi nedeniyle kendi gorevlerini
yapamamalarindan dolayr bozulan homeostasi sonucu hiicre 6liminin daha fazla
oranda gerceklesmesini tetiklemektedir. Bu durum norodejeneratif hastaliklar,
metabolik hastaliklar, enfeksiyonlar ve daha pek ¢ok hastaligin gelisimini ve seyrini
etkileyebilmektedir (Li, Zhang et al. 2010, Singh and Cuervo 2011, Murrow and
Debnath 2013).

AH’nin onlenmesi veya tedavi edilmesini amaclayan pek cok farmokolojik ve
farmokolojik olmayan ¢alismalar yapilmaktadir. Egzersiz, saglikli beslenme, 6zellikle
flavanoidler, probiyotikler, vitamin D-E-C, folat, beta kompleksler ve luteolin
aliminin AH’ ye koruyucu etkisi oldugu bilinmektedir (Cummings, Tong et al. 2019).
AH’ ye kars1 farmakolojik calismalar semptomik ve etiyolojik olarak ikiye
ayrilmaktadir. AChE inhibitorleri, NMDA antagonistleri, muskarinik ve nikotinik Ach
reseptor antagonistleri, 5-HTs Serotonin reseptoru inhibitdrleri ve histamine reseptor
(Hs) antagonistleri semptonik yaklagimlara kars1 faz caligmalari devam eden ajanlardir.

Etiyolojik calismalarda ise sekretaz inhibitorleri, AR agregasyon inhibitorleri, tau



terapileri, tip-11 diyabet tedavisinde kullanilan ilaglar, LDL’ yi hedefleyen statinler,
anti-inflamatuvar etkili ilaglar denenmektedir (Ghanemi 2015, Mendiola-Precoma,
Berumen et al. 2016, Frozza, Lourenco et al. 2018). Yakin zamanda Cummings ve ark,.
(2019) tarafindan yapilan ¢alismada norotransmiter, anti-amiloid immunoterapi, anti-
amiloid ve BACE inhibitorleri, anti-amiloid ve anti-tau agregasyon inhibitorleri ile

iligkili faz-1II ¢alismalar1 devam eden 28 ajandan s6z edilmektedir (ref).

AH’ nin biyobelirteglerinden olan A ve tau proteini ile ilgili ¢esitli terapotik stratejiler
gelistirilmektedir. AP stratejisinde AP oligomerlerinin baglandigi reseptorler
hedeflenmektedir. Tau proteinini hedefleyen stratejilerde ise, SIRNA veya miRNA
aracilifiyla tau sentezinin inhibisyonu, kinaz inhibitorleri (GSK3 ve CDKS5’ yi
hedefleyen) ve fosfataz aktivitorlerinin (Ser/Thr fosfataz aktivitesini diizenleyen
melatonin) kullanimi, baz1 saperonlarin inhibe edilmesi, tau spesifik antikorlar ve tau
agregasyon inhibitorlerinin, proteozom veya otofaji yolagini tetikleyen ve mikrotiibiil
stabilizasyonunun saglanmasinda rol oynalan ajanlar kullanilmaktadir (Wang and

Mandelkow 2016).

Bir serin/treonin kinaz olan GSK3, gilikojen metabolizmasi ve insiilin sinyal
mekanizmasinin yanisira hiicre boliinmesi, farklilagmasi gibi bircok hiicresel olayin
dizenlenmesinde rol oynayan molekildir. GSK3’ {in sinyal mekanizmasinda
meydana gelen degisimler sonucunda AH, inflamasyon, tip-Il diyabet ve kanser gibi
cok sayida hastalik tetiklenmektedir. GSK3’ iin patolojik bulgularini azaltmak
amactyla kullanilan inhibitorlerin etkileri tanimlanmasina ragmen heniiz etkin bir
inhibitdr gelistirilememistir. Ornegin, tez ¢aligmam kapsaminda kullandigim ve klinik
oncesi galigmalar1 devam eden, potansiyel GSK3 inhibitorii olan LiCl’ nin, AH’ nin
patolojik bulgusu olan AP birikimlerinin veya NF olusumlarinin gerilemesinde etkili
oldugu bildirilmistir (Hooper, Killick et al. 2008). Hu ve ark,. (2009) tarafindan
yapilan ¢alismada AH modeli olusturmak iizere AP42 oligomerleri bilateral
intraserebroventrikiler infiizyonu yoluyla sicanlara (Sprague-Dawley) aktarilarak
potansiyel GSK3 inhibitorleri olan LiCl ve SB16763 kullaniminin néral sagkalim
tizerindeki etkileri gozlenmistir. Kontrol grubundaki sicanlarda LiCl veya SB16763
muamele edilenlere gore norodejeneratif belirteclerin ve bilissel bozukluklarin

tetiklendigi gosterilmistir (Hu, Begum et al. 2009).



Yapisal olarak memelilerdeki steroid hormonlara yuksek benzerlik gosteren ve bitki
bliyiime hormonlarindan BR ailesinin bir iiyesi olan EBR potansiyel GSK3f
inhibitoradar. Koppula ve ark,. (2012) yaptigi ¢alismada EBR’ nin néral sagkalim
tizerinde de etkili oldugu gosterilmistir (Carange, Longpré et al. 2011, Koppula,
Kumar et al. 2012). Ly ve ark,. (2012)’ nin yaptiklar1 in vivo ve in vitro ¢alismalarda
GSK3p’ nin inhibisyonunun BACE1 anlatimini ve buna bagli olarak AH fenotipini
baskiladigini gostermislerdir (Ly, Wu et al. 2012). Bu ¢alisma ile iliskili olarak Parr,
ve ark,. (2012) Wnt sinyal yolaginin aktivasyonu ile GSK3 inhibisyonunun (-katenin’
in nukleusa goc¢iini tetikleyerek BACE1’ in anlatiminin baskilandig1 ancak GSK3” {in
aktivasyonu ile BACE1 anlatimi ve aktivasyonu artarak APP’ nin amiloidojenik

kesiliminin tetiklendigini gézlemlemislerdir (Parr, Carzaniga et al. 2012).

Bu tez calismasi kapsaminda potansiyel GSK3f inhibitdrii olan EBR’ nin anti-
norodejeneratif etkisini gostermek amaciyla ilk dnce noral-benzeri hiicre hatt1 olan
PC12 ° ye pRK5-EGFP-P301L-Tau vektorii aktarilarak taupati modeli
olusturulmustur. Daha sonra uygun dozdaki EBR’ nin néral sagkalim {izerindeki etkisi
AH ve otofaji ile iliskili olarak gosterilmek istenmistir. Bu amagla ilk olarak PC12
hiicrelerinde doza bagli EBR (1-10 pM) uygulamasi ile MTT analizleri yapilmis ve
laboratuvarimizda yapilan diger tez ¢aligmalarinda kullanilan SH-SY5Y (insan

ndroblastoma) ile benzer doza bagli canlilik verileri elde edilmistir.

Hoover ve ark, (2010) tarafindan yapilan ¢alismada insan 4RON tau proteininin dogal
tip ve P301L mutant formlarini hem in vitro noral kiltur hicrelerine transfer ederek
hem de bu genlerin anlatimmni yapan fareler iireterek P301L patolojik tau’ nun,
dentritlerdeki yanlis lokalize olarak sinaptik fonksiyon bozukluklarini tetikledigini ve
taupati modeli olusturulmus farelerde ise elektrofizyoloji deneyleri ile bilissel
bozukluklarin tetiklendigini gostermislerdir (Hoover, Reed et al. 2010). Bu ¢alismayla
birbirini destekleyen sonuglarin elde edildigi Di ve ark., (2016) tarafindan yapay
olarak mutasyonlar uygulanarak hiperfosforile olmus patolojik insan tau proteininin
transfekte edildigi ve ark.,. (2012) insan dogal tip ve P301L mutant tau proteinini
iceren lentiviral vektorleri enjeksiyon araciligiyla sigan motor korteksine
aktarmiglardir. P301L mutant tau’ nun transfekte edildigi hiicrelerde Thr181/Ser262

tau hiperfosforilasyonu ve anormal tau agregasyonun tetiklendigi gosterilmistir.



Ayrica GSK3’ {in aktivasyonun arttig1 gozlemlenmistir (Khandelwal, Dumanis et al.
2012).

AH’ 1i bireylerin CSF’ lerine bakilarak yapilan biyobelirte¢ calismasinda, total tau
proteininin norodejeneratif etkinligi AP patolojisinin varligi ile paralellik gosterirken
NF-L’ nin A patolojisi varligindan etkilenmedigi gosterilmistir (Mattsson, Insel et al.
2016) Tau proteini izoformlarindan 4R1N/3R1N ve APP transfekte edilmis SH-SY5Y
hiicrelerine ekstraselliiler tau fibrilleri uygulanmasi sonucu intraselliiler tau
birikiminin arttigini, APP’ nin ekstraselliiler domainlerinin ortadan kaldirilmasiyla bu
birikimin azaldigin1 gostererek APP’ nin ekstraselliiler tau proteininin hiicre icine
alinmasinda ve hiicreler arasi tau iletiminde o6nemli oldugunu belirtmislerdir.

(Takahashi, Miyata et al. 2015).

Hem E.coli’ den izole edilen rekombinant 2N4R dogal tip tau proteini ve a-siniklein
ile yaptiklar1 agregasyon calismalarinda hem de PH (parkinson hastaligi) ve PSP
(ilerleyen supranuklear palsi)’ li bireylerin beyinlerinden alinan 6rneklerle yaptiklari
caligmalarda a-sintklein oligomerlerinin  toksik tau birikimini tetikledigini
gostermislerdir (Castillo-Carranza, Guerrero-Muiioz et al. 2018). Oikawa, Nonaka et
al. (2016) SH-SY5Y hiicrelerinde in vitro tau uygulamasi ile yaptiklari deneylerde a-
sinlikleinin tau birikimini tetikledigini ve mikrotiibiil iletimini inhibe ettigini

gostermislerdir (Oikawa, Nonaka et al. 2016).

PRK5-EGFP-P301L-Tau plazmiti transfekte edilmis PC12 hiicrelerinde
immunoblotlama yontemi ile AH biyobelirteclerinden olan tau fosforilasyonu, B-
amiloid, GSK3a-f, CDKS5, a-siniklein ve APP’ nin amiloidojenik Kkesilimini
tetikleyen BACEI’ in anlatimlarinin arttigi ancak APP anlatimmin azaldigi
gosterilmistir. Immiinoblotlama sonuglar1 fluoresan boyama ve hiicre akis sitometresi
sonuglari ile desteklenmistir. Taupati modeli olusturulmus PC12 hiicrelerinde dogal
tipe kiyasla ROS seviyesinin arttigi, DNA kiriklarinin arttigi, mitokondri membran
potansiyelinin azaldigi, nekrotik ve ozellikle de apoptotik hiicre sayisinin arttigi
gosterilmistir. Tez ¢alismamiz kapsaminda elde ettigimiz sonuclarin, belirtilen
literatrlerdeki in vitro ve in vivo taupati modeli olusturma deneylerinde elde edilen
sonuglar ile uyum gostermektedir. Tau anlatiminin arttirilmasi GSK3a-f anlatimini

arttirdigi ve diisiik olan inhibe edici fosforilasyon seviyeleri ile tetiklenen GSK3



aktivitesinin, tau fosforilasyonu ve BACEl anlatimin1 arttirarak APP’ nin
amiloidojenik kesilimini dolayisiylada hiicre 6limiinii tetiklemektedir. Mitokondriler
i¢in yiiksek toksisite gosteren a-siniiklein’ in anlatiminin artmasi ya da tau birikimine
bagli olarak aktive olan kinazlar araciligiyla hiicresel biitlinliigliniin bozuldugu ve

seviyesinin diistligii gozlenen NF-L’ de hiicre 6liimiine neden olmaktadir.

Yapilan bir ¢calismada insan 3R-tau geni transfekte ederek hipotermi kosullarinda tau
hiperfosforilasyonunu tetikledikleri SH-SY5Y hicrelerinde potansiyel GSK3
inhibitorleri LiCl ve AR-A014418 ile birlikte potansiyel CDKS5 inhibitori olan ROSC
(Raskovitin)’ nin etkilerini incelemislerdir. Sonucta LiCl ve AR-A014418 uygulamasi
PHF olusumu ve tau hiperfosforilasyonlarini anlamli bir sekilde geri ¢ekerken sadece
LiCl uygulamasmin GSK3fB Ser9 fosforilasyonunu arttirdigi gosterilmistir. Buna
karsin ROSC kullaniminda anlamli bir degisiklik olmadig1 belirlenmistir (Bretteville,
Marcouiller et al. 2012). Tez ¢alismamiz kapsaminda taupati modeli olusturdugumuz
PC12 hicrelerinde potansiyel GSK3 inhibitorii olan LiCl’ nin etkisini gdstermek
amaciyla daha 6nce MTT analizi ile belirledigimiz, toksisitesi diisiik 1 ve 10 uM LiCl
ve EBR dozlar1 24 saat siiresince uygulanarak karsilastirmali olarak MTT analizleri
yapilmistir. Sonugta sadece EBR veya LiCl uygulamasi 24 saatte benzer toksisite
gosterirken taupati modeli olusturulmus hiicrelerde EBR uygulamasinin hiicre
sagkalimini daha etkin bir sekilde arttirdig1 gozlenmistir. Taupati modeli olusturulmus
PC12 hiicrelerine 10 uM EBR uygulamasimin AH biyobelirtegleri tUzerindeki etkisi
immiinoblotlama teknigi ile gosterildiginde; p-tau, a-siniiklein, CDKS, GSK3a-f,
BACE!I anlatimlar1 azalirken APP ve NF-L’ nin anlatimlart ile GSK3a-f’ nin
inhibisyon seviyesinin artmast EBR’ nin noral sagkalim iizerindeki etkisini agik¢a

gostermektedir.

AH’ li bireylerin néronlarindaki Af ve p-tau birikimi, oksidatif stres, DNA hasar1 ve
noroinflamasyona bagli olarak GO fazindan ¢ikarak yeniden hiicre devrine girildigine
dair kanitlar sunmuslardir. Ozellikle AP oligomerlerinin mitojenik yolaklar1 aktive
ederek G1/S kontrol noktasinin asilmasiyla tetiklenen DNA sentezinin yeniden
gerceklesmesi sonucunda mitotik hiicre boéliinmesinin durdurulmasi ile ndronal
oliimiin tetiklendigini gostermislerdir (Zekanowski and Wojda 2009). Taupati modeli
olusturulmus PC12 hiicrelerine 10 uM EBR uygulanarak hiicre akig sitometresinde

gerceklestirilen PI analizinde canli hiicre sayisimin belirgin bir sekilde arttig1



gOzlenmektedir. Annexin V/PI analizinde ise taupati modeli olusturulmus hiicrelerde
artan apoptotik hicre oluminin 10 uM EBR uygulamasi ile azaldigi, fluoresan
mikroskobu analizlerinde taupati modeli hicrelerde azalan mitokondri membran
potansiyelinin 10 uM EBR uygulamasi ile geri kazanildig1 veya artan ROS seviyesinin
geri ¢ekildigi hiicre akis sitometresi ve fluoresan mikroskobunda gosterilmistir. Bu
sonuclar taupati modeli olusturulmus PC12 hiicrelerinde EBR’ nin etkin dozunun 10

UM oldugunu gostermektedir.

GSK3’ iin mTORC: aktivasyonunu tetikleyerek lizozomal asidifikasyonun
inhibisyonuna yol agarak otofajiye ket vurdugu gosterilmistir. Bununla birlikte
mTORC: kompleksinin diizenleyicisi olan Raptor’ un mTOR tarafindan Ser863
fosforilasyonu onun GSK3 tarafindan Ser859 fosforilasyonunu tesvik ederek
mTORC, aktive etmektedir. Aktive olan mTORC: ULKI’ in inhibe edici
fosforilasyonunu saglayarak otofajinin tetiklenmesini engelledigi goézlemlenmistir
(Stretton, Hoffmann et al. 2015). Aktive olmus GSK3B ve mTORC:’ in Ser
122/142/211 fosforilasyonlarini tetikleyerek lizozom biyogenezinde rol oynayan
TFEB (Transkripsiyon faktéor E kutusu)’ in nukleusa gogiinii inhibe ederek
otofagolizozom aktivitesinin engellendigini vurgulamislardir (Puertollano, Ferguson
et al. 2018). Bu calismaya paralel olarak Polito ve ark., (2014) tarafindan yapilan
calismada taupati modeli farelerde TFEB’ in tau agregasyonunun temizlenmesinde

onemli rol oynadig1 géstermislerdir (Polito, Li et al. 2014).

AMPKa araciligiyla gerceklestirirlen ULKI1’ in aktive edici Ser155
fosforilasyonunun otofajinin tesvk edilmesinde 6nemli olmasina karsin ULK1’ in
otofosforilasyonu sonras1 yikimini tetikledigi ve boylelikle otofagozom membraninin
olusmaya bagladigim1 belirtmislerdir (Liu, Lin et al. 2016). Tez c¢alismamiz
kapsaminda hiicre sagkalimi ve otofaji mekanizmasinin diizenlenmesinde 6nemli rol
oynayan PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagina ait proteinlerin anlatimlar1 ve
fosforilasyon seviyeleri incelenmistir. Buna gore taupati modeli olusturulmus PC12
hicrelerinde, kontrol grubuna gére AMPKa’ nin aktivasyonunun artmasi, p70S6K
aktivitesinin azalmasi, ULK 1 anlatiminin artmasi, ATG5/12/16L1" in anlatiminda ¢ok
degisiklik olmamakla birlikte p62’ nin anlatiminin artmasi otofajinin tetiklendigini ve

otofagozom yapisinin olustugunu gostermektedir.



Sonu¢ olarak EBR taupati modeli olusturulmus PC12 hiicrelerinde artan
ekspresyonlar1 gozlemlenen AH belirtecglerinin anlatimi azalmis ayni zamanda
GSK3p’nin inhibe edici fosforilasyonu EBR ile artmistir. Bu etkinin en az LiCl kadar
etkin oldugu belirlenmistir. Bunun yani1 sira EBR uygulamasi taupati olusturulmus
hiicrelerdeki otofajik etkisi incelendiginde EBR nin plazmid aktarimi ile artan otofajik
slireci baskiladigi azalan Beklin anlatimi ve Ulk-1 seviyesine bakilarak soylenebilir.
ATG proteinlerinin anlatiminda ise anlamli bir degisiklik saptnmamistir. EBR’nin
taupati modeli hiicrelerdeki otofajiyi nasil baskiladig1 ve otofaji ile iliskili hangi hiicre
yolaklarinin etkilendiginin arastirilmasi ilerleyen ¢aligmalarda ele alinmasi istenilen

bir arastirma konusunu olusturmaktadir. .
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EKLER

Tablo 7. 1 Kullanilan cihazlarin listesi

ADI URUN KODU FIRMA ADI
UV-Transluminator GelDOC BioRad
Santriflj 5417R Eppendorf
Santrifuj (Buyuk) 5810R Eppendorf
Spin mini spin plus SNO0708 LabNet
Yatay elektroforez Gel XL ultra V-2 BioRad
sistemi
Hassas Tart1 LE6202S Sartorius
Mikropipet (0,5ul-10ul)] EH52836 Thermo
Mikropipet (20p1-200ul] EH46925 Thermo
Mikropipet (200pl{ T27274 Thermo
1000pl)

Otoklav 0OTO32 Nive
Manyetik Karistirict SB162 Stuart/ProLab
Distile Su Cihazi TANKPEOQ30 Millipore Direct Q-
SuVv
pH Metre Alll Thermo
Derin Dondurucu 2041D Arcelik
Buzdolabi ( No frost) | 4263TMB Arcelik
Vorteks SA8 Stuart/ProLab
Dry heat sterilizer FN120 Nive
Spektrofotometre Ultraspec 2100 pro Biosciences
Giig¢ Kaynagi PowerPac/Basic BioRad
Laminar Flow Model: 12469,2000 HeraSafe
Inverted Mikroskop Model: XDS-1B SOIF
Inkiibator Heracell Thermo
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Florasan Mikroskobu Model: 1X71 Olympus
Dondurucu (-80°C) Ultra Low Temperature Freezer| New Brunswick
U725 innova Scientific

Elektroforez Aletleri BioRad

Facs Flow Cihazi AC6531180147 BD ACURI C6

PVDF Membran 88518 Thermo
Tablo 7. 2 Hiicre kiiltiirii dananimlart

ADI URUN KODU FIRMA ADI

12 kuyucuklu petri 92012 TPP

6 kuyucuklu petri 92006 TPP

96 kuyucuklu petri 92096 TPP

75cm? hiicre biiyiitme kaplar1 | 90076 TPP

25cm? hiicre biiyiitme kaplar1 | 90026 TPP

100mm hiicre biiylitme kaplar1 | 93100 TPP

60mm hiicre biiyiitme kaplar1 | 93060 TPP

Steril pipetler (5ml) 94005 TPP

Steril pipetler (10ml) 94010 TPP

Siringa filtreleri (0.22 um) 99722 TPP

Enjektor seti 21G Yesil ug igneli | ASTRAJECT

Tripsin-EDTA 25200-056 Gibco

Penisilin/Streptomisin 15140-122 Gibco

Fetal Bovine Serum 10500-064 Gibco

PC12 hiicreleri ATCC

RPMI Medium 11875093 Gibco

Etlv Heracell 1150 Thermo

Hemastometre - Neubauer

Laminar flow 12469,2 Thermo

Pipet Uglar - CAPP




Tablo 7. 3 Kullanilan kimyasallarin listesi

ADI URUN KODU | FIRMA ADI
Etanol CAS 64-17-5 ALKO MED
Saf Etanol 32221 SIGMA-ALDRICH
Metanol 24229 SIGMA-ALDRICH
Izopropanol K44518295 321 | MERCK
2-merkaptoetanol S4805940 517 | MERCK
Akrilamid / Bis-Akrilamid 30% cozelti | A9099 SIGMA-ALDRICH
Amonyum persulfat A2941 Applichem
Coomassie Blue Belirteci A3480 Applichem
DMSO K46505343 517 | MERCK
DMSO D2650 SIGMA-ALDRICH
EDTA A2937 Applichem
DiOC6 Boya 2129966 Fluka
DCFH-DA Boya C6827 Invitrogen
4',6-Diamidino-2-Phenylindole, D1306 Thermo Scientific

Dihydrochloride

Pl Boya

P4170-100MG

SIGMA-ALDRICH

Fetal Bovine Serum (FBS) P290310 Pan Biotech

Laemli Tamponu S3401-1V SIGMA
p-Coumaric Asid C9008-1G SIGMA-ALDRICH
Luminol A2185 Applichem

MTT Solisyonu M2128-5G SIGMA-ALDRICH
Phosphate buffered saline (PBS) BE17-51-5F LONZA

Sigir Serum Albumin (PSA) A2153-10G SIGMA-ALDRICH
SDS (Sodyum dedosil sulfat) UN1888 Applichem

Protein izolasyonu Tamponu 78501 Thermo

Page Ruller Plus Prestained Proteirn 26619 Fermentas

Ladder

Agaroz A9539 SIGMA-ALDRICH
Tris Baz 648310 CALBIOCHEM
Asetik Asid 27225 SIGMA-ALDRICH




Ethidium Bromide E1510 SIGMA-ALDRICH
Tris-HCI 648317 CALBIOCHEM
1 kb Marker SM1163 Fermentas
6X ylikleme Tamponu R0631 Fermentas
Amonyum Asetat 1,110115,1000 | MERCK
Fenol Kloroform A2279,0250 Applichem
EBR C1386-10G SIGMA-ALDRICH
Sodyum Klortir A2941 Applichem
Tween 20 S6740684 348 | MERCK
TEMED A1148,0100 Applichem
Yagsiz Siit Tozu SC-2325 Santa Cruz
Biotechnology
Glisin 3570 CALBIOCHEM
H20, Hidrojen peroksi K39218400838 | MERCK
Millipore Falcon Centrifugal Filters 4FC901024 MERCK
Neomisin G8168 SIGMA-ALDRICH
Invasion Chamber 354483 BD Bioscience
Super Block T20 Blocking Buffer 37536 Thermo
FUGENE® 6 Transfection Reagent E2692 Promega
Ponceau Read Belirteci A1405 Applichem
Hidroklorik Asit K43804717 239 | MERCK
Kloroform UN1888 Applichem
Tablo 7. 4 %12' lik SDS-PAGE jel igerigi

Alt Jel Ust Jel
Distile su 3,075 ml
Tris-HCI 2,5ml (1,5M,pH: 8,8)| 1,125ml (0,5M, pH: 6,8)
%10 SDS 0,1 ml 0,05ml
Akrilamid/Bis-Akrilamid 4 ml 0,67 ml
Amonyum Persulfat (APS) 0,05 ml 0,025mi
TEMED 0,005ml 0,005mi
TOPLAM 10,005 ml 5,05ml







