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OZET

ALZHEIMER HASTALIGI MODELI OLUSTURULMUS SH-SY5Y INSAN
NOROBLASTOMA HUCRELERININ TEDAVISINDE HISTON METIL
TRANSFERAZLARIN ETKILERININ MOLEKULER ANALIZI

Alzheimer hastalig1 (AH), 65 yas istii kigilerde goriilen hafiza, anlama, dil,
muhakeme gibi davranigsal ve bilissel islevlerde bozulma ile seyreden nérodejeneratif
bir hastalik olup, beyinde amiloid beta 42 (AB42) adi verilen anormal néritik plaklarin
ve norofibriler yumaklarin birikmesiyle karakterizedir. AH, bazi genlerdeki
mutasyonlarla baglantili  otozomal dominant bir hastalik olarak kalitim
gosterebilmekle birlikte bu genlerin ¢ogu DNA ve histon modifikasyonlar: gibi
epigenetik mekanizmalarin etkisi altindadir. Epigenetik modifikasyonlar geri
doniistimlii olduklari i¢in potansiyel olarak farmakolojik miidahale ile hedef alinabilir.
Buna istinaden epigenetik ilaglar, kanser, kardiyovaskiiler bozukluklar, beyin
bozukluklar1 gibi O6nemli hastaliklarin tedavisinde yararli olabilir. Bu baglamda
gergeklestirilen bu calismada SH-SYS5Y insan noroblastoma hiicrelerinde yeterli AB42
ekspresyonu ile Alzheimer modeli olusturularak AP plaklarinin artmasinda rol alan
genlerin  ekspresyon seviyelerini  degistirebilecek metil transferaz  enzim
inhibitorlerinin kullanilmasiyla hastaligin prognozunu olumlu sekilde etkileyebilen
teropotik yaklagimlarin gelistirilmesi amaglanmistir.

Bu maksatla SH-SY5Y hiicreleri uygun kosullarda kiiltiire edildikten sonra,
yapilan AP42 protein uygulamasi ile Alzheimer modeli olusturularak hiicrelerde
tretimi baslayan AP proteininin kantitatif Ol¢timleri ELISA yoOntemi ile
gerceklestirildi. Ayrica A tiretimi ile iligkili genlerin ifade seviyeleri gercek zamanh
polimeraz zincir reaksiyonu (GZ-PZR) ile dlgiilerek hiicrelerde olusturulan Alzheimer
modeli gen seviyesinde kontrol edildi. Olusan A plaklarinin miktarin1 diisiirecek
Azasitidin, Deazaneplanocin ve SGC0946 gibi metiltransferaz enzim inhibitorlerinin
farkli konsantrasyonlarda hiicrelere uygulanmasiyla, MTT testi ile optimum
konsantrasyonlar belirlendi ve bu konsantrasyonlardaki kimyasallarin uygulandig
hiicrelerdeki AB42 miktarmin ELISA yontemi ile protein diizeyinde dl¢iilmesinin yan1
sira hastalikla iliskilendirilen APP, PSEN, BACE1, GSAP, BDNF gibi genlerin ifade
seviyeleri GZ-PZR ile kantitatif olarak belirlenmistir. Calisma sonucunda, kullanilan
metiltransferaz inhibitorlerinin etkisiyle AB42 plak seviyelerinde istatistiksel olarak
anlamli bir diisiis tespit edilmistir. Kullanilan her bir kimyasal sonras1 farkli oranda
olmak tizere AP42 plaklariyla iliskilendirilen genlerin ifade seviyelerinde hastaligin
prognozunu olumlu etkileyebilecek sekilde anlamli degisimler saptanmistir. Sonug
olarak, kullanilan kimyasallarin hiicrelerdeki mevcut epigenetik modifikasyonlar
degistirerek hiicre canliliginda belirgin farkliliklar meydana getirdigi gézlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer Hastaligi, Amyloid beta plaklari, Metil Transferaz
Inhibitorleri, SGC0946, Deazaneplanocin
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ABSTRACT

MOLECULAR ANALYSIS OF THE EFFECTS OF HISTON METHYL
TRANSFERASES IN THE TREATMENT OF SH-SY5Y HUMAN
NEUROBLASTOMA CELLS FORMED WITH ALZHEIMER'S DISEASE
MODEL

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disease that is seen in people
over 65 years old and is characterized by deterioration in behavioral and cognitive
functions such as memory, comprehension, language and reasoning. AD is
characterized by the accumulation of abnormal neuritic plaques called amyloid beta
42 (Ap42) and neurofibrillary tangles in the brain. Although AD can be inherited as
an autosomal dominant disease associated with mutations in some genes, most of these
genes are under the influence of epigenetic mechanisms such as DNA and histone
modifications. Because epigenetic modifications are reversible, they can potentially
be targeted by pharmacological intervention. Accordingly, epigenetic drugs may be
useful in the treatment of important diseases such as cancer, cardiovascular disorders,
and brain disorders. In this context, it was aimed to develop therapeutic approaches
that can positively affect the prognosis of the disease by using methyl transferase
enzyme inhibitors that will change the expression levels of genes involved in the
increase of AP plaques by creating an Alzheimer's model with sufficient AB42
expression in SH-SY5Y human neuroblastoma cells in this study.

For this purpose, after culturing SH-SY5Y cells under appropriate conditions,
the Alzheimer's model was created with the AP42 protein application, and quantitative
measurements of AP protein, which started to be produced in cells, were performed by
the ELISA method. In addition, the expression levels of genes associated with AP
production were measured by Real Time-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) and
the Alzheimer model formed in the cells was controlled at the gene level. By applying
methyltransferase inhibitors to the cells at different concentrations such as Azacitidine,
Deazaneplanocin and SGC0946, which will reduce the amount of amyloid beta
plagques formed, optimum concentrations were determined with the MTT test and the
amount of AB42 in Alzheimer's model cells is measured at the protein level by ELISA
method, as well as the expression levels of genes such as APP, PSEN, BACE1, GSAP,
BDNF associated with the disease determined by RT-PCR quantitatively. As a result
of the study, a statistically significant decrease was found in Ap42 plaque levels with
the effect of methyltransferase inhibitors used. Significant changes were detected in
the expression levels of genes associated with APB42 plaques at different rates after
each chemical used, which could positively affect the prognosis of the disease. As a
result, it has been observed that the chemicals used cause significant changes in cell
viability by changing the existing epigenetic modifications in the cells.

Keywords: Alzheimer's Disease, Amyloid beta plagues, Methyl Transferase
Inhibitors, SGC0946, Deazaneplanocin

Xiii



1. GIRIS

Alzheimer Hastaligi (AH), 65 yas usti kisilerde (Kumar et al., 2022)
davraniglarin anormallesmesi ve kisilik bozuklugu ile birlikte goriilen hafiza kaybi ve
bilis bozuklugu ile iligkili ciddi, kronik, tedavisi olmayan ve ilerleyici bir

norodejeneratif bozukluk olarak agiklanabilir (Godyn et al., 2016).

AH’nin ilk evresi olan hiicresel evre, tau patolojisinin yayilmasini indiikleyen
amiloid P birikimi ile paralel olarak ortaya ¢ikar (Scheltens et al., 2021). AP plaklar
ilk etapta beynin neokorteks bolgelerinde gelismeye baslar, 2. fazda hipokampus ve
amigdalada goriiniirler ve ilerleyen fazlarda diensefalon ve bazal ganglionlar
etkilenerek plak olusumu devam eder (Goedert, 2010; 2015).

Epigenetik  degisiklikler (DNA  metilasyonu/demetilasyonu,  histon
modifikasyonlari, mikroRNA diizenlemesi) fizyolojik ve patolojik durumlarda yaygin
olarak gerceklesir ve yaslanma siireci boyunca farkli dokularda ve Alzheimer hastalig
gibi norodejeneratif bozukluklarda goriiliir. Epigenetik, yasam siiresini ve uzun
omiirliligi etkileyen bir siiregtir. AH ile iliskili genlerde meydana gelen epigenetik
degisiklikler ile epigenetigin demansta patojenik bir rol oynayabilecegi

anlasilmaktadir (Cacabelos and Torrellas, 2015).

Histon metilasyonu, histon metil transferaz enzimleri tarafindan katalizlenen
ve histon proteinlerindeki belirli amino asitlere metil gruplarinin eklenmesiyle
meydana gelen bir modifikasyondur. Hiicre ¢ekirdeginde DNA, histonlarin etrafina
sarilarak paketlenir. DNA'daki genlerin "kapali" ve "acik" hale getirilmesi iki sekilde
olur: Histonlarin metilasyonu ve demetilasyonu ile histon kuyruklar1 gevseyerek
transkripsiyon faktorlerinin ve diger proteinlerin DNA'ya erismesine izin verilir ve
genler agilir ya da histon kuyruklar: ile DNA ¢evrelenerek DNA'ya erisim kisitlanir ve
DNA'daki genler "kapali" hale gelir. Boylece niikleozomun 6zellikleri degisir ve diger

proteinlerle gergeklesen etkilesimler etkilenir (Whetstine, 2010).



Epigenetik ilaclar, AH ve kanser gibi dnemli saglik sorunlarin tedavisinde
yararli olabilir. Bu ve diger ilaglarin etkinligi ve giivenligi, farkli gen kiimelerinin
(patojenik, mekanik, metabolik, tasiyici, pleiotropik) dahil oldugu farmakogenetik
siirece de baglidir ¢linkli bu genlerin ¢ogu ayni zamanda epigenetik mekanizmanin

etkisi altinda c¢alisir (Cacabelos and Torrellas, 2015).

Alzheimer hastaliginda, translasyon sonrasit histon modifikasyonlarinin
etkiledigi diisiiniilen bir epigenetik baskilama veya gen ifadesinde genel bir diisiis
sergilendigi bir ¢ok ¢alismada 1spatlanmistir (Sananbenesi and Fischer, 2009; Graff et
al., 2012). Bu yiizden HDAC inhibitorleri artik AH hastalarinda cesitli etkiler gosteren
potansiyel terapotik hedefler olarak kabul edilmektedir (Xu et al., 2011; Esposito and
Sherr, 2019).

Su anda, Alzheimer hastaliginin gelisimini engelleyen 6nleyici veya iyilestirici
bir tedavi bulunmadigindan dolay: etkili tedavilerin yoklugunda, demans1 olan kisi
sayisinin 2050'ye kadar tahmini 130 milyona ulasacagi diisiiniilmektedir (Dubois et
al.,, 2014). Sonu¢ olarak, farmakoepigenetik c¢alismalarin ilag gelistirme ve
kisisellestirilmis tedavilere dahil edilmesi gerektigi diistiniilmektedir (Cacabelos and
Torrellas, 2015)

Bu bilgiler 1s1g1nda, bu ¢alismada Alzheimer modeli olusturulmus SH-SY5Y
hiicrelerinde histon metil transferazlarin molekiiler etkisini analiz etmek amaciyla

inhibitdr kimyasallar uygulanacak ve etkileri analiz edilecektir.


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnins.2019.00476/full#B101
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnins.2019.00476/full#B38
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnins.2019.00476/full#B38
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnins.2019.00476/full#F2
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnins.2019.00476/full#B122

2. GENEL BILGILER

Alzheimer hastaligi (AH), ndronal hiicre 6liimiiniin neden oldugu hafiza,
anlama, dil, dikkat, akil yiiriitme ve muhakeme gibi bilissel islevlerin kademeli ve

ilerleyici sekilde bozulmasina neden olan nérodejeneratif bir hastaliktir (Kumar et al.,
2022).

Adin1 1906'da hastalig ilk kez karakterize eden Alois Alzheimer'den almistir
(Hippius and Neundorfer, 2003). Demans, bilissel yeteneklerin giinlik yasam
aktivitelerini engelleyecek kadar ciddi bir bozulmay: tarif eden genel bir tabirdir.
Alzheimer hastalig1, genellikle 65 yas iistii kisilerde ortaya ¢ikan demans vakalarinin
en az % 66’sim1 olusturan en sik goriilen bunama tiiriidiir. Amerika Birlesik
Devletleri'ndeki 6liim nedenleri arasinda 6. siradadir. Alzheimer hastalig: tipik olarak
bir yaslilik hastaligi olmakla birlikte 65 yasindan Once baslangic gdstermesi
beklenmez ve Alzheimer hastalarinin ¢ok azinda (< %10) erken baslangigli Alzheimer
gortliir. Hastalardaki en sik goriilen bagvuru sebebi, uzun siireli bellegin nispi olarak

korundugu, segici ve kisa siireli son bellek kaybidir (Kumar et al., 2022).

Alzheimer hastaliginin belirtileri hastaligin evresine bagli olarak degisir ve
biligsel bozuklugun derecesine bagl olarak preklinik, hafif, orta ve ge¢ evre olarak
siiflandirilir. Erken agsamalarda kisa siireli hafiza kaybini problem ¢6zme, daginiklik,
muhakeme yeteneklerinde azalma ve motivasyon eksikligi takip eder ve bu
bozukluklar ilk evrelerde hafif seviyede olabilir fakat bu siireci konugmada bozukluk
ve gorsel uzamsal becerilerde bozulma izlemektedir. Cevreye karsi duyarsizlik, sosyal
izolasyon, noropsikiyatrik semptomlar gibi sorunlar orta ve ileri asamalarda ortaya
cikar. Hastalifin ge¢ donemlerinde Ogrenilmis motor gorevleri yerine getirmede
zorlanma, uyku bozukluklar1 ve koku alma islevlerinde bozulma, kaslarda istemsiz
hareketler ve parkinson bulgular1 ortaya ¢ikar ve hastaligin son donemlerinde idrar
kagirma ve bakicilara tam bagimlilik gézlenir (Zilberzwige and Gazit, 2018; Maccioni
et al., 2018; Tang et al., 2019). 65 yas ve istii insan niifusu diinya ¢apinda diger tiim
yas gruplarindan daha hizli artig gosterdigi i¢in AH prevalansi hizla artmaktadir
(Apostolova, 2016).



2.1.  Alzheimer Hastaligi Noropatolojisi

AH'da ortaya cikan iki tip noropatolojik degisiklik hastaligin ilerlemesi ve
semptomlart hakkinda kanit niteligindedir. ilki nérofibriler yumaklarin, amiloid
plaklarin, distrofik noritlerin, néropil liflerinin birikmesiyle karakterize edilen pozitif

lezyonlardir.

Digeri ise ndral, noropil ve sinaptik kayiplara bagl olarak gelisen atrofi ile
karakterize edilen negatif lezyonlar (Serrano-Pozo et al., 2011; Spires-Jones and
Hyman, 2014; Singh et al., 2016).

2.1.1. Norofibriler Yumaklar (NFT)

Norofibriler yumaklar (NFT) beyinde noronal sitoplazma ve siireglerde
¢oziinmeyen yanlis katlanmis ve hiperfosforile edilmis tau proteini birikintileridir.
Saglikli ndronlarda tau proteininde sadece ii¢ rezidii fosforile edilir, boylelikle tubulin
diizenegini mikrotiibiillere dontistiiriir. Tau, mikrotiibiillerle etkilesimi sayesinde hem
yapisal hem de dinamik bir role hizmet eder. Tau'nun hiperfosforilasyonu,
mikrotiibiillere baglanmasini 6nleyerek mikrotiibiillerin kararsiz hale gelmesine sebep
olur ve mikrotiibiiller parcalanir (Sekil 2.1). Dolayisiyla hem aksonal hiicre iskeleti
hem de aksonal tasima igin gerekli siire¢ler bozulur. Buna istinaden de néronal hiicre
Oliimii hizlanabilir. Mikrotiibiillerin bozulmasina ek olarak, hiperfosforile edilmis tau,
artik tiibiilini baglamayan NFT'ler olan ¢6ziinmez inkliizyonlar halinde kendi kendine
birikmeye baglar. Tau patolojisi AHnin erken bir 6zelligidir ve agregatlarin ortaya

cikmasi noronal kayipla iligkilidir (Sontheimer, 2015).
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Sekil 2.1. Tau’nun hiicreler igindeki mikrotiibiil stabilizasyonu
Kaynak: Brunden, K. et al., (2009)’dan uyarlanmistir.



2.1.2. Amiloid Plaklar (SP)

Amiloid plaklar (néritik plaklar, amiloid beta plaklart veya senil plaklar olarak
da bilinir), esas olarak beynin gri maddesinde bulunan farkli morfolojik formlara
sahip amiloid beta (Ap) proteininin hiicre dis1 birikintileridir (Cras et al.,1991; Purves
et al., 2012; Walker, 2020). Amiloid plaklardaki anormal noritler kivrimli, siklikla
sismis aksonlar ve dendritlerden (Sekil 2.2) olusur (Hyman et al., 1995).

-

Sekil 2.2. Amiloid plaklar1 (kahverengi) gosteren amiloid beta immiin boyama
Kaynak: URL-1

AP yanlis katlandiginda ve oligomerler ve  daha uzun polimerler halinde
biriktiginde plaklar olusur (Rohr et al., 2020). Alzheimer hastaliginin karakteristik
ozelliklerinden biri yaglanmanin bir sonucu olarak beyinde bu sekilde ¢ok sayida plak

ve norofibriler yumaklarin (Sekil 2.3) olusmasidir (Ballard et al., 2011).


https://en.wikipedia.org/wiki/Amyloid_beta
https://en.wikipedia.org/wiki/Protein
https://en.wikipedia.org/wiki/Extracellular
https://en.wikipedia.org/wiki/Misfold
https://en.wikipedia.org/wiki/Oligomers
https://en.wikipedia.org/wiki/Polymers
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Sekil 2.3. (a) Saglikli ve (b) Alzheimer hastaligi’na (AH) sahip bireylerin beyin
fizyolojik yapist ve noronlari

Kaynak: Breijyeh, Z. and Karaman, R., (2020)’den uyarlanmustir.

AP simdiye kadar incelenen tiim omurgalilarda bulunmakla birlikte molekiiler
dizisi yiiksek derecede korunmus bir proteindir. Bu 6zellikler Ap’nin beyin i¢in faydal
olan islevlerin kanitlartyla desteklenmistir. AB'nin viicudu enfeksiyonlardan korumak,
kan-beyin bariyerindeki sizintilari onarmak, yaralanma sonucu iyilesmeyi
desteklemek ve sinaptik islevi diizenlemek gibi birgok gorevi vardir. AfB'nin hiicresel
tretiminin fizyolojik bir tehdide yanit olarak hizla arttigim1 ve genellikle iyilesme
izerine azaldigini gosteren in-vitro ve in-vivo ¢alismalar mevcuttur (Brothers et al.,
2018).

2.2.2.1. Hiicrelerde Amiloid Beta Uretimi

Amiloid beta (AB), AP-Oncii protein (APP) adindaki daha uzun bir ana
proteinin iglenmesi ile salinan, ¢ogunlukla 40 veya 42 amino asit uzunlugunda (Gu
and Guo, 2013) kiigiik bir proteindir (Selkoe, 1999). APP viicuttaki birgok hiicre tipi
tarafindan tiretilmekle birlikte 6zellikle néronlarda bol miktarda bulunur (Haass et al.,
2012).


https://en.wikipedia.org/wiki/Amyloid-beta_precursor_protein
https://en.wikipedia.org/wiki/Neuron

B-amiloid Oncii proteininden (APP) B- ve vy-sekretaz enzim aktiviteleri
tarafindan sirali boliinmeler yoluyla 38 ila 43 amino asitli bir peptit olan A tiretilir
(Fahrenholz et al., 2000; Asai et al.,, 2003; Tanabe et al., 2007). APP'nin AP

segmentinin bir kismi1 zarin iginde bir kismi da zarin disindadir (Haass et al., 2012).

Baska bir APP isleme enzimi olan a-sekretaz icin kesim bolgesi, AP dizisi
iginde yer alir ve bu nedenle AP olusumu engellenir. a veya B-sekretaz yoluyla iiretilen
amino terminal fragmani, sirasiyla ¢6ziiniir APP (Soluble APP-sAPP) a veya [ olarak
adlandirilir. o ve B-sekretaz tarafindan tiretilen karboksiterminal fragmanlar1 (CTF)
sirastyla CTF83 ve CTF99 olarak adlandirilir. CTF83 ve CTF99'un y-Secretase ile
boliinmesi, sirasiyla p3 ve AB'nin olusmasi ile birlikte AICD (amino-terminal APP
intracellular domain) tiretilmesine (Sekil 2.4) neden olur (Fahrenholz et al., 2000; Asai
et al., 2003; Tanabe et al., 2007).
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Sekil 2.4. Amiloid 6ncii proteininin (APP) proteolitik islenmesi ve AP biyogenezi
Kaynak: Sun, X., (2015)

APP'nin hiicre i¢i alan1 olarak AICD'nin 6nemli bir islevi, APP'in, hiicre i¢i
trafigini ve/veya sinyal iletim islevini diizenleyen cesitli sitozolik faktorlerle
etkilesimini kolaylastirmak ve BACE1L, p53, EGFR gibi bir ¢ok genin ekspresyonunu
diizenlemek tizere bir transkripsiyon faktorii gibi ¢alismaktir. Bu nedenle, APP
metabolizmasini ve iglenme siirecini anlamak AH terapdétikleri i¢in 6nem tasir
(Tamayev et al., 2009). Normal fizyolojik kosullarda ¢6ziiniir bir formda bulunan A,
beynin hiicre dis1 bosluguna salgilandiktan sonra beyin omurilik sivist (BOS) ve

vaskiiler sistem tarafindan temizlenir (Ida et al., 1996; Mo et al., 2015).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2889200/#R16
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2889200/#R2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2889200/#R95
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2889200/#R16
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2889200/#R2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2889200/#R2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2889200/#R95

Fakat yapilan ¢alismalarda AP’ nin oligomerleserek plaklar halinde kiimelenip
coziinmeyen formlar olusturdugunda beyin hiicreleri i¢in toksik oldugu gosterilmistir.
Buna istinaden AP, AH’da "toksik bir fonksiyon kazanci" sergiledigi i¢in terapotik
miidahale acisindan mantikli hedef haline geldigi diislincesi artarak devam etmektedir

(Masters and Selkoe, 2012).

2.3.  Alzheimer Hastahg ile iliskili Genler

AH'nin etiyolojisi net olmamakla birlikte bir kisinin AH gelistirme riskini
belirlemede genetik faktorlerin 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir. Yapilan ikiz ve
aile  c¢alismalar1  AH'nin  genetik  temelli  bir  hastalik  oldugunu
dogrulamaktadir. Yapilan ¢alismalar ile AH ile iliskili APP ve PSEN gibi genlerdeki
baskin mutasyonlar ve diger genlerle olan etkilesimler 6nem kazanmaktadir

(Khanahmadi, 2015).

2.3.1. APP (Amyloid-beta precursor protein)

AH’da meydana gelen B-amiloidden (A) olusan hiicre dis1 noritik plaklar, 3-
amiloid 6ncii proteininin (APP) proteolitik islenmesiyle iretilir (Tcw and Goate.,
2017). Amiloid-beta oncii proteini (APP), bircok dokuda eksprese edilen ve néronlarin
sinapslarinda yogunlasan bir integral membran proteinidir. Bir hiicre ylizeyi reseptorii
olarak islev gormesiyle birlikte (Deyts et al., 2016) antimikrobiyal aktivitenin (Moir
et al., 2018) ve demir ¢ikiginin diizenleyicisi olarak gorev yapar (Duce et al., 2010).

Insanlarda 21. Kromozom iizerinde bulunur ve kromozomal anomalilerinden
kaynaklanan yiiksek APP ekspresyonu, artmis AP birikimine ve karakteristik AH
noropatolojisine yol agar. APP genindeki mutasyonlar, AH vakalarmin bir kismini
aciklasa da, APP'nin duplikasyonu ve yanlis anlamli mutasyonlar dahil olmak {izere
bu mutasyonlar AP olusumunu dogrudan etkileyerek AH patolojisinde 6nemli bir yer
tutar (Tcw and Goate., 2017).

2.3.2. BACE 1 (Beta-secretase 1)

APP isleme mekanizmasinda gorev alan beyindeki major B-sekretaz BACE1
(Vassar et al., 1999) periferik sinir hiicrelerinde miyelin kiliflarinin olusumunda

onemli olan bir aspartik asit proteazidir (Willem et al., 2006).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2889200/#R101

Kromozom 11'de bulunan ve 501 amino asitlik bir proteini kodlayan BACE1'in
(Webb and Murphy, 2012) AH’da terapétik bir hedef olup olamayacagi bir dizi
calisma ile arastirilmistir. BACEL nakavt farelerin (BACEL genine sahip olmayan
fareler) higbir B-sekretaz aktivitesi gostermedigi ve bu nedenle vahsi tip kontrollere
kiyasla beyinde AP (AB40 ve AP42) iretiminin neredeyse tamamen ortadan
kaldirildig1 goriilmustiir (Laird et al., 2005).

Ayrica gesitli calismalarla, BACEL proteini ve aktivite seviyelerinin, AH'dan
etkilenen beyin bolgelerinde yiikseldigi gosterilmistir (Yang et al., 2003; Johnston et
al., 2005). Bu sonuglar birlikte degerlendirildiginde, BACE1'in AH igin iyi bir
terapotik hedef oldugu anlagilmaktadir.

BACEI, AP olusumundaki vazgecilmez rolii ile birlikte, BACE1 ayrica bir
housekeeping enzimi olarak iglev goriir ve ndéronal dokunun diizgiin isleyisinden
sorumlu olan diger bir¢ok proteinin islenmesinde gérev alir. Bu nedenle, BACE1
proteininin enzimatik aktivitesini tamamen ortadan kaldirmak istenmeyen yan etkilere
neden olabilir (Das and Yan, 2017).

Teorik olarak bu enzimi bloke eden ilaglar (BACE inhibitorleri) beta-amiloid
olusumunu Onleyebilir (amiloid hipotezine gore) ve Alzheimer hastaligini

yavaslatmaya veya durdurmaya yardime1 olabilir.

2.3.3. PSENL1 (Presenilin-1)

Presenilin-1 (PSEN-1), insanlarda 14. Kromozomda bulunan (Saunders., 2001)
PSENI1 geni tarafindan kodlanan bir presenilin proteinidir (Schellenberg et al., 1992).

Presenilin-1, amiloid-beta oncii proteininden (APP) amiloid beta (AP)

olusumunda 6nemli bir rol oynadigi diislinlilen gama (y ) sekretaz kompleksindeki dort

¢ekirdek proteinden biridir (Wolfe, 2008).

PSEN1, ozellikle amiloid oncii proteini (APP) ve Notch dahil olmak {izere
birgok tip 1 transmembran proteinini pargalayan bir intramembrandz proteaz olan y-
sekretazin katalitik alt birimi olarak islev goriir. Bu 6zelliginden dolay1 Presenilin-1'i
kodlayan PSEN1 geninde meydana gelen mutasyonlar, ailesel Alzheimer hastaliginin
(FAD) en yaygin nedenidir.. B-sekretaz ile 6nceki boliinmenin ardindan, APP'nin y-
sekretaz tarafindan islenmesi, degisen uzunluklarda B-amiloid (AP) peptitlerinin

tiretilmesiyle sonuglanir (Kelleher and Shen, 2017).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2889200/#R111

Presenilin hipotezine (sekil 2.5) gore meydana gelen demans tablosu,
PSEN'lerin yetigkin serebral kortekste segici olarak inaktive edildigi kosullu nakavt
farelerle ilgili ¢alismalarla desteklenmistir (Saura et al., 2004). Bu fareler, sinaptik
kayip, noronal hiicre 6limii, ve tau hiperfosforilasyonu dahil olmak {iizere AH
noropatolojisinin ayirt edici 6zellikleri ile karakterize edilen yasa bagli, progresif
norodejenerasyon gelistirmistir. Bu kosullu mutant farelerde, PSEN ifadesinin

etkisizlestirilmesi ile ndrodejenerasyon belirgin hale gelmistir.

Presenilin Mutasyonlari  APP mutasyonlan

* Artrmug AP

Azalmis presenilin fonksiyonu afessccsce

v

Sinaptik disfonksiyon ve degismis
sinyallesme (NMDAR, CRE-Gen
Ekspresyonu

(IR R R RN NN ERYEN]

A

Morodejenerasyon, Gliozis, Tau
hiperfosforilasyonu

v

Demans

Sekil 2.5. Presenilin hipotezi

Kaynak: Shen, J. and Kelleher, R., (2007)’den uyarlanmustir.

APB42 iiretimi, PSEN ve y-sekretaz aktivitesinin kismi kaybiyla arttigindan,
AP42 aracili inhibisyon, PSEN fonksiyonunun giderek daha fazla bozulmasina yol
acan bir kisir dongii yaratabilir (Shen and Kelleher, 2007).

2.3.4. GSAP (Gama Sekretaz Aktive Edici Protein)

Gama Sekretaz (y-Secretase) aktive edici protein (GSAP), y-sekretaz
aktivitesinin ve 0Ozgiilliigliniin diizenlenmesinde, amiloid Oncii protein (APP)
boliinmesi sirasinda segici sekilde modiilasyon saglayarak dnemli bir rol oynar. GSAP
seviyesinin devamli olarak diismesi, hiicrelerde amiloid-p (AB) olusumunu azaltir (He

etal., 2010; Hussain et al., 2013; Wong et al., 2019).
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Yapilan ¢alismalarda GSAP'nin genetik yikimi  veya farmakolojik
inhibisyonunun, AH fare modellerinde amiloid plak birikimini ve tau fosforilasyonunu
azalttig1 gosterilmistir (He et al., 2010; Chu et al., 2014; Chu et al., 2015).

AH fare modellerinde gbzlemlenen artmis GSAP seviyelerine ek olarak (Chu
et al., 2015), baz1 galismalarda Alzheimer hastalarinin 6liim sonrasi beyinlerinde
GSAP diizeylerinin 6nemli 6l¢iide arttigini gosterilmistir (Satoh et al., 2012; Chu et
al., 2015; Perez et al., 2017). Yapilan ¢alismalarda GSAP lokusundaki ve promotor
bolgesindeki tek niikleotid polimorfizmleri (SNP'ler) de tanimlanmis ve artan AH riski
ile iligkili olan yiiksek GSAP ekspresyonu ile iligkili bir allel i¢erdigi gosterilmistir
(Floudas et al., 2014; Zhu et al., 2014). Bu ¢alismalar 1s18inda GSAP’in AH’da -
sekretaz aktivitesini ve APP islenmesini aktive etmedeki rolii disinda, GSAP'a bagh
diger biyolojik yollar hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Dolayisiyla GSAP, AH
tedavisi i¢in potansiyel bir terapotik hedef olmaktadir (He et al., 2010).

2.3.5. BDNF (Beyin Tiirevli Norotrofik Faktor)

Beyin tiirevli norotrofik faktorler (BDNF'ler), 11. Kromozomda bulunan
(Cattaneo et al.,2016), fizyolojik kosullarda 6grenme ve hafizada sinaptik plastisitenin
korunmasinda, noronal gelisim ve hayatta kalmada 6nemli bir rol oynayan biiyiime
faktoriidir. BDNF seviyesinin diismesi AP birikimi, tau fosforilasyonu,
noroinflamasyon ve ndronal apoptoz ile baglantili oldugu i¢in BDNF,
norodejenerasyonun ilerlemesini yavaslatabilir ve AH miidahalesi i¢in umut verici bir
strateji olarak hizmet edebilir. Artan kanitlar, BDNF sinyalinin, AH’da A birikiminin
asag1 akis yolagin1 modiile etmede kritik bir rol oynadigini da géstermektedir. Hastalik
ilerledikge, Alzheimer hastalarinin beyin (Peng et al.,2005), kan (Ng et al., 2019) ve
beyin omurilik sivisindaki (Forlenza et al.,2015) BDNF seviyelerinde azalma goriiliir.
Bu yilizden BDNF, AH i¢in potansiyel bir tanisal biyobelirte¢ ve terapotik bir molekiil
olarak ilgi ¢gekmektedir (Gao et al., 2022).

2.4.  Alzheimer Hastahi@inin Teshisi

Hastanin sikayeteri ve tibbi dykiisiine istinaden AH oldugundan siiphelenilen
bir hasta i¢in ndrolojik muayene, ndronlar i¢in manyetik rezonans goriintiileme (MRI),
B12 vitamini gibi laboratuvar incelemeleri ve diger testler yapilir (Schachter and
Davis, 2000).
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Alzheimer hastaliginin kesin tanist i¢in O6liim sonrast beyin dokusunun
degerlendirilmesi gerekir ancak beyin omurilik sivisi (BOS) ve pozitron emisyon
tomografisi (PET) biyobelirtecleri birka¢ klinik kriterle birlestiginde canli hastalarda

tan1 konulmasina yardimci olabilir (Budson and Solomon, 2012).

Invaziv olmayan tanisal gériintiilemelerin gelismesiyle son zamanlarda AH’da
tanisal dogrulugu artiran bir test ortaya ¢ikt1 (Clark et al., 2012). Hastalara radyoaktif
olarak isaretlenmis bir ajanin enjeksiyonundan sonra, plaklarda biriken amiloid-p (AB)
peptitlerin goriintiilenmesini saglayan 06zel bir PET taramasi yapilir. 2012'de bu
yontem kullanilarak %96'ya varan duyarlilik ve %100 6zgiilliikkle AH dogru bir sekilde
teshis edilebilmistir. Bu sonuglar daha sonra otopsi ile kanitlanmistir (Saint-Aubert et
al., 2013).

2.5.  Alzheimer HastaliZinin Nedenleri ve Risk Faktorleri

AH, artan yas, kafa travmalari, damar hastaliklari, enfeksiyonlar, genetik ve
cevresel faktorler (agir metaller, eser metaller ve digerleri) gibi birkag risk faktori ile
iligkili bir hastalik olarak kabul edilmesine ragmen Alzheimer hastaligindaki patolojik
degisikliklerin (AP, NFT'ler ve sinaptik kayip) altinda yatan neden hala
bilinmemektedir (Breijyeh and Karaman, 2020).

AH'nin nedeni olarak birkag hipotez 6nerilmis ancak kolinerjik fonksiyondaki
bir bozuklugun AH ig¢in kritik bir risk faktorii oldugu goriisii ile amiloid B-protein
tiretimindeki degisiklik ve islenme siirecinin ana baslatici faktor oldugu goriisii iki ana

neden olarak kabul ediliyor (Anand and Singh, 2013; Armstrong, 2019).

2.6.  Alzheimer Hastah@inda Epigenetik Modifikasyonlar

AH, semptomlar1 iyi bilinmesine ragmen, patogenezi bilinmeyen ve karmagik

patolojik belirtileri olan nérodejeneratif bir hastaliktir (Gao et al., 2022).

Bu sebeple su anda AH'n1 tedavi etmek i¢in bilinen bir tedavi yoktur. Bununla
birlikte son bulgular, epigenetik modifikasyonlarin gen ekspresyonunun diizenlenme
stirecinde en temel etken oldugunu gostermektedir (Kosik et al., 2012). Boylelikle
epigenetigin AH’da biiyiik bir rol oynayabilecegi goriilityor. Bu nedenle, AH'daki
epigenetik modifikasyonlarin bozukluklarini daha iyi anlayarak hastaligi tedavi etmek

icin potansiyel yeni tedaviler tasarlanabilecegi diisiiniilmektedir.
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Epigenetik, gergek DNA sekansindaki degisikliklerden kaynaklanmayan fakat
kromatinin modifikasyonu sonucu meydana gelen fenotipik degisikliklerin
incelenmesi olarak tanimlanir (Dupont et al., 2009). Epigenetigi anlamak i¢in
DNA'nim hiicre ¢ekirdegi iginde nasil paketlendigini bilmek gerekir. Okaryotik bir
organizmanin genomu, ¢ekirdek i¢inde depolanmasi gereken ¢ok fazla genetik bilgi
icerdigi i¢in (Kornberg, 1974; Peterson and Laniel, 2004) bu uzun DNA
molekiillerinin boyutu oldukg¢a genistir ve hiicre ¢ekirdegine sigabilmeleri igin sirali
yapilar halinde paketlenmeleri gerekir. Bunun i¢cin DNA, niikleozom adi verilen
yapisal birimi olusturan histon proteinlerinin etrafina sarilir (Cairns, 2009). Histon
proteinlerinin belirli bolgeleri (Sekil 2.6) gen ekspresyonu ve regiilasyonu i¢in son

derece 6nemlidir (Clapier and Cairns, 2009).

Transkripsiyon Faktorleri Transkripsiyon Faktorleri

Sekil 2.6. Genlerin aktivasyonuna ve deaktivasyonuna katkida bulunan histon
baglantilar1 ve epigenetik degiskenler.

Kaynak: Esposito, M. and Sherr, G. L., (2019)’dan uyarlanmustir.

2.6.1. Asetilasyon ve Deasetilasyon

Histon asetilazlar (HAT), histon kuyruklarmin lizin kalintilar1 {izerinde
asetilasyon gergeklestirerek histon kuyruklarini nétralize eden ve histon proteinlerini

kovalent olarak modifiye eden enzimlerdir (Marmorstein, 2001; Roth et al., 2001).

Asetilasyon, genellikle transkripsiyonel aktivasyon ile sonuglanan bir histon
modifikasyonudur. Histon deasetilazlar veya HDAC'ler ise lizin kalintilarini
deasetilleyerek histon proteinlerini kovalent olarak degistiren baska bir enzim
grubudur. Bu nedenle, histon kuyruklarmi dogrudan yiiklii durumlarina geri
dondiirdiiklerinden, kromatin yogunlasmasi ve dolayisiyla gen baskilanmasi ile

iliskilidirler (Pazin ve Kadonaga, 1997).
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2.6.2. DNA ve Histon Metilasyonu

DNA metilasyonu, DNA yapisina metil gruplarinin eklendigi epigenetik bir
degisimdir. Metilasyon hem sitozin hem de adenin bazlarinda meydana gelebilir
(Esposito and Sherr, 2019). Sitozin metilasyonu, CpG diniikleotitleri denilen DNA
sarmalinda guanin bazlarindan hemen 6nce gelen sitozin bazlarina, metil gruplarinin
eklenmesini igerir (Bird, 1986). Son arastirmalar, uzun siireli bellekte DNA
metilasyonunun 6nemine deginerek AH ile potansiyel iliskisinin ¢ok 6nemli oldugunu

gostermistir (Miller and Sweatt, 2007; Day and Sweatt, 2010).

Histon metiltransferazlar veya HMT'ler, hem gen aktivasyonu hem de
baskilamasi ile iligskilendirilen H3 ve H4 histonlarinin histon kuyruklari tizerindeki
lizin veya arginin kalintilarin1 metilleyen enzimlerdir. HMT'ler metilledikleri
kalintilara gore 2 aile olarak kategorize edilirler: Birinci grup, histon lizin
metiltransferazlar, ikinci grup, argininin metillenmesinden sorumlu olan protein
arginin metiltransferazlardan olusur (Wood and Shilatifard, 2004). Histon lizin
metiltransferazlar (KMT'ler), S' adenosilmetiyoninin metil grubunu histon
kuyruklarinda ve ¢ekirdek histonlarindaki lizinin amino grubuna transferini katalize
eden enzimlerdir. Alzheimer gibi hastaliklarin tedavisinde terapdtik potansiyele sahip
spesifik inhibitorleri tasarlayabilmek i¢in KMT katalizinin kimyasal temelini anlamak
onemlidir (Al Temimi et al., 2019).

En ¢ok ¢alisilan histon modifikasyonlarindan ikisi, gen ekspresyonu ile iligkili
histon 3'iin 4. pozisyonundaki lizinin tri-metilasyonu (H3K4me3) ile (Santos-Rosa et
al., 2002) baskilama ile iligkili histon 3'lin 27 pozisyonlarindaki lizinin tri-metilasyonu
(H3K27me3)’dur (Ferrari et al., 2014).

Genlerin birinci eksonu olan promotor metilasyonlari c¢ogunlukla gen
susturulmasina yol agarak gen ekspresyonu ile ters orantili olurken (Brenet et al.,
2011) genin birinci ekzonu gegen bolgesi olarak kabul edilen gen govdesinde
meydana gelen metilasyonlar, farkli hiicre tiplerinde degisiklik gostermekle birlikte
transkripsiyon ile pozitif iligkili olabilir (Moore et al., 2013).

Histonlar1 kovalent olarak degistiren yukaridaki ii¢ epigenetik mekanizma
haricinde kromatin yeniden modelleme kompleksleri, tamamen kendilerine ait bir

kategoriye ait olan enzimlerdir.

14


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnins.2019.00476/full#B7
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnins.2019.00476/full#B71
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnins.2019.00476/full#B26
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnins.2019.00476/full#B119
https://www.nature.com/articles/npp2012112#ref-CR20
https://www.nature.com/articles/npp2012112#ref-CR20

Bu enzim kompleksleri, niikkleozomu yeniden konumlandirmak ve DNA ile
histon proteinleri arasindaki baglantilar1 modifiye ederek kromatin yapisinin
dinamiklerini degistirmek i¢in ATP'yi kullanir (Tsukiyama et al., 1999) ve bu siireg,
niikleozom kaymasi, nilikleozomun yeniden konumlandirilmas: gibi cesitli
mekanizmalar araciligiyla gergeklestirilir (Fazzio and Tsukiyama, 2003; Mohrmann
and Verrijzer, 2005; Cairns, 2007; 2009; Clapier and Cairns, 2009).

Bilinen tiim epigenetik diizenleme mekanizmalarindan en kapsamli olarak
incelenen ve en iyi anlasilan mekanizma DNA metilasyonudur (Anderson et al., 2012).
AH’da BDNF gibi gelisimsel genlerin hipermetilasyonu gozlenirken (Esposito and
Sherr, 2019) amiloid plaklarinin daha yiiksek seviyelere ulasmasi ve ndropatolojiye

neden olan APP’nin hipometilasyonu da gozlenir (Gasparoni et al., 2018).

2.7. Alzheimer Hastalig1 Tedavisinde Umut Verici Epigenetik Terapotikler

Son on yilda, ndrolojik hastaliklarin tedavisi i¢in tasarlanan en umut verici
epigenetik ilaglar (sekil 2.7) HDAC inhibitorleri (HDACI) ve Histon/DNA-
demetilasyon ajanlaridir (Bufill et al., 2020).

HDACi
Diiser
BONF
Beta-Amyloid MINT2
Phosphorylated Tau FE6S
Tau acetylation SIRT1
P-secretase cleavages REST
LTP deficits ABCA7
Microghal-mediated immune BIN1
responses (inflammation etc) a-secretase cleavages
APP trafficking
Recognition and spatial memory
Yukselir

Sekil 2.7. AH fare modellerinde gozlemlenen HDAC inhibitorii tedavilerinin umut
verici yararli sonuglari

Kaynak: Esposito, M. and Sherr G. L., (2019)’dan uyarlanmustir.
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2.7.1. Azacitidine (AZA)

Azasitidin, disik dozlarda, DNA metiltransferazi inhibe ederek, DNA'nin
hipometilasyonuna neden olan (Miiller and Florek, 2010) DNA ve RNA'da bulunan
niikleosid sitidinin kimyasal bir analogudur (Sekil 2.8).

5-aza-2'-deoksisitidin bir deoksiriboniikleosit oldugundan yalnizca DNA'ya
dahil olabilir. Bu 6zelligi ile DNA sentezini 6nleyen ve ardindan sitotoksisiteye yol
acan DNA metiltransferazlar tarafindan substrat olarak taninir ve kovalent baglanma
gerceklesir. Bunun sonucunda DNA metiltransferaz fonksiyonu bloke olur. Kovalent
protein eklentisi ayrica DNA'nin islevselligini bozarak DNA hasar sinyalini tetikler ve

DNA metiltransferazlarinin bozunmasina neden olur.

Sonug olarak, DNA replikasyonu sirasinda metilasyon isaretleri kaybolur

(Stresemann and Lyko, 2008; Navada et al., 2014).

Sekil 2.8. Azacitidine Molekiil Yapisi

Kaynak: URL-2

Bu 6zelliklerinden dolay1r AH risk genlerinin metilasyonunu modiile edebilen
Azacitidine gibi DNA Metil Transferaz (DNMT) inhibitorleri, DNA metilasyonunu
degistirebilir, boylece gocii ve farklilasmay1 bozabilir (Singh et al., 2009).


https://en.wikipedia.org/wiki/RNA
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2.7.2. Deazaneplanocin A (DZNep)

3-Deazaneplanocin A (DZNep, C-c3Ado), hem bir S-adenosilhomosistein
hidrolaz inhibitérii (Fiskus et al., 2009) hem de bir lizin metiltransferaz inhibitori
olarak islev goren bir kimyasaldir (Sekil 2.9). DZNep'in hedeflerinden biri
metiltransferaz EZH2 (KMT6)’dir (Gray, 2012).

Sekil 2.9. Deazaneplanocin A (DZNep) Molekiil Yapisi

Kaynak: URL-3

Yapilan c¢alismalarda 3-deazaneplanocin A'nin (DZNep), kanser hiicrelerinde
susturulmus genleri yeniden aktive etmenin yani sira, histon H3 iizerindeki lizin 27'nin
(H3K27me3) ve histon H4 flizerindeki lizin 20'nin trimetilasyonunu (H4K20me3)
secici olarak inhibe ettigi bildirildi. Bu bulgu, histon metilasyonunun farmakolojik
inhibisyonuna kap1 agmasi sebebiyle DZNep’in etki mekanizmas1 kanser ve AH gibi
hastalik siireclerinde arastirillmaya devam etmektedir (Miranda et. al., 2009).

Karaciger hastaliklartyla ilgili epigenetik ¢caligmalar da ilag gelistirme iizerinde
baz1 énemli etkiler ortaya koymustur (Mann, 2014). Ornegin, DNMT]1 inhibitdrii 5-
azadeoksisitidin (5-AzadC) ve EZH2 inhibitorii 3-deazaneplanocin A (dZNep), hepatit
stellat hiicre (HSC) aktivasyonunu inhibe eden gii¢lii molekiillerdir (Mann et al.,
2010).
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2.7.3. SGC 0946

Histon metiltransferaz inhibitorlerinden SGC 0946 (Cacabelos and Torrellas,
2015) histon metiltransferazlar/HMT lar i¢in giiglii segici 6zellik gostererek histon
H3K79 metiltransferaz DOT1L'yi in-vitro inhibe eder (Sekil 2.10).

Birgok Okaryotik genomda korunmus bir epigenetik isaret olan metile edilmis
H3K79 (Histon 3 Lizin 79), yaslanma siireci boyunca asamali olarak artar, bu da
DOTL1L'nin yasamsal bir Saat olarak islev gorebilecegini diistindiiriir (Soria-Valles et.
al., 2015). Protein metiltransferazlarin bu segici inhibisyonu, Alzheimer gibi yaslanma
ile ortaya ¢ikan hastaliklar i¢in ila¢ kesfi adina yapilan ¢aligmalarda umut verici yeni
bir yaklagimdir (Yu et al., 2012).
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o
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Sekil 2.10. SGC 0946 Molekiil Yapisi

Kaynak: URL-4
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3. GEREC VE YONTEM

Yapilan tez ¢alismas1 Hali¢ Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Molekiiler

Biyoloji ve Genetik Boliimii laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir.

3.1. Materyal

Tez ¢alismasi i¢in kullanilan sarf malzemelerin tamamu steril tek kullanimlik,

malzemeler olup, islemler steril laminar akis kabini i¢erisinde ger¢eklestirilmistir.

3.1.1. Calismada Kullanilan Ornekler

Calismada kullanilan SH-SY5Y noroblastoma hiicre hatt1 Hali¢ Universitesi

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali’ndan temin edilmistir.

3.1.2. Kimyasal Malzemeler

Calismada kullanilan kimyasal malzemeler Tablo 3.1’de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Kimyasal Malzemeler

Dulbecco's Modified Eagle | Thermo Fisher Scientific | Hiicre kiiltiirii

Medium (DMEM) Kat# 31885-023

Penicilin-Streptomicin Thermo Fisher Scientific | Hiicre kiiltiiri
Kat# 15140122

Fetal Bovine Serum (FBS) Thermo Fisher Scientific | Hiicre kiiltiiri

Kat# 16000044

Phosphate-buffered saline | Thermo Fisher Scientific | Hiicre kiiltiirii
FES) Kat# 70013065

Tripsin Thermo Fisher Scientific | Hiicre kiiltiiri
Kat# 25300062
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Tablo 3.1. (Devam) Kimyasallar

5-Azacytidine Tocris Kat# 3842 Kimyasal
Uygulamasi

3-Deazaneplanocin A Tocris Kat# 4703 Kimyasal
hydrochloride Uygulamasi

Ethanol (Molecular Biology Sigma-Aldrich RNA izolasyonu
Grade 299,8) Kat# 51976
Oligoniikleotit (Primerler) Sentromer DNA Gergek-Zamanl
Teknolojileri =
MTT Thermo Fisher Canlilik Testi
Scientific
Kat# M6494
Absolute Ethanol Tekkim Genel
Kat # TK.200650
Niikleaz free su Sigma Aldrich RNA izolasyonu
Kat# W4502
Non-essential amoniacid Thermo Fisher Hiicre Kiiltiirti
(NEAA) Scientific
Kat# 11140050
Dimethyl Sulfoxide (DMSO) Sigma-Aldrich Hiicre kiiltiirti

Kat# D2650-100ML

Ap42 Protein

Sigma-Aldrich
Kat# A9810-1MG

Hiicre kultiru

SGC 0946

Tocris Kat# 4541

Kimyasal

Uygulamasi
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3.1.3. Cihazlar

Aragtirma sirasinda ¢alismalarin yapildigi cihazlar Tablo 3.2°de gosterilmistir.

Tablo 3.2. Cihazlar

Laminar Akish Kabin

Faster SafeFast Classic

Hiicre Kiltiiri

Tek ve ¢ok kanallh mikropipetler

Thermo Fisher Scientific

Hiicre Kiiltiirt

Finnpipette™ F2
S1 Pipetor Thermo Fisher Scientific | Hiicre Kiiltira
SafeVac Vacuum Aspirator SCILOGEX Hiicre Kiiltiiri
CO: Inkiibaktorii Memmert Hiicre Kiiltiirii
Su banyosu Memmert Hiicre Kiiltiirii
AXIO invert Vert.A1 mikroskop Zeiss Hiicre Kiiltiiri
CK40 151k mikroskobu Olimpus Hiicre Kiltiirti
-80°C Dondurucu Hoover Genel
Distile Su Cihazi Thermo Fisher Scientific Genel
Real-Time PCR BioRad CFX PZR reaksiyonlari
ConnectTM
Minisipin Thermo Fisher Scientific| RNA izolasyonu
Vorteks Heidolph Reax top [ RNA izolasyonu

Mikroplaka Okuyucu

Thermo Fisher Scientific

RNA izolasyonu,

MultiSkanTM GO  [ELISA ve MTT
uDrop
Buz Cihazi Scotsman RNA izolasyonu
Otoklav (Dik Tip) BES Sterilizasyon
Thermal Cycler Biorad cDNA sentezi

21




3.1.4. Sarf Malzemeler

Calisma sirasinda kullanilan sarf malzemeler Tablo 3.3°te gdsterilmistir.

Tablo 3.3. Sarf Malzemeler

10 cm petri kabi Corning Hiicre Kiiltiiri
Kat# 430167
Hiicre kiiltiirii plakalar (6 Corning Hiicre Kiiltiiri
kuyucuklu) Kat# 3516
Hiicre Kiiltiirii plakalar: (96 Corning Hiicre Kiiltiirii
kuyucuklu) Kat# 3596
Kriyotiip (2ml) Corning Hiicre Kiiltiirt
Kat# 430659
Pastor pipet (Cam) Marienfeld Hiicre Kiiltiiri
Kat# 3233049
Serolojik pipet (5ml, 10ml, 25ml, Corning Hiicre Kiiltiirii
50ml) Kat# 4487,4488, 4489,
4490
Stericup vakum filtrasyon Millipore Hiicre Kiiltiirt
sistemi Kat# S2HVUO2RE
Thoma lam Marienfeld Hiicre Kiiltiirti
Kat# 0640011
Yapistirma Filmi Thermo PZR
Kat# AB0558 Reaksiyonlari
PCR Strip Tiipleri Axygen PZR
Kat# AB1191 Reaksiyonlari
10 ul Filtresiz Pipet ucu Axygen Hiicre Kiiltiirii
Kat# TXL-10-R-S
200 pl Filtresiz Pipet ucu Axygen Hiicre Kiiltiirii
Kat# T-200-Y-R-S
1000 pl Filtresiz Pipet ucu Axygen Hiicre Kiiltiirii
Kat# T-1000-B-R-S
Mikrosantrifiij Tipleri (1,5 ml) Axygen Hiicre Kiiltiirii
Kat# MCT-150-C
Filtre (0,2 pm, 0,45pm) Corning Hiicre Kiiltiirii
Kat# 431224, 431231
PCR tiipii (0.2ml) Axygen Genel
Kat# PCR-02-C
Santrifiij Tiipleri (15ml, 50ml) Corning Genel
Kat# 352096, 352070
Eldiven Beybi Genel
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3.1.5. Kitler
Aragtirma sirasinda kullanilan kitler Tablo 3.4’te gosterilmistir.

Tablo 3.4. Kullanilan Kitler

Quick RNA Miniprep Zymoresearch RNA izolasyonu
Kat# R1055

SensiFAST SYBR® No-ROX Kit Bioline Gergcek Zamanli PZR
Kat# BI0-98020

3.1.6. Hiicre Kiiltirii Ortamlar:

SH-SY5Y hiicre kiiltiiri ¢alismalart %10 FBS, %1 NEAA ve %1 penisilin-
streptomisin iceren besiyerinde (DMEM) gergeklestirildi.

3.1.7. Oligoniikleotidler (Primerler)

GZ-PZR ile ifade seviyelerinin referans gen (housekeeping gen) ile
karsilagtirmali olglimlerini gergeklestirmek igin kullanilan genlerin primer dizileri

Tablo 3.5’te gosterilmistir.
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Tablo 3.5. GZ-PZR’da kullanilan genler ve baz dizileri

fleri Primer: GGC CCT GGA GAA CTA CAT CA
APP Geri Primer: AAT CAC ACG GAG GTG TGT CA

ileri Primer: GAC GGT CAC AGT CCT TGA A
BDNF Geri Primer: GCC AGC CAA TTC TCT TTT TG

Ileri Primer: GGT AAA GCC TCA GCA ACA GC
PSEN1 Geri Primer: GAA AAC AAG CCC AAA GGT GA

3.2. Yontem

Tez c¢alismast sirasinda kullanilan yontemler steril ve tek kullanimlik

malzemeler ile birlikte laminar akigl steril kabinde gerceklestirilmistir.

3.2.1. Hiicre Hatlarimin Kiiltiri

SH-SY5Y insan noroblastoma hiicre hatti, daha Once tanimlanmis ve
hiicrelerin iyi ¢ogalma gosterdigi tamamlanmis besiyeri (low glucose ve pyruvate
iceren DMEM) igerisinde; %5 COy, iceren 37°C’lik inkiibatorde kiiltiire edildi. Tablo
3.6’da belirtilen oranlarda hazirlanip 0,2 um’lik filtreden gegirildikten sonra kullanilan
ve hiicrelerin biiyiimeleri icin gerekli bilesenleri iceren tamamlanmis besiyeri

hicrelerin kiiltire edilmesinde kullanildi.

Tablo 3.6. Besiyeri igine eklenen tamamlayici bilesenler

FBS %10
NEAA %1
Pen-Strep %1
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-80°C sogutucu dolapta kriyotiiplerde bulunan SH-SYS5Y hiicreleri ¢ikarilip
37°C’ye getirilmis su banyosunda ¢ozdiiriildiikten sonra hizli bir sekilde daha once
hazirlanmis ve 37°C’de 1sitilmis besiyerinin bulundugu 15 ml’lik santrifiij tlpi

igerisine konuldu.

1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra pellete zarar vermeden
stipernatant mikropipetle gekilerek uzaklastirildi ve pellet {lizerine bir miktar taze
tamamlanmis besiyeri konularak pelletin besiyeri i¢inde karistirilarak homojen hale
gelmesi saglandi. Hiicre ve besiyeri karistmi 10 cm’lik petri kaplarina aktarildi ve
ardindan petri kabi i¢indeki karisim toplam 10 ml olacak sekilde besiyeri eklendi ve
dairesel hareketlerle petri kabi iginde iyice karisim saglandiktan sonra petri kabi

mikroskopta kontrol edilerek etiive kaldirildi.

Iki giinde bir ¢cogalim acisindan kontrol edilen hiicrelerin besiyerleri taze
besiyeri ile degistirildi ve hiicreler kiiltliir kabinin tabanini yaklasik %80 doluluk
oraninda kapladiginda pasajlama islemi yapildi. Pasajlama icin Oncelikle, besiyeri
aspirasyon islemi ile uzaklastirilan hiicreler PBS ile yikandi. Ardindan, 10 cm kiiltiir
kab1 i¢in 2 ml olacak sekilde proteolitik bir enzim olan tripsin ile muamele edilen
hiicrelerin 3-5 dk. inkiibatérde bekletilmesiyle kiiltiir kabindan ayrilmasi saglandi.
Hiicrelerin petri tabanindan ayrilip ayrilmadig1 mikroskopla kontrol edilip kalkmamis
hiicre var ise petri kabina hafif¢e vurularak mekanik etkiyle yapisik kalan hiicrelerin
de ayrilmasi saglandi. Ardindan hiicrelere tripsin ile ayn1 hacimde (2 ml) taze besiyeri
eklenerek besiyeri icinde bulunan FBS sayesinde tripsin etkisi inhibe edildi.
Hiicrelerin uygun hacimde bir tiipe toplanmasindan sonra, kullanilan kiiltiir kaplarinin
ylizey alanlarina uygun miktarlarda yayilarak ekildi. Boylelikle pasaj islemi
tamamlanmis olan hiicreler 37°C %5 CO2’li inkiibatore kaldirildi.

Pasajlanan hiicrelerin bir kisminin kiiltiirii devam ettirilirken bir kismi da
sonraki calismalarda kullanilmak {izere donduruldu. Bu islem icin 6ncelikle Tablo
3.7’de gosterildigi sekilde dondurma besiyeri hazirlandi. Besiyeri hazirlanirken

kullanilan bilesenler 50 ml’lik bir tiipe aktarilirken filtreden gegirildi.

Dondurma islemi yapilacak hiicreler 1.500 rpm’de 5 dak. santrifiij islemi ile
¢oktiiriildii. Sitipernatant pellete zarar vermeden uzaklastirildi. Ardindan pellet,
hazirlanmis dondurma besiyeri ile ¢ozdiiriilerek 2 ml’lik kriyotiiplere alind1 ve -80°

C’ye kaldirildi.
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Tablo 3.7. Dondurma besiyeri bilesenleri

DMEM %050
FBS %40
DMSO %10

3.2.2. Ap42 Proteinin Hazirlanmasi

Aminoasit sekansi tablo 3.8’de gdsterilen, stok 1 mg olarak gelen ve molekiiler
agirligr 4.514,04 gr/mol olan AP (1-42) Protein Fragmenti, son konsantrasyonu 2,5
mM olacak sekilde hesaplanarak iirtin kitapgiginda belirtildigi gibi DMSO ile ¢oziildii.

Hazirlanan AP42 protein soliisyonu 10ul olacak sekilde alikotlanarak -20°C’lik

derin dondurucuya kaldirildi.

Tablo 3.8. AB42 proteinin amino asit sekansi

NH2-Asp-Ala-Glu-Phe-Arg-His-Asp-Ser-Gly-Tyr-

AB42 amino asit Glu-Val-His-His-GIn-Lys-Leu-Val-Phe-Phe-Ala-
sekansi Glu-Asp-Val-Gly-Ser-Asn-Lys-Gly-Ala-lle-1le-Gly-

Leu-Met-Val-Gly-Gly-Val-Val-lle-Ala-COOH

3.2.3. Thoma Lamu ile Hiicre Sayim

SH-SYS5Y hiicreleri kiiltiir kabinin tabanini yaklasik %70-%80 doluluk
oraninda kapladiktan sonra tripsin muamelesiyle kaldirilip, 1:1 oraninda besiyeri ile
tripsin aktivitesi inhibe edildikten sonra elde edilen hiicre siispansiyonundan 10 pl
alinarak sekil 3.1°de gosterilen Thoma Lami iizerine konuldu ve 151k mikroskobunda
sayim yapildi. Sayim esnasinda ¢eper yapisi bozulmus ve 6lmiis hiicreler sayima dahil
edilmedi. Elde edilen hiicre sayis1 asagida belirtilen Thoma Lam1 formiilasyonuna goére

ml’deki toplam hiicre sayis1 bulundu.
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Sekil 3.1. Thoma laminin sayim yapilan kareleri (toplam goriis sahasi)
Kaynak: URL-5

Hiicre sayisi
(i 15) = (Sayilan canl ficre) x (Diisyon faktoni) x 10* x 2

772/

3.2.4. AB42 Proteinin Uygulanmasi

6 kuyucuklu hiicre kiiltiir plagina ekimi yapilmak istenen SH-SY5Y hiicreleri
her kuyuda toplam 2 ml besiyeri i¢ginde 100.000 olacak sekilde sayildi ve plak ylizeyine
oturmalar1 i¢in 48 saat etiivde inkiibasyona birakildi. Daha sonra Sekil 3.2°de
gosterildigi diizende 3 kuyuya protein uygulamasi 3 kuyu da kontrol (NT) olacak
sekilde hiicre plag: isaretlendi. Oncelikle kontrol hiicreleri iceren kuyularm besiyerleri

tamamlanmis ve AP42 proteini igermeyen taze besiyeri ile degistirildi.

APB42 uygulanacak 3’er kuyuya, konsantrasyonu 10 uM olacak sekilde Ap42
proteini iceren tamamlanmis besiyeri konuldu. Bunun igin 2,5 mM olarak hazirlanan
stok soliisyonundan 10 puM kullanmak i¢in 2 ml’lik besiyerine 8 ul AB42 proteini
eklendi. Bu islemin ardindan hiicreler yeniden 48 saat inkiibasyona birakildi. 48 saat
sonunda besiyeri igerisinde AB42 bulunan uygulama grubu olan kuyularin ve besiyeri
icerisinde APB42 bulunmayan kontrol grubu olan kuyularin besiyerleri ¢ekilerek taze
tamamlanmis besiyeri konuldu. Taze besiyerinde 2 giin daha bekletilen hiicrelerin
besiyerleri daha sonra karsilastirmalt AB42 protein seviyesi 0l¢limii igin ELISA testi
yapmak tizere 2 ml’lik tiiplere toplanip kisa stireli saklama i¢in -20°C’lik dondurucuya

konuldu.
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Besiyerleri toplanan hiicreler de gen ifadesi ol¢iimii icin RNA izolasyonu
yapilmak {izere PBS ile yikandiktan sonra 500 pl tripsin ile muamele edildi. 3-5 dakika
inkiibatorde bekletildikten sonra kalkan hiicrelere 1:1 oraninda besiyeri eklenerek
1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Supernatant uzaklastirildiktan sonra kalan hiicre
pelleti RNA izolasyonu i¢in -80°C’lik dolaba kaldirild.

APB42  Proteini
icermeyen besiyeri

=10 uM AP42 Proteini
igceren besiyeri

Sekil 3.2. SH-SYSY hiicrelerine AB42 proteini uygulamasi
Kaynak: Caldas, G. C., (2022) ve URL-6

48 saat 48 saat 48 saat

N N £

Hucrelere
AB42
Uygulamasi

Besiyerlerin AE'-'SA' RNA
izolasyonu,

ve Hucrelerin DNA Sentezi
Toplanmasi ve gPCR

6'li Ktltar Kabina Besiyeri

Degisimi

Hucre Ekimi

Sekil 3.3 Alzheimer Modeli Olusturma Asamalari
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3.2.5. ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)

AP42 proteinin seviyesi Ol¢limii yapilmak {izere ELISA testi icin toplanan
besiyerleri, Invitrogen™ Human AB42 ELISA Kit prosediirii takip edildikten sonra
kontrol grubu ile karsilastirmal1 olarak MultiSkan™ GO uDrop cihaz ile 6lgiildii.

-20°C’de bulunan AP42 proteini uygulanan ve uygulanmayan SH-SY5Y
hiicrelerinden toplanan siipernatantlar ve +4°C’de muhafaza edilen kit igerisindeki

kimyasallar oda sicakligina getirildi.

Numune konsantrasyonlarinin standart egri araliginda olmasi gerektiginden ilk

asamada Sekil 3.4°de gosterildigi sekilde seyreltilmis standartlar hazirlandi.

200 uL 200 pL 200 pL 200 pL 200 pL 200 pL 200 pL

2SSt eee

I

Diluent

200 pL
volume 200BL  200jL  200uL  200WL 200l 2004l 2004l m

2,000 pgimL Std1 Std2 Std3 Stds 5td5 Stdé Std7 Std0
1,000pgiml  Bobpgiml  IS0pgiml  f2Epgiml  2Spgiml  M2Gpgiml  1543pgiml  Oppiml

Sekil 3.4. Hu AB42 standardinin seri diliisyonlar1

Kaynak: URL-7

Bunun i¢in dncelikle kit i¢inde bulunan Hu A42 standardi, 2.000 pg/ml olacak
sekilde sulandirildi. Daha sonra i¢inde 200 pl standart diluent buffer bulunan 1,5
ml’lik tiipe 200 pl standart konuldu ve ilk tiip 1000 pg/ml olacak sekilde hazirlandi.
Ayni islem, 200 pl standart diluent buffer igeren 7 tiipe de sekil 3.4’de gosterildigi
sirayla uygulandi ve 500, 250, 125, 62.5, 31.35, 15.63 ve 0 pg/mL olacak sekilde
human AfB42 standart konsantrasyonlar hazirlandi. Hazirlanan standartlar ve
orneklerden 50’ser pul g¢ekilerek kuyulara yiiklendi. Son olarak bir kuyu kromojen
blank i¢in bos birakildi.
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— .’lmmar '{ HRP Secondary

Cagture
antibody weitibedy antibady

1  Antijen baglanir ve
dedektir eklenir
o .
2 Ig}G HRI; eklenir
J,f
3 S:tahilia; kromojen eklenir
M
& [?urdurrl]a [Stop) Solisyonu eklenir

1y
Sekil 3.5. ELISA kit agsamalari

Kaynak: URL-7’den uyarlanmustir.

Sekil 3.5°deki ilk asamada gosterildigi sekilde oncelikle kromojen blank i¢in
ayrilan kuyu disindaki kuyularin hepsine 50 pl Human AB42 Detection Antibody
soliisyonu eklendi. ELISA plagimin kenarina hafifce vurularak karistirilmast saglandi
ve kuyularin Uistii bir yapiskan film ile kapatilarak oda sicakliginda 3 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon siiresi bittikten sonra ELISA plagi hizli bir sekilde ters
cevrilerek lavaboya dokiildii. Daha 6nceden kit prosediiriinde belirtildigi sekilde
konsantre Wash Buffer’in distile su kullanarak seyreltilmesi ile hazirlanan soliisyon

ile tim kuyular 4 kere yikandi.

Daha sonra kit prosediiriinde belirtildigi sekilde hazirlanan Anti-Rabbit 1gG
HRP soliisyonu, Sekil 3.5°de gosterilen 2. asama i¢in kromojen blank hari¢ tiim
kuyucuklara 100’er pl eklendi ve yine kuyularm isti bir film ile kapatlilarak 30 dk.
oda sicakliginda bekletildi. Bekleme siiresi sonunda ilk asamada oldugu gibi Wash
Buffer ile 4 kere yikandh.

Sekil 3.5°de gosterilen 3. asama igin kromojen blank kuyusu dahil biitiin
kuyulara 100 pl Stabilized Chromogen eklendi ve tiim kuyularda bulunan soliisyonun
maviye doniismesi saglandi. Ardindan plaka karanlik bir ortamda yine {istii kapali bir

sekilde 30 dakika oda sicakliginda beklemeye birakildi.

Sekil 3.5’de gosterilen son asama igin yine her kuyuya 100 ul Stop Solution
eklendi ve soliisyonun maviden sartya donmesi beklendi. Ardindan ELISA plag:

kenarlarina hafifce vurularak karistirilmasi saglandi.
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Durdurma soliisyonu eklendikten en fazla 2 saat igerisinde kit prosediiriinde

belirtildigi sekilde 450 nm’deki absorbans degerleri ELISA Reader cihazinda 6l¢iildii.

3.2.6. Total RNA Izolasyonu

Kontrol grubu ve AB42 proteini uygulanan hiicrelerden total RNA izolasyonu

islemi Zymoresearch marka RNA kiti ile kit protokolii takip edilerek gerceklestirildi.

1. Daha 6nce RNA izolasyonu yapilmak iizere -80°C’de saklanan hiicre pelletleri
tizerine kit protokoliinde belirtilen sekilde 300-400 ul RNA Lysis Buffer eklenerek
karistirildi.

2. Elde edilen karisim kit iginde bulunan toplama tiipiine yerlestirilmis sari
renkteki Spin Away Filtreye aktarilip 14.000 rpm’de 30 sn santrifiijlenerek genomik
DNA uzaklastirildi.

3. Santrifiij islemi sonrasinda toplama tiipiinde kalan siipernatant iizerine ayni
hacimde 9%90-100’1ik etanol eklenerek toplama tiipline yerlestirilmis kit i¢inde
bulunan yesil renkli kolona aktarildiktan sonra 14.000 rpm’de 30 sn santrifiij edildi ve

supernatanat atildi.

4. Daha sonra kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi ve kolonu yikamak i¢in
400 pul RNA Wash Buffer eklenerek 14.000 rpm’de 30 sn santrifiij islemi yapildi ve

supernatant atildi.

5. Santriftij sonunda niikleaz igermeyen bir tiipte 75 pl DNA Digestion Tamponu
ve daha Once kit i¢inde liyofilize halde bulunan ve belirtilen oranda niikleaz free su ile
hazirlanmis olan DNaz I (1U/ul)’den 5 pl alinarak karisim hazirlandi ve karigim
toplama tiiptinde bulunan kolonun matrisine eklendi. Sonrasinda kolon oda
sicakliginda 15 dk. inkiibe edildi.

6. Bekleme siiresi sonunda kolona 400 pl RNA Prep Tamponu eklenerek 14.000

rpm’de 30 sn santrifiij yapildi1 ve kolonda bulunan supernatant atildi.

7. Yikama asamasina ge¢ildiginde 700 ul RNA Wash Tamponu kolona eklenerek
14.000 rpm’de 30 sn. santrifiij yapild1 ve supernatant atildi.

8. Ikinci yikama igin kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirildikten sonra 400 pl
RNA Wash Tamponu eklendi ve yikama tamponunun iyice uzaklastirilmasi saglamak

amaciyla 14.000 rpm’de 1 dk. santrifiij yapild1 ve supernatant atildi.
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9. Son agsamada kolon, niikleaz igermeyen bir eppendorf tiipe yerlestirildi ve
direkt olarak kolonun matrisine gelecek sekilde 60 pul DNaz/RNaz igermeyen su
eklenip 14.000 rpm’de 30 sn santrifiij yapildi.

10. Konsantrasyon 6l¢iimii i¢in santrifiij islemi sonras1 eppendorf tiipte toplanan
60 pl RNA orneginden 2 ul almarak MultiSkan™ GO pDrop okuyucu cihazin
okuyucu aparati iizerinde bulunan kuyuya konuldu. Olgiim igin referans almak
amaciyla izolasyonun son asamasinda kullanilan DNaz/RNaz icermeyen 2 pl su, blank

olarak diger kuyuya konuldu ve 230, 260 ve 280 nm’de absorbans dl¢iimii yapildi.

11. RNA konsantrasyonu Azeo x 40 x 10/0,52 formiilii ile ng/pl cinsinden; saflig

ise Azeo/Azgo Ve Azeo/A23o orani ile cihazin otomatik hesaplayici sistemiyle hesaplandi.

12. Kalan RNA &rnekleri kisa siireli saklama icin -20°C’lik dondurucu dolaba
kaldirildi.

3.2.7. cDNA Sentezi

Izolasyon isleminden sonra konsantrasyon ol¢iimii yapilan ve -20°C’de
muhafaza edilen RNA orneklerinden 1 pg kullanilarak Bioline marka (kat no: BIO-
65054) kit ile ¢cDNA sentezi gergeklestirildi. Bunun igin Tablo 3.9°da gosterilen

bilesenler kullanilarak buz tizerinde mastermix hazirlandi.

Tablo 3.9. cDNA Sentez Reaksiyon Bilesenleri

Bilesenler Hacim Konsantrasyon
Total RNA 15 ul’ye kadar 1pg
TransAmp Buffer 4 ul 5X
Reverse Transcriptase 1ul -
DNase/RNase igermeyen su Degisken -
Toplam Hacim: 20 pl -

Hazirlanan mastermix uygun hacimdeki bir tiip i¢ine konularak termal dongii
cihazina (Thermo Cycler, BIO-RAD) yerlestirildi ve Tablo 3.10°da verilen reaksiyon
kosullarinda cDNA sentezi gergeklestirildi.

Sentez sonunda elde edilen cDNA oOrnekleri daha sonra kullanilmak tizere -

20°C’lik dondurucuda saklandi.
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Tablo 3.10. cDNA Sentez Reaksiyon Kosullari

Primer baglanmasi 25°C, 10 dk.
Ters Transkripsiyon 42°C, 15 dk.
Enzim Inaktivasyonu 80°C, 5 dk.

3.2.8. Gerg¢ek-Zamanh PZR ile Gen Ekspresyon Seviyelerinin Belirlenmesi

SH-SYSY hiicrelerine uygulanan AP42 proteini ile Alzheimer modeli
olusturulmasi ile, ilgili genlerin (APP, PSEN1, GSAP, BDNF, BACEL) kontrol grubu
ile gen seviyesinde bir karsilastirma yapilabilmesi acisindan SensiFAST™ SYBR®
No-ROX Kit kullanilarak ger¢ek zamanli PZR yapildi. Hedef genlerin ifade seviyeleri,
referans gen (B-actin) ile karsilastirilarak belirlendi. Ilgili genlere spesifik primerler
tiretici firmanin Onerdigi sekilde daha onceden standardize edilip hazirlandi. Tablo
3.11.°de gosterildigi sekilde kit protokiiliine gore hazirlanip 8’li strip PZR tiiplerine
aktarilan karigim ile, Tablo 3.12’de gosterildigi kosullarda Gergek-Zamanli PZR
uygulandi.

Tablo 3.11. Gen ekspresyon seviyesinin belirlenmesi i¢in yapilan Gergek-Zamanli
PZR uygulamasinda kullanilan bilesenler

Reaktifler Kullamilan Calisma
Miktar Konsantrasyonu
cDNA 1,5 ul -
SensiFAST SYBR
No-Rox karigimi 10 pl 1X
(2X)
Ileri Primer 1pul 2,5 uM
Geri Primer 1l 2,5 uM
dH20 6,5 ul -
Son Hacim 20 pul -
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Tablo 3.12. GZ-PZR Kosullari

Asama Sentez Reaksiyon Kosullari
Polimeraz Enzim Aktivasyonu 95°C, 3 dk.
Denatiirasyon 95°C, 10 sn
Baglanma 55°C, 10 sn Dongii Sayist: 34
Uzama 72°C, 30 sn
Erime Egrisi Analizi 55°C-95°C, 5sn

3.2.9. 96 Kuyulu Plaklara Ekim ve MTT Testi

Kiiltiir sonrast Alzheimer modeli olusturulmus SH-SYSY hiicrelerine
uygulanacak olan, hedef genlerin protein seviyesini etkileyecek kimyasallarin, kontrol
hiicre grubuyla karsilastirilarak uygun konsantrasyonlarmin saptanmasi ve hiicre
canliligiin tespiti amaciyla MTT testi yapildi. MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5
difenil tetrazolyum bromiir) testi, MTT'nin canli hiicreler tarafindan mitokondriyal

aktivite ile formazan kristallerine doniistiiriilmesi temeline dayanir.

Hiicrelerdeki mitokondriyal aktivite, genellikle canli hiicre sayisiyla baglantili
oldugu i¢in, ilaglarin hiicreler tizerindeki in-vitro sitotoksik etkilerinin tespiti igin MTT

testi kullanilir.

Bunun i¢in daha once 6 kuyucuklu plakalara ekilen AP42 proteini ile
Alzheimer modeli olusturulan hiicreler ve kontrol grubu hiicreleri belli bir sayiya

ulastiginda thoma laminda sayilarak 96 kuyulu plakalara ekim icin toplanda.

Ardindan 96 kuyulu plakanin en iist (A) ve en alt (H) sirasindaki tiim kuyulara
100 ul PBS eklendi. Ardindan 100 pl hacimde besiyeri i¢indeki hiicreler diger
kuyulara ekilerek 24 saat oturmasi i¢in inkiibatore kaldirildi. 24 saat sonunda
uygulanacak kimyasallarin = optimum etki g0Osterecegi konsantrasyonlarinin
belirlenmesi i¢in birkag farkli konsantrasyonda denemesinin yapilmasi amactyla daha
oncesinde tablo 3.13’de belirtilen stok konsantrasyonlardan yapilan hesaplamalarla
sekil 3.6’da gosterildigi sekilde kimyasal uygulamasi yapildi ve 48 saat inkiibasyona
birakildi. AB42 ve kontrol grubu ic¢in biyolojik tekrarli olmasi admna ikiser plaka
seklinde ekim yapildi.
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Sekil 3.6. MTT analizi i¢in yapilan ekim diizeni
Kaynak: URL-8

48 saat sonrasinda MTT analizi i¢in her kuyuya hiicrelerin besiyeri i¢erisinde

son konsantrasyonu 0,5 mg/ml olacak sekilde MTT solusyonu eklendi ve reaksiyonun

gerceklesmesi i¢in 3-4 saat etiivde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi bittikten

sonra mavi kristallerin gézlemlenmesinin ardindan plaktaki kuyularin bosaltilmas1 i¢in

plaka hizlica lavaboya dokiildii ve tiim kuyular 100 pl PBS ile yikandi.

PBS uzaklastirildiktan sonra kuyulara 100 pl DMSO eklendi ve 10 dk.

karanlikla bekletildi. Bekleme siiresinin ardindan gozlemlenen mor renk sonrasinda

MultiSkan™ GO pDrop cihazinda 570 nm’de 6lgiim yapild.

96 Kuyulu Hiicre Plagina

Eki

24 saat 48 saat

N

Hicrelere

- Kimyasal MTT Analizi

Uygulamasi

Sekil 3.7. Hiicrelere Kimyasal Uygulama Asamalari
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3.2.10. Alzheimer Modeli Olusturulmus SH-SY5Y Hiicrelerine Kimyasal
Uygulama Islemi

MTT isleminden sonra elde edilen sonuglara istinaden hiicrelere uygulama
yapilacak kimyasallarin uygun konsantrasyonlari belirlendi. Daha 6nce petri kaplarina
ekimi yapilan Alzheimer modeli olusturulmus hiicreler sayilarak her kuyuda 100.000
hiicre olacak sekilde, sekil 3.8’de gosterildigi gibi Alzheimer modeli olusturulmus
hiicrelere uygulanacak olan 3 kimyasal, Kontrol NT ve Ap42 NT (kimyasal
uygulanmayacak olan) hiicreleri i¢in kuyular belirlenerek 6 kuyulu kiiltiir plakalarina
biyolojik tekrarli olarak ekim yapildi. 24 saat oturmasi i¢in inkiibasyona birakilan

hiicrelere, 24 saat sonunda tablo 3.13’de belirtilen konsantrasyonlarda kimyasal

Sekil 3.8. ELISA ve GZ-PZR calismasi i¢in ekilen hiicrelere uygulanan kimyasallari
gosteren 6 kuyucuklu plaka

Kaynak: URL-9

uygulamasi yapildi.

Tablo 3.13. Uygulanan kimyasallarin stok ve son konsantrasyonlari

5-AZA DZNep SGC0946
Stok 10 mM 1mM 0,1 mM
Konsantrasyon
Son Konsantrasyon 1 uM 1 uM 5uM
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48 saatlik inkiibasyondan sonra Af42 protein seviyesinin 6l¢timii igin ELISA
testi yapilabilmesi adina besiyerleri toplandi. Daha sonra hiicreler PBS ile yikandi ve
PBS aspirasyonla uzaklastirildiktan sonra kuyulara tripsin eklenerek 3-5 dk. hiicrelerin
plaka tabanindan ayrilmasi saglandi. Plaka tabanindan ayrilip ayrilmadigi mikroskopla

kontrol edilen hiicrelere taze besiyeri eklenerek tripsin etkisi inhibe edildi.

Ardindan hiicreler 1,5ml santrifiij tiiplerine toplanarak 5 dk. 1500 rpm’de
santrifiij edildi. Supernatant atild1 ve hiicre pelleti RNA izolasyonu i¢in -20°C’lik

dondurucuda saklandu.

3.2.11. Kimyasal Uygulamasi Sonras1 ELISA Testi

Kimyasal uygulamasi sonras1 hedef protein seviyesinin NT hiicrelere gore
karsilagtirma yapilabilmesi i¢in sekil 3.8’de gdsterilen besiyerlerinin toplanmasiyla
beraber Amyloid beta 42 Human ELISA Kit (KHB3441) protokolii takip edilerek
ELISA testi yapildi. Yapilan testte kullanilan 6rnekler sekil 3.9°da gosterilmistir.

LI Ly

Kontrol NT AB42 NT AP42 SGC0946 AP42 DZNep AP42 AZA
Sekil 3.9. ELISA testi i¢in kullanilan 6rnekler

Kaynak: URL-10

3.2.12. Kimyasal Uygulamasi Sonras1 Gercek Zamanh PZR testi

Sekil 3.6.’da gosterilen plakadan toplanan hiicrelerdeki hedef genlerin ifade
seviyeleri, oncelikle Quick RNA Miniprep (R1055) kit ile RNA izolasyonu,
sonrasinda SENSIFEST cDNA Synthesis Kit (BIO-65054) ile cDNA sentezi
yapildiktan sonra, SensiFAST™ SYBR® No-ROX Kit protokolii takip edilerek
biyolojik tekrarli olacak sekilde GZ-PZR islemi ile kantitatif olarak olgiildii. Hedef

genlerin ifade seviyeleri, referans gen (B-actin) ile karsilagtirilarak belirlendi.

37



3.3. istatistiksel Analiz

Her deney i¢in en az 2 teknik ve 3 biyolojik tekrar yapildi ve elde edilen veriler
standart sapma g6z Oniinde bulundurularak analiz edildi. Yapilan MTT ve GZ-PZR
uygulamalar1 sonucundaki veriler, Multiskan Go mikro-plate okuyucu ve BIO-RAD
CFX ConnectTM GZ-PZR cihazlarimin analiz programlarindaki anlamlilik degerleri
ile yorumlanarak iki kuyruklu Ogrenci t-testi (Two-tailed Student’s t-test) ile
degerlendirildi. Kontrol grubu ve deney grubu arasindaki farklar i¢in istatistiksel

anlamlilik sinir1 p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. SH-SYSY Hiicre Hatlarimin Goriintiileri

SH-SYS5Y noroblastoma hiicreleri tipik olarak doku kiiltiiriinde iki farkli
sekilde biiyiir. Bazilar slispansiyon olarak (Sekil 4.1) ortamda yiizen hiicre yiginlarina
doniistirken, digerleri plakaya yapisan kiimeler olusturur (Kovalevich and Langford,
2013). Calisma igin kullanilan SH-SYS5Y hiicrelerinin uygun sartlarda kiiltiirti
yapildiktan sonra faz kontrast mikroskopi ile kontrol edildiklerinde morfolojik olarak

plakaya yapisan sekilde kiimeler olusturdugu goriildii (sekil 4.2).

SH-SYS5Y hiicrelerinin kiiltiir ortaminda yildizimsi1 yapida olan ndronal

hiicrelerle biiyiik 6l¢tide morfolojik benzerlik gosterdigi gozlemlendi.

Sekil 4.1. Siispansiyon SH-SY5Y hiicrelerinin morfolojik goriintiisii

Kaynak: URL-11
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Sekil 4.2. Calismada kullanilan SH-SY5Y hiicrelerinin morfolojik goriintiisii (20X)

4.2. SH-SY5Y Noroblastoma Hiicrelerinin AB42 Uygulamasi Sonrasi1 Goriintiileri

Uygun kosullarda kiiltire edilen SH-SYS5Y hiicrelerine AP42 proteini
uygulanmasmin ardindan hiicrelerde meydana gelen morfolojik degisimler faz
kontrast mikroskobunda incelendi (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. AB42 Proteini uygulanmis SH-SYSY hiicreleri (20X)

4.3  Alzheimer Modeli Olusturma Asamasi icin ELISA Sonuglarin

Degerlendirilmesi

10 cm’lik kiiltiir kabinda %70-80 doluluk oranina ulastiktan sonra pasajlanarak
kiiltiirii devam ettirilen SH-SYSY hiicreleri, 6 kuyucuklu kiiltiir plakalarina uygun
miktarda ekildi.
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Ekimden 48 saat sonra son konsantrasyonu 5 uM ve 10 uM olacak sekilde

AP42 protein uygulamasi yapildi. Hiicreler, i¢erisinde AB42 bulunan ve bulunmayan

besiyerindeki 48 saatlik inkiibasyondan sonra besiyerleri, taze besiyeri ile degistirildi

ve 48 saatlik inkiibasyondan sonra besiyerleri ELISA yapilmak {izere toplandi.

Boylelikle ELISA testi ile, AB42 proteini igeren besiyerine maruz birakilan

hiicrelerle, AP42 proteini icermeyen besiyeri ile muamele edilmis kontrol grubu olan

hiicreler arasindaki AP42 proteininin miktar1 karsilastirmali olarak olgiildi ve

hiicrelerde Alzheimer modeli olusturulup olusturulmadigi belirlendi. Kit protokoliine

gore hazirlanan standartlarin 6l¢lim sonrast verdigi degerlere gore (tablo 4.1) bir

standart egri ¢izilerek hiicre besiyerlerindeki protein miktarlari hesaplandi (Sekil 4.4).

4,0000

3,5000

3,0000

OD 450 nm

2,5000
2,0000
1,5000

1,0000

0,5000

0,0000

Standart Regresyon Degeri

y =0,1159x + 0,6476

R*=0,8394

15 20

pg/ml

25 30

Sekil 4.4. ELISA olc¢timleri ile elde edilen standart degerlere gore hesaplanan
regresyon degeri

Tablo 4.1. ELISA Kit protokoliine gore dlgiilen standart degerler (OD 450 nm)

Blank

Std 0 pg/ml

Std 6,25 pg/mll

Std 12,5 pg/ml

Std 25 pg/ml

0,0636

0,0554

1,9485

2,4155

3,2405

Hiicrelere son konsantrasyon 5uM ve 10uM A42 proteini uygulamasi

sonrasinda besiyerleri toplanan hiicrelerdeki protein seviyesinin tespiti i¢in yapilan

ELISA 6l¢iimii sonucunda 5uM protein uygulamasi sonrast anlamli bir fark tespit
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edilmezken 10uM protein uygulandiginda bu hiicrelerin kontrol hiicrelere oranla ¢ok

daha fazla AB42 proteini igerdigi belirlendi (Sekil 4.5. ve Tablo 4.2).

25 23,50
20
16,81
15,87
— 15
£
S
ob
o
o
S 10
<
5
0
Kontrol AB42-5uM AB42-10 uM

Sekil 4.5. AB42 (5 uM-10 uM) uygulamasi sonrasi, siipernatanta salinan AB42
seviyelerinin ELISA testi ile kontrol gruplariyla karsilagtirmali olarak elde edilen
degerlerin grafigi

Tablo 4.2. 5uM-10 uM A42 proteini uygulamasi sonrasinda besiyerlerine salinan
AP42 protein seviyesinin ELISA ile 6l¢iim sonuglari

SH-SY5Y SH-SY5Y SH-SY5Y
Kontrol (+AB42-5 uM)  (+Ap42-10 pM)

OD (450 nm) 2,4873 2,5956 3,3712

4.4. GZ-PZR Analizinin Degerlendirilmesi

AP42 uygulamasinin ardindan toplanarak RNA izolasyonu ve cDNA sentezi
gerceklestirilen SH-SYSY hiicrelerinde GZ-PZR islemi ile Alzheimer ile iliskili
genlerin ifade seviyeleri uygulama yapilmayan kontrol gruplar ile karsilagtirmali
olarak belirlenerek Alzheimer modeli olusturulup olusturulmadig1 gen seviyesinde
analiz edildi (Sekil 4.6). Yapilan bu kantitatif analiz sonucunda AP42 proteini

uygulanmis SH-SYSY hiicrelerinde genlerin ¢ogunlugunda ifade seviyelerinde artis
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gozlenirken; BACE1 ve GSAP genlerinin ifadesindeki artis ve PSEN geninin

ifadesindeki diisiis anlamli bulunmustur.

5
‘7 45
2
> 4
wn
g 3,5
5 3
g
< 25
% 2
© 15
i)
»o 1
=
£ 05 -
& 0
BACEl PSEN SAP BDNF
m Kontrol

mAB42 1,248330549 4,0278222 0,680657058 3,127478573 1,796264746

m Kontrol  m Ap42

Sekil 4.6. SH-SYS5Y hiicrelerinde AH ile iliskili genlerin Ger¢ek-Zamanli PZR
analizi sonuglart

4.5. MTT Analizinin Degerlendirilmesi

APB42 proteini uygulamas: sonrasinda SH-SYSY hiicrelerine uygulanacak
kimyasallarin hiicre canliigmna etkisi ile birlikte kontrol edilerek optimum
konsantrasyonunu belirleyebilmek i¢cin MTT analizi yapildi. AB42 uygulanmis SH-
SYSY hiicrelerinde Alzheimer modeli olusturuldugu belirlendikten sonra uygun
sartlarda ¢ogalmaya birakilan hiicreler, 3-4 pasaj ilerletildikten sonra yapilan kimyasal
uygulamasinin ardindan gergeklestirilen MTT analizi ile kimyasallarin en uygun

konsantrasyonlar1 6l¢iildii.

5-AzaC uygulamasi1 yapildiktan sonra elde edilen Olglimlere gore hiicre
canliligin1 en yiiksek oranda diisiiren (~%11) en diisiik konsantrasyon 1 uM olarak

belirlendi (Sekil 4.7).
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1,2
1
< 08
B
= 06
<
O
§ 04
=
0,2
0
= Kontrol
uAR42

5-AzaC

* *

1uM 5uM 10 uM 50 uM 100 uM
1 0,952277657  0,9408119  0,844747443 0,811899597 0,93678339
1 0,857364341 0,841860465 0,898837209 0,83372093 0,885271318

m Kontrol = AB42

Sekil 4.7. Kontrol ve Ap42 SH-SYSY hiicrelerinin 5-AzaC uygulamasi sonrasi (48

saat) MTT analiz sonuglari

DzNEP uygulamas: yapildiktan sonra elde edilen olgiimlere gore hiicre

canliligin1 en yliksek oranda diisiiren (~%12) en diislik konsantrasyon 1 uM olarak
belirlendi (Sekil 4.8).

1.4
1,2
N
_ 1
=
= 08
5
O 06
L
S 04
an)
0,2
0
= Kontrol
= AB42

3-DZNep
*
0,05 uM 0,1 uM 0,5 uM 1 uM 5uM
1 1,129705553 0,935147223 0,970182631 0,960119269 1,00521804
1 1,026872964 0,905130293 0,945846906 0,86237785 0,904315961

m Kontrol = AB42

Sekil 4.8. Kontrol ve Ap42 SH-SYS5Y hiicrelerinin DZNep uygulamasi sonrasi (48

saat) MTT analiz sonuglari
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SGC0946 uygulamasi yapildiktan sonra elde edilen Olclimlere gore
SGC0946 nin SH-SYS5Y hiicrelerinde canlilig: arttirdigs tespit edildi. Olgiimler sonrast
kontrol hiicre gruplarinda canlilig1 en diisiik seviyede arttiran ve AP42 hiicrelerinde
canlilig1 en yiiksek oranda diisiiren en diisiik konsantrasyon 5 ve 10 uM (~%23 ve
~%24) olarak belirlendi (Sekil 4.9). Benzer oranlarda bir diisilis oran1 gosteren bu iki
konsantrasyon arasindan diisilk konsantrasyondaki kimyasal (5 pM) optimum

konastrasyon olarak segildi (sekil 4.9).

SGC0946

*
* *
* * *
0,1 uM 0,5 uM 1 uM 5 uM 10 uM

= Kontrol 1 1,591864407 1,499661017 1,451525424 1,183050847 1,123389831
uAB42 1 1,084405558 1,041173443 0,992794647 0,905815749 0,848687597

1,8
1,6
1,4
1,2

1
0.8
0,6
04
0,2

0

Hiicre Canlilig1 %

= Kontrol = AB42

Sekil 4.9. Kontrol ve AB42 SH-SYSY hiicrelerinin SGC0946 uygulamasi sonrasi (48
saat) MTT analiz sonuglari

4.6. Kimyasal Uygulamasi1 Sonrasi ELISA Analizinin Degerlendirilmesi:

MTT analizi ile optimum kimyasal konsantrasyonu belirlendikten sonra
kontrol grubu ve AP42  hiicreleri uygun kosullarda ekilerek, belirlenen
konsantrasyonlarda kimyasal uygulandi ve 48 saat sonra toplanan besiyerlerinden
alman ELISA sonuglar ile bu konsantrasyonlarda AH ilisikli protein seviyesinin ne

sekilde degistigi tespit edildi.
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Kit protokoliine gére hazirlanan standartlarin 6l¢iim sonrasi verdigi degerlere
gore bir standart egri cizilerek hiicre besiyerlerindeki protein miktarlar1 hesaplandi

(Sekil 4.10).

Standart Regresyon Degeri
07
y =0,002x + 0,1354, .¢
0,6 B2 0,008+

05
04

0,3

OD 450 nm

02 e
01 |
0,0
0 50 100 150 200 250 300
pg/mi

Sekil 4.10. ELISA ol¢timleri ile elde edilen standart degerlere gore hesaplanan
regresyon degeri

Yapilan bu Olglim sonucunda uygulanan 3 kimyasalin da SH-SY5Y
hiicrelerinde AP42 seviyesini anlamli seviyede dustlrdiigi gorildii. Ek olarak AB42
uygulanan SH-SYSY hiicrelerinin 3-4 pasajlama sonrasinda, Alzheimer modeli ilk
olusturuldugundaki AB42 protein seviyesinden ¢ok daha yiiksek oranda AB42 proteini
icerdigi tespit edildi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. AB42 hiicrelerinde kimyasal uygulamasi sonrasi dl¢iilen protein seviyesi

4.7. Kimyasal Uygulamasi Sonras1 GZ-PZR ile Gen ifadesi Analizinin

Degerlendirilmesi:

MTT analizi ile optimum kimyasal konsantrasyonu belirlendikten sonra
kontrol grubu ve Ap42 hiicrelerine belirlenen konsantrasyonlarda kimyasallar
uygulandiktan 48 saat sonra toplanan hiicrelerden 6ncelikle RNA izolasyonu ve cDNA

sentezi, ardindan GZ-PZR analizi yapildi.

Alinan sonuglar ile bu konsantrasyonlarda kimyasal uygulamasi ile AH ilisikli

genlerin ifade seviyelerinin ne sekilde degistigi tespit edildi (Sekil 4.12, 4.13, 4.14).
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mAB42 + DZNeP  2,329467173  1,270150983 = 1,278985581  0,739693755 2,106722072

ENT-AB42 ®AB42 + DZNeP

Sekil 4.12. AB42 hiicrelerine uygulanan DZNep (1 uM) sonucunda 6l¢iilen gen
anlatimi seviyesi

5-AzaC (1 uM)

b-Aktin'e gore mRNA anlatim Seviyesi
w

2
1
0 I Il 1 b bs
APP BACE1 PSEN GSAP BDNF
= NT-AB42 1 1 1 1 1

mAB42 +5-AzaC  0,617709319 4,316912946 0,823591017 0,337977708 0,524858342

WNT-AB42 ™ AB42 + 5-AzaC

Sekil 4.13. AB42 hiicrelerine uygulanan 5-AzaC (1 uM) sonucunda 6l¢iilen gen
anlatimi seviyesi
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SGC0946 (5 M)
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APP BACE1 PSEN GSAP BDNF
uNT-AB42 1 1 1 1 1

uAB42 + SGC0946 2,063366359 5,333194708 3,732131966 0,268873598 2,329467173

®NT-AB42 = AB42 + SGC0946

Sekil 4.14. AB42 hiicrelerine uygulanan SGC0946 (5 uM) sonucunda dl¢iilen gen
anlatimi seviyesi
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5. TARTISMA

AH hafiza, dil, bilis ve problem ¢6zme becerilerinde kayip, davranis
degisiklikleri ve nihayetinde 6liimle kendini gdsteren, bunamanin en yaygin sekli ve
kronik bir ndrodejeneratif hastaliktir. AH nin ortaya ¢ikmasinda genetik, epigenetik

ve cevresel faktorler rol oynamaktadir (Alagiakrishnan et al., 2012).

Genetik faktorler arasinda ilk sirada APP, PSEN1 ve PSEN2'deki otozomal
dominant kalitsal mutasyonlar1 yer almaktadir (Sheppard and Coleman, 2020). Buna
istinaden hem APP hem de presenilin genlerinde bulunan mutasyonlar nedeniyle

Amiloid hipotezi, AH arastirmalarinda baskin hipotez olmaya devam etmektedir.

AH patogenezinde etkin oldugu bilinen diger faktorerin basinda epigenetik
degisimler gelmektedir. Bu epigenetik faktorlerin arastirilmast adina dogrudan 6liim
sonrast AH beyin ornekleri lizerinde arastirmalar yapilmistir (Sharma et al., 2020).
Epigenetik degisiklikler, gen ekspresyonunu DNA mutasyonu olmadan DNA'y:
paketleyen ve koruyan, histon ad1 verilen proteinlerin isaretlenmesiyle meydana gelir
(URL-12). Alzheimer hastaligina bagli yolaklar ve hastaligin ilerlemesi iizerinde
onemli etkiye sahip olan DNA metilasyonu, histon modifikasyonu gibi epigenetik
mekanizmalar, Alzheimer hastaliginda diizensizleserek DNA hiper metilasyonu,
histon deasetilasyonu ve transkripsiyon seviyesinde gen ekspresyonunu genlerin
yukari/asagi regiilasyonu veya susturulmasi ile degistiren durumlar ile karakterize
edilir. Bu nedenle, bu epigenetik siireglerde rol alan diizenleyiciler Alzheimer

hastaliginda terapotik bir hedef olarak gosterilmistir (Sharma et al., 2020).

AH'nin nasil bagladigina ve ilerledigine iliskin 6nde gelen “amiloid hipotezi”,
AB'nin toksik birikiminin néronal hasara yol acan bir dizi olayr baslattigin1 6ne
siirmesiyle olduk¢a genis capta kabul gorse de arkasinda bir ¢cok soru birakiyor. Bu
yiizden AH’da en 1yi ila¢ hedefinin ne oldugu belirsizligini korumaya devam ediyor

(Sheppard and Coleman, 2020).

Bu bilgilere istinaden yapilan tez ¢alismasinda SH-SY5Y insan noroblastoma

hiicrelerinde Alzheimer hastaligint modelleyerek hastaligin gidisatin1 olumlu yonde
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etkileyecegi diisliniilen metiltransferaz inhibitorlerinin hiicrelere uygulanmasini
takiben hastalikla iliskili gen ve protein seviyelerinin saptanmasi amaglandi. SH-
SY5Y hiicreleri insandan tiiretilen, dolayisiyla birincil kiiltiirlerinde insana 6zgii bir
dizi protein ve protein izoformlarini ifade eden, norobiyolojide yaygin olarak
kullanilan hiicrelerdir (Kovalevich and Langford, 2013). Bu ¢alismada norodejeneratif
hastaliklarin aragtirilmast i¢in uygun oldugu disiiniilen SH-SYSY hiicreleri

kullanilmustir.

Amiloid hipotezine gore, beyinde A birikimi, AH patogenezini yonlendiren
temel etkendir (Prasansuklab and Tencomnao, 2013). Bu hipoteze istinaden
calismamizda SH-SYS5Y hiicrelerine AP42 proteini uygulamasiyla, amiloid beta
tiretimini tetikleyerek hiicrelerde Alzheimer modeli olusturmay1 hedefledik. Ayr1 ayri
5 ve 10 uM AP42 protein uygulamasi ile 48 saat AP42’ye maruz birakilan hiicrelerin
besiyerleri AB42 igermeyen besiyeri ile degistirilip, 2 giin daha inkiibe edildikten sonra
toplanan besiyerleri ile yapilan ELISA 6l¢timleri sonucunda, 10 uM Ap42 uygulanan
hiicrelerin, 5 uM AP42 uygulanan hiicrelere kiyasla kontrol hiicrelere oranla ¢ok daha
yiiksek konsantrasyonda AB42 proteini salinimi tespit edildi. Bu sonuglara istinaden
10 uM protein uygulamasi yapilan hiicrelerin Ap42 iiretimine baslayarak Alzheimer
modeli olusturdugu goriilmiistiir. Ayrica AB42 proteini uygulamasi sonrasi yapilan
mikroskop incelemeleri ile AB42 proteininin SH-SYSY hiicrelerine uygulanmasinin
ardindan proliferasyonun attigi gozlemlendi. Amiloid beta, noral biiyiime ve onarimda
onemli bir rol oynayan biiylik bir zar proteinidir (Chen et al., 2017). Bu roli
diisiiniildiiglinde basta goriilen proliferatif artis bu bilgiyle ortiismektedir.

Karmasgik ve genetik olarak heterojen bir hastalik olan AH nin gelisiminde yer
alan genlerin belirlenmesinde 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir. AH gelisiminde rol
oynadig1 bilinen 6nemli genlerden ikisi APP ve PSEN genleridir (Blacker and Tanzi,
1998). Yapilan ¢alismalarda yiiksek APP ekspresyonunun, artmis Ap birikimine ve
karakteristik AH noropatolojisine yol actigi bildirilmektedir (Tcw and Goate, 2017).

Alzheimer modeli olusturulan hiicrelerdeki gen ifadesinin kantitatif 6l¢iimii
icin yapilan GZ-PZR ile elde edilen sonuglara gore APP geninin ifadesinde artig
gortliirken PSEN gen ifadesinde diisiis tespit edilmistir.

Bu sonuglar, presenilin  hipotezine gére PSEN gen ifadesi

azaldiginda/etkisizlestiginde amyloid beta iiretiminin artmasi ve nérodejenerasyonun

51



belirgin hale gelmesiyle (Shen and Kelleher, 2007) o6rtiismektedir.

BACEI1, APP'yi B-bdlgesinde bolen ve bunun sonucunda Ap peptidinin
iiretimine ve salinmasina yol agan transmembran aspartil proteazdir (Coimbra et al.,
2018). Yapilan ¢alismalarda BACEL proteininin AH'dan etkilenen beyin boélgelerinde
yiikseldigi gosterilmistir (Yang, 2003; Johnston, 2005) ve ¢alismamizda elde ettigimiz
BACEL ifade seviyesindeki yiiksek artisin bu verilerle uyusmasiyla birlikte yapilan
AB42 uygulamasimin hiicrelerde BACEI iizerinde 6nemli bir etkisi oldugunu

gostermistir.

GSAP (y-sekretaz proteaz), amiloid-beta protein iiretimini spesifik olarak
aktive eden dort temel bilesenden olusan biiyilk bir intramembran protein
kompleksidir. Yapilan ¢alismalarda kiiltiirlenmis hiicrelerde GSAP'nin devre dist
birakilmasinin A iiretimi igin y-sekretaz aktivitesini dogrudan azalttigi gosterilmistir
(Wong et al., 2019). Ek olarak Down sendromlu (DS) bireylerin yasamlarinin erken
donemlerinde yliksek seviyelerde AP peptitleri ve Alzheimer hastalig1 benzeri beyin
amiloidozu gelistirmesinin y-sekretaz aktive edici proteinin (GSAP) DS beyinlerinde
artmasi sonucu ile iliskili oldugu bildirilmistir (Chu et al.,2016). Yaptigimiz ¢alismada
Alzheimer modeli olusturdugumuz hiicreler iizerinde yapilan GZ-PZR sonucunda
GSAP gen ifadesinde anlamli bir artis tespit edilmesiyle, literatiir ile uyumlu veriler
elde edildigi goriilerek bu artigin hiicrelerde amiloid seviyelerinin arttifini net bir

sekilde aciklamaktadir.

BDNF sinaptik plastisite ve noronal hayatta kalma agisindan ¢ok 6nemli bir
proteindir (Diniz and Teixeira, 2011). Alzheimer hastaliginin (AH) patogenezinde,
BDNF geninin azalmis ifadesi 6nemli bir yer tutar (Jiao et al., 2016).

Yaptigimiz GZ-PZR analizi sonucunda SH-SYS5Y hiicrelerindeki BDNF
ekspresyon seviyesinin arttig1 tespit edildi. Elde edilen bu artisin BDNF’in sinir
hiicrelerinin hayatta kalmasini destekleyen bir protein olmasindan dolayi, hiicrelere
uygulanan patolojik AP42’nin toksisitesine karsi gosterdikleri ilk reaksiyon
olabilecegi gibi, model olusturma asamasinda SH-SY5Y hiicrelerindeki diger tim
genlerde Alzheimer hastalarinin hiicrelerindeki genlerin ifade seviyelerine yaklasilmis
olsa da, in-vitro galismalar sirasinda %100 benzerlik yakalamanin miimkiin olamama

ihtimalinden de kaynaklanabilecegi diistiniildi.

Yapilan ¢alismalarin artmasiyla AH patogenezinde epigenetik degisikliklerin
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onemli bir rol oynadig1 dogrulanmaktadir (Gao et al., 2022). Bu g¢alismalar, histon
belirteglerinin, AH'nin anormal tau fosforilasyonu ve AP protein plaklari gibi patolojik

ozellikleriyle biiyiik 6l¢iide iligkili oldugunu géstermistir (Narayan et al., 2015).

Bu Dbilgiler 1siginda Alzheimer modeli olusturdugumuz SH-SY5Y
hiicrelerindeki AP42 seviyesini diisiirecek kimyasallar i¢in optimum konsantrasyonu
belirlemek ve bu konsantrasyona maruz kalan hiicrelerin canlilik analizi i¢in yapilan
MTT testi sonucunda 5-AZA’nin 1uM konsantrasyon ile %11, 3-DZNep’in 1uM
konsantrasyon ile %12 ve SGC0946’nin 5 uM konsantrasyon ile %23 oraninda
Alzheimer modeli hiicrelerinde canliligi en ¢ok diisiiren en diisiik konsantrasyonlar

oldugu tespit edildi.

3-DZNep, EZH2'nin degradasyonunu hedefleyen bir S-adenosil metiyonin
bagimli metiltransferaz inhibitoriidiir. Yapilan c¢alismalarda EZH2'nin yiiksek
ekspresyonunun NB hastalarinin kétii prognozu ile korele oldugu gosterilmistir (Li et
al., 2018). Yaptigimiz bu c¢alismada farkli konsantrasyonlardaki DZNep’in hem
kontrol SH-SY5Y noroblastoma hiicrelerinde hem de AP42 hiicrelerinde hiicre

canliligin1 beklenildigi gibi anlamli sekilde diisiirdiigii tespit edilmistir.

SGC0946’nin uygulanan tiim konsantrasyonlarmin kontrol hiicrelerde
canlilig arttirdigr goriilmistiir. Fakat uygulanan konsantrasyon orani arttik¢a kontrol
hiicrelerde yiikselmis canlilik orant diismeye baslamis, AP42 hiicrelerde de

beklenildigi gibi hiicre canlilifinda anlamli sekilde diisiis gozlemlenmistir.

SH-SYS5Y hiicre hatt1 bir noroblastoma tiirevi olarak elde edilen ve bu nedenle
hiicrelerin farklilagma kaderini, canliligini, biiylime performansini, metabolik
ozelliklerini ve genomik stabilitesini etkileyen kanserli 6zelliklere sahiptir. Bu yiizden
SH-SYSY hiicreleri fizyolojik agidan normal ndronal ozelliklerden biiylik olciide
farklilik gosterir (Xicoy et al., 2017).

Bu bilgilere istinaden elde ettigimiz sonuglar; SGC0946’nin kontrol
noroblastoma hiicrelerinde kullanilan diisiik konsantrasyonlarin hiicrede baslangigtaki
molekiiler olaylar1 tetiklemis olabilecegini ve néroblastoma gibi DNA hasar1 olan
hiicrelerin diisiik konsantrasyondaki kimyasallara direng gostererek canliliklarinin
artmasina neden olmus olabilecegini diistindiirdii.

Kullanilacak kimyasallarin optimum konsantrasyonlar: belirlendikten sonra

NT ve belirlenen konsantrasyonlarda kimyasal uygulanan Alzheimer modeli

53



hiicrelerine, uygulama sonrasi AB42 seviyesinin 6l¢iimii i¢in yapilan ELISA analizi
sonucunda, DZNep’in ~%31, SGC0946’nin ~%30, 5-AZA’nin ~%24 oraninda Ap42
seviyesini disiirdigii tespit edilmistir. EK olarak hiicrelerde Alzheimer modeli
olusturuldugunda AB42 seviyesinin 6lglimii i¢in yapilan ilk ELISA analizi ile daha
sonra kimyasal uygulamasi i¢in 3-4 pasaj ilerletilen AB42 hiicrelerinde yapilan ELISA
analizi karsilastirildiginda bu hiicrelerin Kontrol hiicrelere gore ¢ok daha yiiksek
oranda AP42 iiretmeye basladig1 goriilmiistiir.

Hiicrelere uygulanan epigenetik inhibitorlerin gen seviyesindeki etkilerinin
analizi i¢in yapilan GZ-PZR analizi sonucu 1 uM DZNep uygulamasi sonrasinda NT
AP42 hiicrelerine gore PSEN ve BDNF genlerinin anlatiminda goriilen anlamli artis
ve GSAP gen anlatimindaki diistis DZNep’in AH ilisikli bu genlerin ifadesini
hastaligin seyrinde olumlu olarak degistirdigini gostermistir.

1 uM 5-AzaC uygulamasindan sonra APP ve GSAP genlerinin ifadesinde
goriilen diislis 5-AzaC’nin AH ilisikli bu genlerin ifadesini hastaligin seyrinde olumlu
olarak degistirdigini gostermistir.

5 uM SGC0946 uygulanan AB42 hiicrelerindeki PSEN ve BDNF gen
ifadelerindeki anlamli artis ve GSAP gen ifadesindeki diisiis SGC0946’nin AH ilisikli

bu genlerin ifadesini hastaligin seyrinde olumlu olarak degistirdigini gostermistir.
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6. SONUCLAR

Alzheimer hastaligimmin bilinen en ayirt edici 6zellikleri arasinda bulunan
amiloid-B plaklar1 ile ilgili son yillarda kapsamli arastirmalar yiiriitiillmesine
ragmen bu protein kiimelerinin hastaliktaki kesin rolii belirsizligini korumaktadir

(Sheppard et al., 2020).

AH vakalarinin biiyiik cogunlugu genetik olmayan faktorlerin bir sonucu
olarak kabul edilir. AH'nin baskin risk faktorii olan yaslanmada diizensiz epigenetik
mekanizmalarin  birikmesi, epigenetik mekanizmalarinnin birka¢ enzimindeki
mutasyonlar, bozulmus 6grenme ve hafiza olusumu gibi degisen ndrodejeneratif

stireclerle iligkilendirilmistir (Sanchez and Graff, 2015).

Yapilan caligmalarda epigenetik diizenleyicilerin aktivitesinin bazi ilaglar
tarafindan inhibe edilebilecegi gosterilmistir (URL-12) . Bu tez caligmasinda, AH
arastirmalarinda kullanilan SH-SY5Y hiicreleri AH n1 modellemek amaciyla AB42
proteini ile muamele edilerek, kontrol grubuyla karsilastirmalar yapildi. AB42
proteinin SH-SYS5Y hiicrelerinde kendiliginden iiretilmeye basladigi ELISA ve GZ-
PZR yontemleriyle tespit edildi. Hastaligin modellenmesinden sonra AP plaklarinin
seviyesini olumlu yonde degistirecegi beklenen metil transferaz inhibitorleri
uygulanarak Gergek-Zamanli PZR ile hastalikla iligkilendirilmis olan genlere ve
ELISA yontemi ile AP protein seviyesine bakilmasi sonucu anlamli iligkiler bulundu.
SGC0946, 5-AZA ve DZNep’in AP42 plaklarinin seviyesini anlamli sekilde
diistirmesinin tespiti ve iligkili genlerin ¢ogunda tespit edilen degisimler ile bu

kimyasallarin AP metabolizmasi tizerinde etkili oldugu goriilmiistiir.

Su anda, AH’da AP i¢in hedeflenen ilaglarla ilgili ¢ok sayida g¢alisma
basarisizlikla sonuglanmakla birlikte piyasada dolayli olarak AH {izerine etki eden
bazi ilaglar varsa da etkinlikleri ¢ok diisiik ve yan etkileri ¢ok fazladir. Bu nedenle AH

tedavisi i¢in yeni bir strateji gelistirmeye ihtiya¢ duyulmaktadir (Gao et al., 2022).

Yaptigimiz ¢alismada elde edilen sonugclar ile amiloid beta proteininin AH’da

onemli bir etken oldugu bir kez daha gosterilerek c¢alismamizda kullanilan
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kimyasallarin APB42 protein seviyesini diisiirerek AH tedavisinde uygun bir teropotik
ara¢ olarak kullanilabilecegi disiiniilmiistiir. Boylelikle calismamiz Alzheimer
hastaligt mekanizmasinin aydinlatilmasimna katkida bulunarak yeni terdépotiklerin

arastirilmasina 151k tutmaktadir.
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7. ONERILER

Yapilan bu tez ¢alismasiyla elde edilen veriler 1518inda Alzheimer hastaliginin
tedavisine yonelik daha fazla epigenetik inhibitor kimyasallar iizerine g¢alismalar
yapilabilir ve yapilacak bu ¢alismalarda s6z konusu kimyasallar kombine olarak

kullanilabilir.

Bu tez calismasi ve devaminda yapilacak arastirma projelerinde Alzheimer
hastalig1 tedavisindeki epigenetik faktorlerin daha iyi anlasilabilmesi a¢isindan RNA
sekanslamasi ve kromatin immiinopresipitasyonu gibi yontemler ile ¢alisilabilir ve bu
calismalarda kullanilabilecek kitlerin tiretimi gergeklestirilebilir. Bu sayede suan

tedavisi olmayan Alzheimer hastalig1 i¢in yeni tedavi segenekleri ortaya ¢ikabilir.
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