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OZET

PIROLOKINOLIN KiNON’UN (PQQ) SH-SYSY HUCRE HATTI
UZERINDE ANTI-ALZHEIMER ETKILERININ ARASTIRILMASI
YUKSEK LiSANS TEZi
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BiYOMEDIKAL MUHENDISLiGi ANABILIiM DALI
(TEZ DANISMANI: DOC. DR. ASLI SEMiZ)

DENIZLi, ARALIK - 2021

Alzheimer hastaligi (AH) ndropatolojik olarak B-amiloid plaklarimin
(APP) birikmesi, hiicre i¢i norofibriler diiglimler ve beyindeki ndronlarin kaybi
ile karakterizedir. AH'min nedeni belirsiz olmasina ragmen birkag¢ arastirmada,
bazi genlerin AH'nin artmasinda ve patogenezinde onemli Olgiilerde etkili
oldugu goriilmektedir. Pirolokinolin kinon (PQQ), metoksatin olarak da bilinen
bir redoks kofaktoriidiir. Hiicre kiiltiirii deneylerinde ve insan hastaliklarinin
hayvan modellerinde temel bir besin maddesi, antioksidan ve redoks
modiilatorii olarak islev gordiigli bilinmektedir. Son yapilan c¢aligmalar
PQQ'nun noroprotektif aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. PQQ'nun inme
modelinde noronal hiicre 6liimiinii 6nledigi bildirilmistir. Bu ¢alismada, insan
noroblastom hiicre hattinda (SH-SY5Y) PQQ’nun anti-Alzheimer etkinlikleri
arastirilmistir. Bilesigin SH-SYSY hiicreleri tizerinde EC05 ve EC10 dozlar
belirlendi. Her gene gRT-PCR analizi yapilmasi i¢in hiicrelere belirlenen
dozlarda PQQ uygulanarak total RNA izole edildi. Bilesigin APP, CD2AP,
PSEN1, PSEN2, SORL1, APOE, BIN1, CLU, MMP9, PICALM, CR1, MS4Al
ve ABCA7 ekspresyon seviyesi tizerindeki etkisi analiz edildi. PQQ bilesiginde
bu baglamda PSEN1 ve PSEN2 mRNA ekspresyon diizeylerinde 3,102 uM doz
uygulamasinda sirayla 4,18 kat ve 4,77 kat anlamli artma goriildii. Ayrica yine
ayni genlerin ekspresyon diizeylerinde 5,0054 uM doz uygulamasinda sirayla
4,44 kat ve 22,9 kat artma meydana geldi. Benzer sekilde CLU, ABCA7 ve
CR1 genlerinin mRNA diizeylerinde 3,102 uM doz uygulamasinda sirasiyla
3,97 kat, 9,84 kat ve 8,69 kat anlamli artma goriiliirken, ayni1 genlerin
ekspresyon diizeylerinde 5,0054 uM doz uygulamasinda sirayla 5,68 kat, 12,71
kat ve 5,65 kat artis goriildii. Bunun yaninda BIN1 ve MMP9 genlerinin
mRNA ekspresyon diizeylerinde 3,102 uM doz uygulamasinda sirastyla 10,06
kat ve 2,6 kat anlamli azalma ile 5,0054 uM doz uygulamasinda sirayla 7,24
kat ve 4,27 kat anlaml1 azalis goriildii. Alzheimer hastaligr ile iligkili genlerin
sonuglarina gore PQQ'nun terapdtik potansiyeli oldugunu sdyleyebiliriz.

ANAHTAR KELIMELER: Pirolokinolin Kinon, Alzheimer, Metoksatin,
SH-SY5Y



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTI-ALZHEIMER EFFECTS OF
PYRROLOQUINOLINE QUINONE (PQQ) ON SH-SY5Y CELL LINE
MSC THESIS
CANAN BAGCI TAN
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOMEDICAL ENGINEERING DEPARTMENT
(SUPERVISOR:ASSOC. PROF. DR. ASLI SEMiZ)

DENIiZLi, DECEMBER 2021

Alzheimer's disease (AD) is neuropathologically characterized by
accumulation of B-amyloid plaques (APP), intracellular neurofibrillary tangles,
and loss of neurons in the brain. Although the cause of AD is unclear, few
studies suggest that certain genes are significantly involved in the increase and
pathogenesis of AD. Pyrroloquinoline quinone (PQQ) is a redox cofactor, also
known as methoxatin. It is known to function as an essential nutrient,
antioxidant, and redox modulator in cell culture experiments and animal
models of human diseases. Recent studies have shown that PQQ has
neuroprotective activity. It has been reported that PQQ prevents neuronal cell
death in a stroke model. In this study, the anti-Alzheimer's activities of PQQ in
the human neuroblastoma cell line (SH-SY5Y) were investigated. EC05 and
EC10 doses of the compound were determined on SH-SY5Y cells. For qRT-
PCR analysis of each gene, total RNA was isolated by applying PQQ to the
cells at determined doses. The effect of the compound on the expression level
of APP, CD2AP, PSEN1, PSEN2, SORL1, APOE, BIN1, CLU, MMP9,
PICALM, CR1, MS4A1, and ABCA7 was analyzed. In this context, PSEN1
and PSEN2 mRNA expression levels in PQQ compound increased 4.18 fold
and 4.77 fold, respectively, at a dose of 3.102 uM. In addition, the expression
levels of the same genes increased 4.44 fold and 22.9 fold, respectively, in the
application of 5.0054 uM dose. Similarly, while the mRNA levels of CLU,
ABCA7 and CR1 genes were significantly increased by 3.102 uM dose
application, 3.97 fold, 9.84 fold and 8.69 fold, respectively, the expression
levels of the same genes were increased 5.68 fold, 12.71 fold and 5.65 fold,
respectively, at 5.0054 uM dose. In addition, the mMRNA expression levels of
BIN1 and MMP9 genes decreased 10.06 fold and 2.6 fold, respectively, at the
3.102 uM dose, and 7.24 fold and 4.27 fold, respectively, at the 5.0054 uM
dose. According to the results of the genes associated with Alzheimer's disease,
we can say that PQQ has therapeutic potential.

KEYWORDS: Pyrroloquinoline Quinone, Alzheimer, Methoxatin, SH-SY5Y
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ONSOZ

“Pirolokinolin Kinon’un (PQQ) SH-SYSY Hiicre Hatt1 Uzerinde Anti-
Alzheimer Etkilerinin Arastirilmas1” isimli calisma Pamukkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii Biyomedikal Miihendisligi ABD’da yapilarak yiiksek
lisans tezi olarak hazirlanmstir.

Pamukkale Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimine (PAUBAP) Tez projesi olarak sundugumuz bu ¢alisma PAUBAP
tarafindan 2020 FEBE 021 kodu ile desteklenmistir. Pamukkale Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimine destekleri igin
tesekkiirlerimizi sunuyoruz.
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Ciineyt TAN’a, zor anlarimda yanimda olup bana moral veren ablam Ayse
Burcu BAGCI’ya, destegini esirgemeyen babam Ibrahim Zeki BAGCI’ya
sonsuz tesekkiir ederim.



1. GIRIS

Alzheimer hastaligi (AH), noéronlar ve sinapslarin yikima ugramasindan
kaynakli beyin hiicrelerinin gorevlerini yerine getirememesine neden olan bir
hastaliktir. Bugiin 50 milyondan fazla insan, AH ile yasamaktadir ve diinya ¢apinda
sosyal ve saglik bakimlar1 i¢in yilda yaklasik 800 milyar dolar harcanmaktadir
(Prince ve dig. 2015). AH demansin en sik goriilen sebebidir, su anki tedaviler
sadece minimal etki edebilmekte ve beyin dejenerasyonunu 6nleyememektedir. AH
patolojik olarak tanimlanabilmektedir fakat AH’nin etiyolojisi heniiz kesin olarak
bilinmemektedir.  Bilimsel arastirmalar sonucunda beta amiloid, tau,
noroinflamasyonun degismesi ve ortaya ¢ikmasinin, AH'dan etkilenen néronlarin

AH’na kars1 aldiklar1 6nlemleri olabilecegini gostermektedir.

AH nérodejeneratif bir hastaliktir, kanserler ise asir1 proliferatiftir. Kanser ile
AH arasindaki iligkiyi hiicresel yollar ve molekiiler mekanizmalar ac¢isindan
anlamak, AH’nin arkasindaki patogenezi ve faktorleri daha iyi anlamaya yardimci

olmaktadir.

Piridin ile komplex iki karbon atomunun bir benzen halkasini igermekte olan
Pirolokinolin Kinon (PQQ), cift halkali CoH7N molekiiler formiile sahip aromatik
heterosiklik bir organik bilesiktir. PQQ; kinolin, metoksatin, benzopiridin ve
benzazin olarak da adlandirilmaktadir. Antioksidan 6zelliklere sahip, anyonik,
higroskopik, sarimsi yagli bir sivi olarak su, eter ve benzeri organik ¢oziiciilerde

¢oziinmektedir.

Son zamanlarda yapilan calismalar kapsaminda dogal kaynaklardan elde
edilen PQQ, nispeten basit yapilar olmasina ragmen 6nemli biyolojik aktiviteler
gostermis olup bilimsel toplulugun biiyiik ilgisini ¢ekmistir. Kinolin ve analoglari
tirozin kinazlarin, proteazom, tiibiilin polimerizasyonu, topoizomeraz ve DNA
onariminin inhibisyonundaki fonksiyon modlar1 acisindan incelenip, grubun
biyoaktif bir molekiilin uygun bir pozisyonunda ikame edilmesinin, derin bir

farmakolojik etki sagladigi bulunmustur (Gasparotto ve dig. 2006).



11 Amacg

Dogal ve esansiyel bakteriyel bir kofaktor olan PQQ baklagillerde,
meyvelerde ve yaprakli sebzelerde yaygindir ayrica insan ve fare anne siitiinde
yiiksek konsantrasyonlarda bulunan ¢ok giiclii bir redoks antioksidanmidir. Bu
calismada, PQQ’nun anti-Alzheimer etkilerinin SH-SY5Y noroblastom hiicre hatti
tizerinde arastirilmast hedeflenmektedir. Yapilmak istenen bu ¢alisma ile ¢ok giiclii
anyonik bilesik olan PQQ’nun anti-Alzheimer etkileri literatiire yeni bilgi olarak

kazandirilacaktir.



2. KURAMSAL BIiLGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1 Kanser

Baslangig evreleri, gelisimi siireci, ilerlemesi, yayilmasi ve en son hastada
biraktig1 sonuglar agisindan kanser, hastalar arasinda farklilik gosteren komplike bir
hastalik olmakla birlikte bu durum molekiiler ve hiicresel diizeyde de
goriilebilmektedir. Kanser hiicreleri yayilmak i¢in otonom olarak kontrolsiiz ve asiri
cogalmalariyla farkli doku ve organlara metastazlar olusturarak istila edip ¢ok
basamakli ve kompleks bir hastalik olarak davranigsal ve metabolik degiskenler
yaratmaktadir (Sekil 2.1). Kimyasal, c¢evresel ve genetik kosullar kanserin

olusumuna yol agabilir.

anormal ¢ogalma kitle olusumu farkli yere yayilma

Sekil 2.1: Kanser diyebilmek i¢in gereken olusumlar

Hiicre ¢esitliligine veya tedaviye verdigi cevap yoniinden bir¢ok farkli kanser
tirti bulunmaktadir. Kansere bagl 6liimler arasinda 6zellikle ¢ocuklarda basta gelen
nedenlerden biri olan beyin tiimorlerinin gogu ya 6liimciil sonuglar vermektedir ya da
beyin fonksiyonlarinda hasara neden olmaktadir (Jemal ve dig. 2005). Bu beyin

timori ¢esitlerinden birisi de noroblastomdur.

2.1.1 Kanser Hiicrelerinin Ozellikleri

Giliniimiizde teknolojinin de yaygilagsmasiyla DNA yapisini bozan birgok
etkene daha ¢ok maruz kalinmaktadir. Maruz kaldigimiz kimyasallarin her birinin
kendine 6zgii tehlikeleri vardir. Toksikolojinin temel ilkesi, toksik etkilerin meydana
getirdigi doza veya maruziyete bakmaktir ve bu giiniimiiz risk degerlendirmesinin
temelini olusturmaktadir (WHO IPCS 2010; NRC 2009). 1272/2008 sayili Avrupa

Kimyasallar Ajanst Yonetmeligi kapsaminda en yiiksek diizeyde kabul edilen



tehlikeler icin (6rnegin karsinojenlik, mutajenite, iireme toksisitesi ve solunum
hassaslastiricilari) ve diger bazi maddeler icin, kimyasallarin tabi oldugundan emin
olmak adina uyumlastirilmis siniflandirma ve etiketleme (CLH) yapilmaktadir
(ECHA 2013). Ciinkii tiitiin, aflotoksin (kiif mantar1 maddesi) gibi kimyasallar, mor
Otesi 1smlarin yaptigi radyasyonlar ve viriisler, mutasyonlari uyararak DNA
hasarlarina neden olmaktadirlar. Karsinojen denilen bu maddeler kansere yol
acmakta olup cok asamali kanser siirecinin ortaya ¢ikmasini tetiklemektedir. Bazen
de bu karsinojenler, timor tesvik edici madde gibi davranarak hiicre ¢ogalmasini

uyarip kanser olusumuna sebep olur.

Pek ¢ok kanser tiirti, yillar boyu viicutta biriken mutasyonlar sonucu
goriildiigii icin ileri yaslarda daha ¢ok rastlanmaktadir. Kanserin hiicresel gelisimi,
bir tek hiicrenin degisimi ile baslayip yeni bir klonal segilim olusturmak igin hizla
¢ogalarak metastaz, invazyon yaparak 6liime yol acana kadar ilerlemektir. Gelisimi
sliresince tiimor, klonal segilimi ile daha hizli ¢ogalir ve malign o6zellik

kazanmaktadirlar.

Timor tiirleri selim ve malign olmak tiizere dokuya zarar vermeyen,
yayillmayan ve c¢evredeki dokulara zarar verip lenfatik sistem ile diger bolgelere
yayilan olarak iki tip altinda birgok farkli kanser tiirli bulunmaktadir. Kanser hiicresi
metabolizmasimin genel ozellikleri iyi sekilde arastirilip belirlenmistir (Sekil 2.2)
fakat basladigr organa ve onkojenler ile onkompresorlerdeki bazi tekrarlayan

mutasyonlara bagli olarak kanser hiicresi metabolizmasi Onemli 6lgiide

degisebilmektedir (Flerin ve dig. 2020).



Replikasyon sinirsiz
Apoptoz olmama
Anjiyogenez siirekli
Farklilasmanin erken asamasinda durma
Otokrin gogalma uyarimi
Yilizey adezyonunda azalma

Doku istilasi ve metastaz

Sekil 2.2: Kansere neden olan hiicresel degisimler

Bir¢ok 0Ozelligi olan kanserde, metastatik yayilmayla tiimor biiyiimesine
sebep olan bu yetenekler tamamlayict ve ayirt edici etkide en yaygin olanlaridir
(Hanahan and Weinberg 2000).

2.1.2 Apoptoz ve Apoptoz Genleri

Programlanmig hiicre 6liimiine apoptoz denir. Apoptozis; fizyolojik hiicre
6liimii, hiicre intihar1 ve hiicre kaybi olarak da disiiniilebilmektedir. Hiicre i¢i yap1
bozularak DNA parcalanir ve apoptik cisimcikler olarak kiiciik kiiresel yapilara
boliniir. Hiicre digtan intaktir. Kiigiik cisimcikler de makrofajlar tarafindan fagosite

edilmektedir.

Kontrolsiiz hiicre dongiisiine ek olarak, apoptozdan kagmmma durumu da
kanserin ayirt edici 6zelliklerindendir (Luo ve dig. 2009; Hanahan ve Weinberg
2000). Kiigiik molekiillii CDK inhibitorlerinin ¢esitli kanser hiicrelerinde apoptozu
indiikledigi bilinmektedir (Grant ve Roberts 2003; Senderowicz 2004). Olmamasi
gerekirken gergeklesen apoptozis; AIDS, norodejeneratif hastaliklar, insiiline bagimli
tip diyabet, hepatit C infeksiyonu, miyokard enfarktiisii, ateroskleroz gibi ciddi
hastaliklardir. Olmasi gerekirken gerceklesmeyen apoptozun ise en 6nemli hastalik
sebebi kanserdir. Ornegin, akciger kanseri hiicre hatti A549 iizerinde flavonoid

maddesiyle yapilan bir arastirmada A549 hiicreleri tizerindeki antikanser etkisinin,



G2/M noktas1 ve apoptoz yoluyla ¢ok sayida hiicresel yolu takip ettigi gosterilmistir
(Park ve dig. 2012). Ayrica kaspazlarin ekspresyonunun ve Bax/Bcl-xL oraninin
diizenlenmesi yoluyla apoptozu indiikleyerek kaspaz-3'in A549 hiicreleri tizerindeki
aktivitesi artirlldigr  gozlemlenmistir (Park ve dig. 2012). Hiicre dongiisi
inhibisyonunun nedensel olarak apoptoza dahil olup olmadigi net olmasada, bu
gbzlemler, hiicre dongiisiinii ve apoptoz yollarini birlikte hedeflemenin antikanser
terapotikleri gelistirmek igin etkili bir strateji olabilecegini diistiniilmektedir (Kim ve
dig. 2011). Siklinler ve CDK gibi hiicre dongiisii diizenleyicilerinin ve Bcl-2 aile
proteinleri gibi apoptoz diizenleyicilerinin deregiilasyonu kanserde siklikla gozlenir
ve terapotik olarak direncin gelismesine katkida bulunabilmektedir (Agus 1999; Catz
ve Johnson 2003). CDK inhibitorleri, antikanser tedavileri igin terapdtik esigi
diistirme etkisindedir, bu da hiicre dongiisii ve apoptoz yolaklarinin kemosensitiviteyi

arttirdigini gostermektedir (Grant ve Roberts 2003; Shah ve Schwartz 2000).

2.2 Kanser Cesitleri

Kanser gelisimi, kontrolsiiz hiicre biiyiimesine yol agan ¢ok sayida diizensiz
stireci igermektedir (Vogelstein ve dig. 2013). Kanser Genom Atlast (TCGA) gibi
yakin zamandaki yiliksek verimli projeler, birgok yeni tiimor baskilayici genlerin
kesfedilmesine yol agmstir (Davoli ve dig. 2013)(Sekil 2.3).



Akciger Kanseri

Kanserle Iliskili Mutasyonlar:

Onkogen
Timor baskilayici genler

Hiicre dongiisi genleri
Hiicre danglisii kontrol noktasi genleri

Hiicre sinyal genleri
Hiicresel farklilasma genleri
Metastaz/istila genleri
Hiicre 6limdi genleri

Sekil 2.3: Bazi kanser tiirleri ve mutasyon ¢esitleri (Paul ve dig. 2019).

Kanser konumuna, baglangic hiicresine ve onkogenezi tesvik eden ve
terapGtik yaniti etkileyen genomik degisikliklerin spektrumuna bagli olarak sayisiz
farkli form alabilmektedir. Dogrudan fenotipik etkiye sahip bircok genomik olay
tanimlanmis olmasina ragmen, karmasik molekiiler manzaranin ¢ogu, bir¢ok kanser

soyu i¢in tam olarak anlagilamamistir (Weinstein ve dig. 2013).

Kanser arastirmalari, tiirlerin evrimsel dinamikleri, ekolojik ve demografik
sistemlerle ilgili caligmalardan elde edilen sonuglardan biiylik 6l¢iide faydalanabilir
(Korolev ve dig. 2014). Kanser, mutasyona ugramis, dolayisiyla, en kétii durumda,
yerlesik saglikli (islevsel) hiicreler pahasina genisleyen, islevsiz ve hatta islevsel
olmayan hiicreler kiimesidir. Bununla birlikte, bazi durumlarda koéti huylu
hiicrelerin, ¢ok cesitli rekabet¢i yerlesik (saglikli) hiicreler sistemi yoluyla
bastirilabildigine ve bdylelikle tiimor biiylimesinin Onlenebilecegine dair deneysel
kanitlar vardir (Newrzela ve dig. 2012, Gerdes ve dig. 2013, Diebner ve dig. 2016).
Karaciger kanseri, en yaygin altinci kanser ¢esidi olarak 2018'de 800.000'den fazla
yeni vaka ortaya c¢ikan ve 782.000 Oliimle kansere bagli dliimlerin dordiinciisii
olmustur (Bray ve dig. 2018). Kadin popiilasyonunda en yaygin kanser olan meme

kanserinin goriilme siklig1 yillar icinde artmasina ragmen Olim orani 1989'dan



2016'ya kadar %40 diigsmistiir (American Cancer Society 2019). Cilt Kanseri
Vakfi'na gore, diinya c¢apinda cilt kanseri orani artmaya devam etmektedir
(Foundation 2017). 2030 yilinda pankreas kanserinin kansere bagli 6liimlerin ikinci
en yaygin nedeni olacagi tahmin edilmektedir (Rahib ve dig. 2014). Pankreas
kanserinde bagvuru aninda, hastalarin sadece yaklasik %15'1 ameliyat i¢cin uygundur
ve hastalarin yaklasik %35'ine lokal olarak ilerlemis pankreas kanseri (LAPC) teshisi
konmustur (Vincent ve dig. 2011; Philip 2011; Reames ve dig. 2019). Beyinde
olusan kanser, bazi hasarlar sonucu hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ve kotii huylu
seyretmesiyle diinyadaki en yikici hastaliklardan biri olan beyin tiimoriine neden
olmaktadir. Bircok risk ve mekanizma yoniinden degisiklik gostermektedir. Tiimor
mikro ortami (TME), endotel hiicreleri, perisitler, fibroblastlar ve bagisiklik hiicreleri
dahil olmak {izere kanser hiicrelerine ek olarak birgok farkli kanserli olmayan hiicre

tipini de etkilemektedir (Quail ve Joyce 2013).

2.3  Beyin Tiimérleri

Beyin tiimorlerinin %901 merkezi sinir sistemindeki (CNS) tiimorlerdendir
(Johnson ve dig. 2017). Beyindeki en biiyiik primer tiimor gliomadir (%60,9), dortte
ticii ise glioblastoma ve astrositomdur (Neuro-Oncology Study Group 2019). 2012-
2016 doneminde glioblastoma, Amerika Birlesik Devletleri popiilasyonunda en koti
huylu timor (tiim tiimorlerin %14,6's1 ve kot huylu timérlerin %48,3'i) ve en iyi
huylu tiimor (tiim tiimorlerin %37,6's1 ve benign tiimdrlerin %53,3') idi (Ostrom
2019). Yilda 20.000'den fazla hastaya yiiksek dereceli glioma (kotii huylu beyin
timoril) teshisi konulmaktadir ve her yil tahminen 100.000 ila 200.000 yeni beyin
metastazi vakasi goriilmektedir (Jemal 2008) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4: Beyindeki iyi ve kotii huylu tiimér MRI gériiniimii (Saranya ve dig. 2020).

Noroblastoma (NB), ¢ocuklarda en sik goriilen ekstrakraniyal solid
malignitedir. NB ayrica 1 yasindan Once teshis edilen en yaygin c¢ocukluk g¢agi
timortdir (Maris ve dig. 2007). Bu malignitenin etiyolojisi hala belirsizdir. Cevresel
etkiler veya ebeveynden gelen kalitsal hastaliklar kesin olarak tanimlanamamistir
(Ries ve dig. 1999).

2.3.1 Noroblastom

Noroblastom, ¢ocuklarda ilkel sempatik ganglion hiicrelerinden kaynaklanan
en yaygin ekstrakraniyal tiimordiir ve yliksek derecede maligniteye sahiptir (Gains ve
dig. 2018; Stenman ve dig. 2017). Noroblastoma siklikla 0-4 yag arasi ¢ocuklarda
goriiliir ve 15-19 yas arasi ¢ocuklarda ¢ok nadir goriiliir (Steliarova-Foucher ve dig.
2017). Tan1 anindaki hastalik evresine bakilmaksizin ergenlik ve yetigkinlikte
sagkalim zayiftir (Suzuki ve dig. 2018). Ozelliklerinden biri, kanser metabolizmast,
proliferasyonu ve ilerlemesi i¢in gerekli reaktif tiirlerin birikmesi nedeniyle oksidatif

stresin tiretilmesidir (Rita ve Strappazzon 2020).

Noroblastoma hiicreleri yiiksek bir proliferasyon orani ile Karakterize
edildiginden, genellikle Parkinson hastaligt veya Alzheimer hastaligi gibi
norodejeneratif patolojileri incelemek igin noronlari taklit ederek in vitro elektif bir

model olarak kullanilmaktadir (Rita ve Strappazzon 2020). Noroblastomanin tek bir



nedene bagli oldugu veya beynin tek bir bolgesine lokalize olan patolojiyi yansittigi

kesin degildir.

2.3.2 Alzheimer Hastahg Etiyolojisi ve Risk Faktorleri

Demansin 6nde gelen nedeni olan AH, semptomlarin baslangict ve
ilerlemesinin bireyler arasinda 6nemli dlclide degistigi ilerleyici, ¢cok faktorlii bir
hastaliktir (Paolo ve Kim 2011; Vogel ve dig. 2018). AH'de lipid metabolizmasi,
immiin fonksiyon, amiloid prekiirsér protein metabolizmasi, oksidatif stres,
norotransmitter fonksiyonu ve mitokondriyal fonksiyonlar gibi ¢esitli fizyolojik
siregler degismistir ve bu degisiklikler metabolizmay1 etkileyebilmektedir

(Kaddurah-Daouk ve dig. 2013; IGAP 2015; Dehkordi ve dig. 2019).

Aloysius Alzheimer ilk olarak noéropsikolojik semptomlart ve talihsiz 51
yasindaki Auguste Deter'in (Sekil 2.5) beyninin mikroskopik incelemesinden elde
edilen bulgulari tanimladigindan, bu Alzheimer hastaliginin hastalik mekanizmasi ve
potansiyel tedavileri hakkinda bir¢ok arastirma yaymlanmustir (Alzheimer 1907).
Alzheimer'm tanimladigi semptomlar, neredeyse hastaligin ilk noéropsikolojik
karakterizasyonunu anlatmaktadir. Hafiza kaybi, davramis bozuklugu, kisa aralikl

bellek yitimi ve progressif (ilerici) bir hastalik anlamlarinda tanimlamalar yapmustir.
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Sekil 2.5: Alois Alzheimer (1864-1915) (solda) ve hastas1 Auguste Deter'in (1849-1906) (sagda)
fotograflari.

Alois Alzheimer, alzheimer hastasi olan Auguste Deter 6ldiigiinde o zamanlar
yeni olan giimiis boyama histolojik teknigini kullanarak beynini mikroskobik olarak
incelemis ve simdi adini tasiyan hastaligin ayirt edici 6zellikleri olacak olan noritik
plaklari, norofibriler yumaklar1 ve amiloid anjiyopatiyi gézlemlemistir (Alzheimer
1911) (Sekil 2.6).

Early Stage Late Stage
\ ) qgé

Sekil 2.6: Alzheimer tarafindan Auguste Deter'in, "Uber eigenartige Krankheitsfille des spiteren
Alters" isimli 1911 tarihli makalesinden erken ve gec evre norofibriler yumak patolojisinin eskizleri.

Alzheimer hastalarinda kisa sozel hafiza kaybi, ruh hali degisimleri, siireli

hafiza kaybi, motivasyon kaybi, performansta genel diisiis, muhakeme, karar verme
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ve plan yapma sorunlari, giinliikk aktiviteleri gergeklestirmede eksiklik ve biligsel
yeteneklerin ve kazanilan becerilerin azalmasi durumlari olmaktadir (Geldmacher ve
Whitehouse 1997; Nussbaum ve Ellis 2003; Mistridis ve dig. 2015; Mahmoudvand
ve dig. 2016; Li ve dig. 2018). Ayrica, bu hastalar siklikla depresyon, anksiyete ve
psikoz dahil olmak {izere demansin davranigsal ve psikolojik semptomlarini
gostermektedir (Cerejeira ve dig. 2012; Rosenberg ve dig. 2015). AH gelisimi ile
iliskili risk faktorleri arasinda yas, AP ve tau proteinlerinin birikimi, presenilin-1 ve
Apolipoprotein E (ApoE) genleri gibi genetik c¢esitlilik, aile 0ykiisii, kardiyovaskiiler
risk faktorleri ve bulasict hastaliklar (6rn., mantar, bakteri ve parazit) yer almaktadir
(Querfurth ve LaFerla 2010; Bekris ve dig. 2010; Bruijn ve lkram 2014; Souza ve
dig. 2018). Oksijenin beyne tasinmasi ve kan dolasimindaki azalmasi AH
etiyolojisinde bir mekanizma olarak gérev yapabilmektedir (Chang ve dig. 2007).

Tiirkiye'de yaklagik 600 bin Alzheimer hastasi, yaklasik 1 milyon demans
hastas1 bulunmaktadir (Kulaksizoglu 2017). 2021 yili igin Science Direct Alzheimer
hastalign (AH) icin 252.770°den fazla icerik gostermektedir. Iceriklerden birgogu
anormal fosforile ve toplanmis tau proteininden olusan hiicre igi ndorofibriler
digiimlerin (NFT'ler) AH'de néron kaybimmi ve uzamsal hafiza kaybini nasil

indiikledigini agiklamaktadirlar.

2.3.3 Alzheimer Hastaligi Klinik Bulgular ve Evreleri

Klinik evreler, AH’nin yillar siiren siirekliliginden dolayi, hafif biligsel
bozulmadan demansa kadar degiskenlikler gostermektedir. Iki tip AH tanimlamasi
yapilabilir; biri genetik mutasyonlarla iligkili erken baglangich ailesel tip, digeri ¢cok
yaygin ge¢ basglangigli form, kofaktorleri icerebilen ¢ok faktorlii bir siire¢ olmaktadir
(Shima ve dig. 2010). AH, korteks ve hipokampusta geri doniisiimsiiz noron kaybi
(Nussbaum ve Ellis 2003), graniilovakuolar dejenerasyon (Simchowicz 1911), AB1-
42 peptidinin birikmesinin neden oldugu amiloid-beta (Ap) plaklari, norofibriler
yumaklar (NFT'ler) mikrotiibiil iligkili bir protein (White ve dig. 2014; Li ve dig.
2018) ve noropil iplikleri (yani kivircik lifler) (Gallyas 1971) tarafindan
olusturulmustur. Ayrica NFT ve AB, AH'na 6zgii degildir ve merkezi sinir sisteminin
(CNS) diger kosullarinda iretilmektedir (Mawanda ve Wallace 2013). AH’nin
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patogenezi tam olarak kesinlesmemis olmakla birlikte agirlikli olarak, hastaligin
baslatilmasinda veya yayilmasinda kilit rol oynadig1 diisiiniilen amiloid beta ve
fosforile tau protein agregatlarinin birikimlerine dayanmaktadir (Donovan ve dig.
2020). Bunlarin yaninda norotransmitter kaybi, sinaptik proteinlerdeki degisiklikler,
serebrovaskiiler hastalik ve inflamasyon benzeri diger siireglerden de
bahsedilmektedir (Donovan ve dig. 2020).

2.3.3.1 Preklinik Evre

In vivo biyobelirteclerin gelistirilmesi ile AH’nin tanisini demans evresinden
prodromal evreye tasidi yani semptom baslangicindan once teshis edilebilme imkan1
saglanarak preklinik tani1 potansiyelini ortaya ¢ikarmistir ve bu gelismeler, AH nin
ikincil evresinin Onlenmesi i¢in potansiyel tedavilerin test edilmesine olanak
saglamaktadir (Dubois ve dig. 2021). Genel AH siiresi 24 yil (60 yas) ile 15 y1l (80
yag) arasinda degismektedir. Yapilan bir ¢alismada; 70 yasinda preklinik AH ile
bagvuran bireyler i¢in, tahmini preklinik AH siiresi 10 yil, prodromal AH 4 yil ve
demans 6 yil olarak bulunmustur (Vermunt ve dig. 2019). Erkek cinsiyet, klinik
ortam, APOE ¢4 allel tasiyiciligl ve anormal beyin omurilik sivisi tau daha kisa siire
ile iligkilendirildi ve bu etkiler hastalik evresine bagli olmaktadir (Vermunt ve dig.
2019). NIA-AA kriterleri 2011 yilinda, amiloid kaskadi hipotezini kullanarak ii¢
farkli preklinik asama tanimlamistir bunlarin birincisi amiloid lezyonlari, ikincisi
ndrodejenerasyona neden olan tau patolojisi ve iiciinciisii ise belli belirsiz biligsel
degisikliklerin ortaya g¢ikmasi olarak tanmimlanmigtir (Hardy and Higgins 1992;
Sperling ve dig. 2011).

2.3.3.2 Hafif Evre

Prodromal olarak da adladirilan bu donem, ilk baslarda AH’nin teshisi birkag
alan1 etkileyen Onemli ilerleyici biligsel bozulma veya giinliilk yasam {iizerinde
belirgin islevsel etkilere neden olacak kadar siddetli norodavranigsal semptomlarla

karakterize klinik bir sendrom olan demansa dogru yol almaktadir (Scheltens ve dig.
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2021). Yavas sekilde ilerleyerek kisa siireli hafiza kaybina neden olarak hasta bir

onceki giin ne yiyip ne yaptigini hatirlamayabilir.

2.3.3.3ileri Evre

fleri evrede hastanin giinliik islerinde aksama, yakinlarin1 tanimada giicliik,
konusma, yiirimede zorluk ve psikolojik olarak bozulmalar olabilmektedir. Hastaligi
ileri seviyeye tasimada ayrica sebep olabilecek baska yan nedenlerde olabilir;
metabolik bozukluklar, psikiyatrik bozukluklar veya uyku apnesi gibi gézlenen
degisikliklerden norodejenerasyon veya AH’dan bagka birgok neden sorumlu
olabilmektedir (Chipi ve dig. 2019).

2.3.3.4 Agir Evre

Son agama olarak demans donemi yani yataga bagimli agir yasam evresi
meydana gelmektedir. Yasa ve risk faktorlerine gore ayarlanmis bireysellestirilmis
tahminlerin ortaya ¢ikmasi ve kardiyovaskiiler risk faktorlerinde oldugu gibi riski
siralama gibi modelleme yapilmasi daha erken zamanl tani asamasi saglayacaktir
(Perk ve dig. 2012). Demansi olan bir kisi artik tamamen bagimsiz degildir ve bu
bagimsizlik kaybi, demansi hafif biligsel bozukluktan ayiran temel 6zelliktir (Jack ve
dig. 2018).

2.3.4 Alzheimer Hastaligi’nda Erken Baslangich Genetigin Rolii

Bilissel (diisiincesel) bozukluk, normal yaslanmaya bagl bilissel degisiklikler
ile AH’nin sebep oldugu daha ciddi problemler arasinda bir gecis basamagidir ve
heniiz zihinsel fonksiyonlardaki bozulmalar giinliik yasami etkileyecek kadar ciddi
boyutta olmamaktadir (Mayo Clinic Staff 2012). AH'nin gelisiminde Sinaps kaybinin
erken bir olay oldugu diistiniilmektedir (DeKosky ve Scheff 1990; Masliah ve dig.
2001; Scheff ve dig. 2007) ve hastaligin erken asamalarinda, islev bozuklugu ve
sinaps kaybi1 bulunmakta olup biligsel semptomlarla baglantili olarak ndéronal kayip

ve norodejenerasyondan 6nce meydana geldigi disiiniilmektedir (DeKosky ve Scheff
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1990; Henstridge ve dig. 2016). Bu yiizden erken AH teshisinde sinaptik proteinler,
hastalik ilerlemesini ve hastaligi modifiye edici terapoétiklerin etkilerini izlemek igin

biyobelirte¢ olma potansiyeline sahiptir (Hoglund ve dig. 2020).

AH icin yeni tedavilerin aragtirllmasi devam etmektedir ve hastaligin
gidisatin1 degistirebilecek tedavinin uygulanmasina erken teshis de eslik etmelidir;
klinik semptomlarin heniiz ortaya ¢ikmadigi klinik 6ncesi asamadir (Bringas ve dig.
2020). Bu anlamda yapilan bazi ¢alismalar mevcuttur. Ornegin, ivmedlcerin klinik
faydasi tanisal amaglar i¢in degerlendirilmis olup bunun sonucunda saglikli insan
verilerini demansh hastalardan (Gietzelt ve dig. 2013) ve demanstan 6nce gelen
ancak buna donlismeyen bir durum olan hafif kognitif bozukluklar1 (MCI) yasayan
hastalardan ayirt etmeyi de miimkiin kilmistir (Hausdorff ve dig. 2018). Ayrica
Klunk ve meslektaglari beyinde amiloid birikimini ortaya ¢ikarmak i¢in PET
goriintiileme ile kullanim i¢in Af'ya baglanan bir ajan gelistirmistir (Mathis ve dig.
2003). PET goriintiileme ile kullanilabilen tau baglayici ajanlar da yakin zamanda

gelistirilmistir (Brosch ve dig. 2017).

Otozomal dominant AH, bellek testi performansinda diisiis, atipik
semptomlar ve diger norolojik Ozellikler dahil olmak iizere degisken bir klinik
fenotipe sahip olmaktadir (Ryan ve dig. 2016). Erken baslangi¢l otozomal dominant
Alzheimer hastaliginda (AH), presenilin 1 (PSEN1), presenilin 2 (PSEN2) ve
amiloid oncli protein (APP) genlerindeki mutasyonlar, hastaligin seyrinin erken
presemptomatik evrelerden itibaren arastirilmasina olanak saglamaktadir (Almkvist
ve dig. 2019). Beyinde AP birikimi, APP, presenilin 1 (PSEN1) presenilin 2
(PSEN2) ve apolipoprotein E (APOE) genleri hastaliga neden olan kalitsal
varyantlarla iligkilidir (Goate ve dig. 1991; Saunders ve dig. 1993; Sherrington ve
dig. 1995; Rogaev ve dig. 1995; Bales ve dig. 1997).

2.3.4.1 Amiloid Prekiirsor Protein (APP) Geni

Sinaps gelisimi, néromiiskiiler kavsakta bakim, sinaptik iletim ve kalsiyum
homeostazi i¢in sinir sistemindeki APP ¢ok dnemlidir (Arnhold 2020). APP'nin artan
ifadesinin hipoksik ve iskemik kosullar altinda noroprotektif olarak etkilendigi

diistiniilmektedir (Arnhold 2020). Bu protein, hiicre yiizeyinde bulunan tek gecisli bir
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transmembran proteinidir ve iki yoldan da boéliinebilmektedir: a-sekretaz veya b-
sekretaz (Sekil 2.7) (Nussbaum ve Ellis 2003). Asil birikim, AB’nin 40 veya 42
amino asit kalintisindan olusan, oncii protein lizerindeki B- ve y-sekretazin ardisik
boliinmesinden kaynaklanmakta olup AB42 formu daha fibrilojeniktir ve bu nedenle
AH ile iligkilidir (Arnhold 2020). Coziiniir AB, beyin omurilik sivisinda bulunur ve
¢oziinlir Ap oligomerleri, zarlarla etkilesime girerek zarlarda, néronlara diizensiz bir
Ca*? akisina izin veren iyon kanallar1 olusturabilmektedir (Arnhold 2020). APP en
¢ok noronlarda ve oligodendrositlerde RNA diizeyinde ifade edilmektedir (Marian ve
dig. 2020).

B- Amiloid Oncil Proteinin Normal Ala692Gly Mutasyonunun isleme Val717Gly, Val717lle ve Val717Phe
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Sekil 2.7: a-, b- ve c- sekretazlar tarafindan APP boliinme yollari, toksik AB42 peptidinin
olusturuldugu adimlar gértilmektedir (Panel A). Panel B ve C, APP geninde artan AB42 {iretimine yol

acan ¢esitli yanlis anlamli mutasyonlarin etkisini gostermektedir (Nussbau ve Ellis 2003).

APP tastyicilarindaki biligsel diisiis, klinik baslangicindan 14 yil once
baslayip kademeli olarak ilerlemektedir (Almkvist ve dig. 2019). Farkli mutasyonlara
sahip tastyicilarin verilerine gore biligsel diisiisiin baslangicinin ve hizinin degistigine
dair bulgular, fizyolojik islevde degisikliklere yol acan APP metabolizmasindaki
varyasyonlarla iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir (Hunter ve Brayne 2018; O'Brien
ve Wong 2011; Shepherd ve dig. 2009, Thordardottir ve dig. 2017). Bu bulgular,
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hastanin beynindeki ndorofibriler yumaklarin dagilimini tanimlayan ndropatolojik

verilere dayanmaktadir (Braak ve Braak 1991).

Transmembran amiloid Oncii proteini (APP), APPB'yi olusturmak icin B-
sekretaz tarafindan sirayla boliintip ardindan APPf'nin y-sekretaz yoluyla

boliinmesiyle AP tiretilmektedir (Peng ve dig. 2020).

2.3.4.2 Presenilin 1 (PSEN1) Geni

PSENL1 tasiyicilarindaki bilissel diisiis, klinik baslangica yakin bir zamanda
baslayip hizla ilerlemektedir (Almkvist ve dig. 2019). PSEN1 ve homologu PSEN2,
yapisal olarak benzer integral membran proteinleri olarak hidrofilik bir hiicre igi
halka bolgesi ve dokuz transmembran alani igermektedirler (Hooli and Tanzi 2016).
Her iki protein de endoplazmik retikuluma ve golgi cisimcigine yerlesip AP
fragmanlarini salmak i¢in amiloidojenik yol ile APP'nin islenmesinde anahtar bir role
sahip olmaktadirlar (Strooper 2003; Hansson ve dig. 2004).

2.3.4.3 Presenilin 2 (PSEN2) Geni

PSEN2 mutasyon tasiyicilarinin biraz daha ge¢ bir baslangic yasi oldugu
disiiniilmektedir (Jayadev ve dig. 2010; Ryman ve dig. 2014). Ayrica PSEN2
mutasyonlarinin diger mutasyonlara gore daha degisken penetrasyonu bulunmaktadir
(Rogaeva ve dig. 2006). PSEN2'nin asir1 ekspresyonunun in vivo veya in vitro AH
modellerinde varoldugu kanitlandigr gibi, PSEN2 A iiretiminden sorumlu
olmaktadir (Jia ve dig. 2007). Presenilin gii¢lendirici protein 2, vy-sekretaz
kompleksinin ayrilmaz bir bileseni olarak y-sekretazin kataliz aktivitesi i¢in onemli
bir rol oynamaktadir (Ruishan ve dig. 2006; Zhi-Yong ve dig. 2017). PSENZ2 ile ilgili
olarak patojenik yeni muhtemel varyantlar arastirilmaya devam edilmektedir
(Guerreiro ve dig. 2010).

2.3.5 Alzheimer Hastaligi’nda Ge¢ Baslangich Genetigin Rolii
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AH patolojisinin, agik demansa yol acan hafif biligsel bozulma asamasi
yoluyla herhangi bir semptom olmaksizin mevcut olabilecegi, 15-25 yillik bir siireye
yayilan AH’nin stirekliligine isaret etmektedir ve bunamanin son asama oldugunu

gostermektedir (Scheltens ve dig. 2021).

2.3.5.1 Apolipoprotein E (APOE) Geni

ApoE ve Apol, esas olarak astrositler tarafindan sentezlenir, néronlarda ve
oligodendrositlerde lipid metabolizmasini diizenler ve katabolizma i¢in beynin
fagositik hiicrelerine, mikrogliaya lipidleri iletir. Bu yol, toksik AB'nin temizlenmesi
icin de 6nemlidir (Marian ve dig. 2020). APOE'nin amiloid-f serbestligi yoluyla
amiloid ile iligkili olduguna dair igerikler bulunmakta olup; APOE'in AH’mi
duraganlastiran ve iyilestiren etkilerinin arastirmalar ig¢in yaygin olmasina ragmen,
bir kesif olarak kalmakta olup son derece kisitli klinik kullanima sahiptir (Bansal ve
Singh 2019). 65 yas istii bireylerde yaygin olarak apolipoprotein A (APOE)
genindeki polimorfizm major bir genetik risk belirleyicisi olmaktadir (Onyango ve
Stokin 2021). Sporadik tip, bir canlida gelisigiizel ortaya ¢ikan, kalitsal olmayan
genetik olarak degisime ugrayan hastalik seklidir. Amiloid 6ncii protein, presenilin-1
ve presenilin-2 mutasyonlar1 ailesel AH ile iligkilendirilirken, apolipoprotein E
(ApoE) geni sporadik tip ile iliskilendirilmistir (Gale ve dig. 2018).

2.3.5.2 Sortilin Related Reseptor 1 (SORL1) Geni

SORL1'in olmamas1 durumunda, APP holoproteinini retromer geri doniisiim
yolundan uzaklastirilir ve APP'yi B-sekretaz boliinme yoluna yonlendirerek APPS(
tiretimini arttirmaktadir (Rogaeva ve dig. 2007). Rogaeva ve digerlerinin yapmis
oldugu bir arastirmada, SORLI noéronal smiflandirma reseptoriindeki kalitsal
varyantlarin ge¢ baslangichh AH ile iliskili oldugunu kanitlayarak SORL1 geninde
(LR11 veya SORLA olarak da bilinen) en az iki farkli intronik dizi kiimesinde
meydana gelen varyantlarin, SORL1'in dokuya 6zgii ekspresyonunu diizenleyebildigi
bulunmustur. Ayrica SORL1'in APP’yi geri doniisiim yollarina yonlendirdigini ve

SORL1 yeterince ifade edilmediginde APP'nin Ap iireten bolmelere ayrildigini da
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gostermektedirler. Bu veriler ile SORLI1 ekspresyonundaki veya islevindeki kalitsal
veya edinilmis degisikliklerin, AH na neden olmada mekanik olarak rol oynadigini

gostermektedir (Rogaeva ve dig. 2007).

2.3.5.3 ATP Baglayic1 Kaset Alt Ailesi A Uyesi 7 (ABCA7) Geni

ABCAY7, geg¢ baslangigli AH (GBAH) hastalariin biiyiik kohortlarmin (belli
bir ortak 6zelligi olan kisiler) genom calismalarinda AH igin bir risk geni olarak
tanimlanmstir (Hollingworth ve dig. 2011). ABCA7'nin fagositoza aracilik ettigi ve
membran aligverisini etkiledigi gosterilmistir (Satoh ve dig. 2015). Ayrica farkli
hiicre hatlarinda ABCA7'nin baskilanmasi ile B-sekretaz boliinmesi artarak yiiksek
AP miktarina sebep oldugu bulunmustur (Satoh ve dig. 2015). ABCA7 geninde AH
riskinin artmasiyla iliskili birden fazla bélge oldugunu diistinilmektedir ¢iinkii farkli
gen kiimelerinde lokuslar (gen konumlar1) belirlenmistir (Reitz ve dig. 2013).
ABCA7, biiyiik 6l¢tide lipit tasinmasi ve homeostazda yer alan ATP baglayici kaset
tasiyici ailesinin bir {iyesidir (Pohl ve dig. 2005). ABCAT7'nin kolesterol ve
fosfolipidlerin apolipoprotein aracili salinimini destekledigine dair arastirmalar
bulunmaktadir (Dohmae ve dig. 2004). Ancak bunun tersi arastirmalarda vardir
(Wang ve dig.2003).

2.3.5.4 Clusterin (CLU) Geni

Apolipoprotein J olarak da adlandirilan Clusterin geni i¢indeki AH riski, tek
niikleotid polimorfizmleri (SNP) yani organizmalar arasindaki tek DNA bazlarindaki
varyasyonlar arasindaki bir bolgeden kaynaklanmaktadir ve karmasik bir modele
sahiptir (Alfimova ve dig. 2019). Bu bulgular, klinik fenotipler i¢in faydali genetik
belirtegler saglamaktadirlar. Clusterin (apo J)’de vitronektine (hiicre yapigsmasini ve
yayilmasini destekleyen glikoprotein) benzer bir sekilde terminal yolu inhibe eden
cok islevli bir plazma proteinidir (Kew 2014). Clusterin’in apoptozun inhibisyonu,
kemoterapi ve radyoterapiye direncin artmasi yoluyla tiimoér hiicrelerinde
sitoprotektif (hiicre koruyucu etki) bir role sahip oldugu gosterilmistir (Figueroa ve
dig. 2019).
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2.3.6 Alzheimer Hastaligi’nda Rol Alan Bazi1 Genler

2.3.6.1 Fosfatidilinositol Baglayici Klatrin Birlesim Proteini (PICALM)

PICALM, AH ile giiglii iliski gosterdigi bulunmustur (Hooli ve Tanzi 2016).
AH'de koruyucu bir etki géstermekte olup, maya ve caenorhabditis elegans tizerinde
yiiriitiilen ¢aligmalarda Af'nin toksik etkilerini frenlemek i¢in PICALM homologlari
gosterilmistir (Treusch ve dig. 2011).

2.3.6.2 Membran Kapsayan 4A (MS4A) Ailesi

MS4A ailesinin iyelerinin Klinik ncesi modellerden elde edilen kanitlari ve
insanlardan elde edilen genetik kanitlar ile kanser, bulasici hastaliklar ve
norodejenerasyon gibi farkli patolojik ortamlarda 6nemli rollere sahip oldugu
bulunmustur (Mattiola ve dig. 2021). Bu nedenle, ¢esitli kosullar igin aday
biyobelirtegler ve terapotik hedefler haline gelmislerdir.

2.3.6.3 Tamamlayici Bilesen Reseptorii 1 (CR1)

Genom ¢apinda yapilan calismalarda CR1'in varyantlar1 ile Alzheimer
hastaliginin sporadik formu arasinda bir iligski belirlemistir (Killick ve dig. 2013).
CR1'in ve tamamlayici sistemin AH’daki rolii kesin olarak bulunamamuistir. Yapilan
aragtirmalarda CR1 geninin LOAD riski ile anlamli olarak iliskili oldugu
gosterilmektedir (Luo ve dig. 2014).

2.3.6.4 Koprii Olusturan Entegrator 1 (BIN1)

BIN1, amfifizin protein ailesinin bir iiyesidir, membran egriligi ve endositoz
olusumunda rol oynadig1 bulunmustur. Genom arastirilmalarinda, ge¢ baslangichh AH
i¢in ikinci en 6nemli duyarlilik lokusu olarak BIN1 geni tanimlanmistir (Andrew ve
dig. 2019).
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2.3.6.5 Matriks Metalloproteinaz 9 (MMP9)

Bir diger adi jelatinaz B olan MMP9, arastirmalarda en ¢ok kullanilan MMP
ailesinden biridir. Zimografi ve immiinohistokimya kullanilarak yapilan doku
calismalarinda kontrol dokusuna kiyasla MMP9 miktarinda artis goriilmiistiir (Baxter
ve MacTaggart 2009). MMP9 embriyonik gelisim, hiicre gocii, kemik gelisimi,
endokondral ossifikasyon, anjiyogenez, nétrofil fonksiyonu ve yara onarimi ile ilgili

fizyolojik siireglerde etkili rol oynamaktadir (Malemud 2017).

2.3.6.6 CD2 ile iliskili Protein (CD2AP)

CD2AP, T hiicre yapisma proteini CD2 ile etkilesime giren, lenfoid ve epitel
hiicrelerinde eksprese edilen bir adaptdr proteindir. CD2AP'deki gesitli varyantlar,
baz1 ¢aligmalarda AH riskini %10 arttirip AH’l1 beyinlerde noritik plak yiikiine sebep
oldugu bulunmustur (Hooli ve Tanzi 2016).

2.3.7 Alzheimer Hastahigi Olusumu fle Tlgili Hipotezler

ABD Ulusal Yaslanma Enstitiisii (NIA) ve Alzheimer Dernegi (AA) 2018
yilinda AH’nin tanimi ve teshisi i¢in amiloid B, tau, ndrodejenerasyon (ATN)
aragtirma gergevesini 6nerdi (Jack ve dig. 2018). Bu, Kklinik ve biyolojik bir tanidan
AH’nin hem asemptomatik hem de semptomatik evrelerde uygulanabilen tamamen

biyolojik bir tanima gegisine olanak tanimaktadir.

AH patolojik olarak kiimelenmis amiloid beta (Ab)'dan yapilmis amiloid
plaklarin, hiperfosforillenmis tau proteininin intranuronal birikintileri olan
norofibriler yumaklardan ve ndron ve sinaps kaybi nedeniyle beyin atrofisinden
olusan birikimiyle tanimlanir. AH alanindaki baskin hipotez olan amiloid kaskad
hipotezi, Ab'daki degisikliklerin tau'daki patolojik degisiklikler de dahil olmak tizere
bir olaylar dizisi baslattigin1 6ne stirmektedir (Hardy ve Higgins 1992; Hyman 2011).
Genetik calismalar, dogustan gelen bagisiklik sistemindeki degisikliklerin hastalik
riski saglamada da onemli oldugunu gostermektedir (Strooper ve Karran 2016;

Henstridge ve dig. 2019). Ab, glial, dogustan gelen bagisiklik degisiklikleri ve
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tau'nun noérodejenerasyona neden olmak icin nasil etkilesime girdigi, alanda 6nemli

bir bilgi boslugu olmaya devam etmektedir.

2.3.7.1 Kolinerjik Hipotez

AH'yi agiklamak igin Onerilen ilk teori kolinerjik hipotezdi ve o zamandan
beri hafif ila orta dereceli AH'yi tedavi etmek i¢in su anda onaylanmis tek ilaglarin
gelistirilme sebebidir (Bartus ve dig. 1982; Bartus 2000). Bu teori, AH hastalarinin
beyinlerinde kolinerjik aktivite kaybmin yaygin olarak goézlendigi bulgusuna
dayandirilmistir ve diger deneysel calismalar da O6grenme ve hafizada bir roli
oldugunu 6ne stiirmektedir (Davies ve Maloney 1976; Perry ve dig. 1981). Kolinerjik
hipotez, baslangicta AH hastalarinda hafiza bozuklugunu tersine g¢evirmede umut
vaat eden bagka bir kolinerjik tiir olan asetilkolinesteraz inhibitdrlerini (AChEI'ler)
kullanan erken klinik ¢alismalara yol acti (Craig ve dig. 2011). Kisacasi kanitlar,
AH’nin daha yaygin sporadik (belli bir kesim) formunun (AH vakalarinin %85')
baslangi¢c ndropatolojisinin, yasa baglh kolinerjik tiikenme veya islev bozuklugunun
temel bir durumu lizerine ortaya ¢iktigin1 ve AH'nin hayvan modellerinin bu bilimsel

gercegi icerdigini gostermektedir (Craig ve dig. 2011).

2.3.7.2 AP Kaskad Hipotezi

Amiloid-f (AB) yasam boyu beyinde iiretilir ve yaglilarda serebral kortekste,
AH’nda asir1 derecede birikir. Beyindeki arterler yaslandikca sertlesirler ve AB'nin
perivaskiiler eliminasyonu basarisiz olur ve bunun sonucunda AP beyin
parankiminde ve kan damari duvarlarinda serebral amiloid anjiyopati olarak birikir.
AH’nda AP'yi beyinden uzaklastirmak i¢in immiinoterapi gelistirilmektedir (Weller
ve dig. 2017).

2.3.7.3 Tau Hipotezi

Erken tau hipotezi, tau oligomerlerinin norotoksik oldugu gozlemleri, tau

patolojisi ile klinik korelasyonlar ve anormal tau hiperfosforilasyonlarinin beyin
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ndronlarmi etkileyen farkli degistirilmis molekiiler sinyaller i¢in ortak bir son yol
olusturdugu gergegi 1s1ginda giiglenmektedir (Maccioni ve dig. 2010). Yapilan
arastirmalar, ndrodejenerasyondaki sinyal kaskadlarimin aydinlatilmasiyla birlikte,
tau hiperfosforilasyonunun AH patogenezinde bir ortak yol olusturdugu ve tizerinde
bir dizi sinyal mekanizmasinin birlestigi ve bu fenomenin 6nce geldigi kavramina
dayanan bir hipotez varsayimina yol agmistir (Rojo ve dig. 2008; Fernandez ve dig.
2008; Maccioni ve dig. 2009).

2.3.7.4 Kolesterol Hipotezi

AH, esas olarak f-amiloid birikiminin neden oldugu karmasik ve ¢ok faktorlii
norodejeneratif bir hastaliktir ve ¢ok sayida ¢alisma, yiiksek kolesterol diizeylerinin
de AH patolojisinde bir islev gorebilecegini ve bu hastalikla kolesterol ile ilgili
birkag gen polimorfizminin iliskili oldugunu gostermistir (Xue-shan ve dig. 2016).
Hayvan ve hiicresel c¢alismalarin yanm1 sira artan epidemiyolojik kanitlar,
hiperkolesteroleminin AH ile yakindan iligkili oldugunu desteklemektedir. ApoE4
gibi hiperkolesterolemi ile iligkili birkag gen, AH insidansin1 artirmaktadir ve
kolesterol metabolizmasindaki degisiklikler, tau proteininin asir1 fosforilasyonunda

onemli bir islevi yerine getirmektedir (Paolo ve Kim 2011; Xiao ve dig. 2012).

Yiizyillar boyunca, dogal iiriinler dogrudan veya dolayli olarak 6nemli bir ilag
kaynagi olarak kullanilmistir. Dogal {irlinlerle ilgili geleneksel bilgiler, nérolojik
bozukluklar da dahil olmak {izere gesitli hastaliklarla ilgili ilaglarin gelistirilmesinde
fayda saglamistir (Veer ve dig. 2020). Dogal olarak bulunanilen pirolokinolin kinon
bilesiginin de antioksidan etkileri oldugu bilinmekte olup norodejeneratif

hastaliklarin tedavisi i¢in potansiyel gosterebilecegi diisliniilmektedir.

2.4 Pirolokinolin Kinon

PQQ, metoksatin olarak da bilinen bir redoks kofaktoriidiir. Toprakta,
besinlerde ve insan anne siitlinde bulunmaktadir. Hiicre kiiltiirii deneylerinde ve
insan hastaliklarinin hayvan modellerinde temel bir besin maddesi, antioksidan ve

redoks modiilatorii olarak islev gordiigli bilinmektedir. Anyonik, suda ¢oziniir bir
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bilesik olan PQQ, baslangigta kristalin bir aseton ilave maddesi olarak metilotropik
bakteri kiiltiirlerinden izole edilmistir. PQQ bulunduran enzimlere kinoproteinler
denilmektedir ve kinoproteinlerden biri olan glikoz dehidrojenaz, glikoz sensorii
olarak kullanilmaktadir. Birgok bakteriyel birincil alkol dehidrojenazin bir kofaktorii
oldugu 6ne stirtilmiistiir ve PQQ bakterilerdeki biiylimeyi uyarmaktadir.

2.4.1 Pirolokinolin Kinon’un Ozellikleri

PQQ, Hauge tarafindan 1964 yilinda kesfedilmistir (Hauge 1964). Bu kesfin
ardindan Anthony (1998, 2003), Salisbury (1979) ve Duine vd. (2001) bunu
metoksatin olarak bildirmistir. Metoksatin, metanol oksitleyici bir bakteriden izole
edilerek kristallestirilmistir (Forrest ve dig. 1981). PQQ, 4- ve 5- pozisyonlarinda
okso gruplarma ve 2-, 7- ve 9-pozisyonlarinda karboksi gruplarina sahip bir
pirolokinolindir (Sekil 2.8). Suda ¢dzilinen bir vitamin ve bir kofaktor olarak rol
oynamaktadir. Ortokinon, trikarboksilik asit ve bir pirolokinolin kofaktdriiniin
tiyesidir ayrica PQQ bir konjugat asididir (PubCehm). PQQ veya metoksatin, ¢oklu
prokaryotik dehidrojenazlar i¢in bir redoks kofaktoriidiir (Duine ve dig. 1990).
PQQ’nun zengin farmakolojik 6zellikleri ve besinlerdeki etkileri bilim insanlarinin
dikkatini ¢ekmektedir. PQQ, antioksidan 0zelliklere sahip, anyonik ve suda ¢dziinen
bir bilesiktir (Wen ve dig. 2018). PQQ baslangicta bakterilerde bir redoks kofaktorii
olarak bulunmus ve daha sonra bitkiler, hayvanlar ve insanlar i¢in temel bir besin
oldugu 6grenilmistir (Kasahara ve Kato 2003; Felton ve Anthony 2005; Rucker ve
dig. 2005).
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PubChem CID 1024
Molecular Formula CiaHgN, 0.

methoxatin
pyrroloquinoline quinone

72909-34-3

Synonyms 4,5-dioxo-4,5-dihydro-1H-pyrrolo[2.3-flquinoline-2,7,9-tricarboxylic
acid
Coenzyme pqq

Molecular Weight 330.21 g/mol

Sekil 2.8: Pirolokinolin kinon’un kristal yapis1 ve kimligi (PubChem).

PQQ’nun bilinen iiretim yontemlerinden birisi, zaman alic1 olan ve izomerleri
ve yan lriinleri uzaklagtirmak icin karmasik adimlar gerektiren organik kimyasal
sentez yontemidir (Kempf ve dig. 2006). Ikincisi, daha ekonomik ve cevre dostu olan
bir mikrobiyal fermantasyon yontemidir. Coklu gram negatif bakteriler PQQ'yu
sentezlemektedir (Ameyama ve dig. 1984; Urakami ve dig. 1992; Wang ve dig.
2007; Gak ve dig. 2015). PQQ, metilotrofik bir bakteri olan Methylovorus sp. MP688
(Zou ve dig. 2018), klonlanmis K. pneumoniae fragmanini i¢eren E. coli suslari
(Meulenberg ve dig. 1990), membrana bagli alkol ve glikoz dehidrojenaz igeren
asetik asit bakterileri (Matsutani ve Yakushi, 2018) PQQ icermektedir ve bu tiir baz1
bakterilerden PQQ sentezlenebilmektedir (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9: Asetik asit bakterilerinin PQQ'ya bagli dehidrogenazlari (Matsutani ve Yakushi 2018’den
alinmistir). MDH, metanol dehidrojenaz; AHH, alkol dehidrojenaz; GDH, glikoz dehidrojenaz; QDH,
kinat dehidrojenaz; IDH, inositol dehidrojenaz; PQQ-DH, karakterize edilmemis PQQ iceren
dehidrojenaz; SIdAB, gliserol dehidrojenaz (veya poliol dehidrojenaz); SNDH, sorboson
dehidrojenaz; a, MDH'nin biiyiik alt birimi; B, MDH'nin kii¢iik alt birimi; ADH'de A, ADH'nin biiyiik
alt birimi AdhA; ADH'de B, ADH'nin sitokrom alt birimi. Soluk yesil, sekiz kanatli f-pervane PQQ
alant; soluk mor, alt1 kanatli P-pervane PQQ alani. PP, periplazma; CM, sitoplazmik zar; CP,
sitoplazma.

PQQ, bitki mantar patojenlerini kontrol etmek, ekin bitkilerini gelistirmek,
hiicre biiylimesini ve stres toleransini iyilestirmek, antioksidatif etki ve noroprotektif
islev dahil olmak ftizere birgok fizyolojik ve biyokimyasal fonksiyonlari nedeniyle
gida, ilag ve tarim endiistrilerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Bishop ve dig.
1998; Rucker ve dig. 2009; Misra ve dig. 2012; Akagawa ve dig. 2015). PQQ'nun,
oksidatif stresi azaltip mitokondriyal fonksiyonu tesvik etmesiyle beyni, kalbi ve
karacigeri oksidatif stres kaynakli hasara kars1 korudugu bildirilmistir (Misra ve dig.
2012). PQQ’nun, yeni bir B vitamini benzeri bilesik olduguna inanilmaktadir ve
PQQ takviyesi damarsal demansi ve diyabet de dahil olmak {izere hastaliklar i¢in
olas1 bir tedavi yontemi olarak dikkat c¢ekmektedir. Fakat gidalarda PQQ
dagilimindaki belirsizliklerden dolayr bilesigin analiz edilmesinde zorluklar

yasanmaktadir (Kato ve dig. 2018).

PQQ eser miktarda da olsa, insan ve sigan dokularinda bulunmaktadir
(Kumazawa ve dig. 1992; Kumazawa ve dig. 1993; Kumazawa ve dig. 1995; Suzuki
ve Kumazawa 1997). Yakin zamanda PQQ ve tiirevi imidazolopirrolokinolin anne
sitlinde de 140 ila 180 ng/ml arasindaki konsantrasyonlarda bulundugu tespit
edilmistir (Mitchell 1999). Bu PQQ seviyesi, memelilerde biyolojik aktiviteye sahip
bir mikro besin olabilecegini diisiindiirmektedir, ancak heniiz memeli PQQ

gerektiren enzimler kesfedilmemistir.
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PQQ'un potansiyel fizyolojik o6zellikleri tam bilinememekle beraber, bir
antioksidan gibi davranabilmektedir; PQQ'nun O, ve OH" radikallerini etkin bir
sekilde temizledigi kesfedilmistir (Urakami ve dig. 1997). Baska farkli PQQ etkileri
olarak, sicangil B16-F10 melanomunda melanogenezi inhibe ettigi (Kosano ve dig.
1995) ve hiicre hatlarinda sinir biiyiime faktorii iiretimini arttirdigi gozlenmistir
(Murase ve dig. 1993; Urakami ve dig. 1995). Yiiksek dozda PQQ ise hayvan
modellerinde dokularda hipoksik ve iskemik yaralanmaya (Jensen ve dig. 1994),
kimyasal maddeye bagli nébete (Sanchez ve dig. 2000), karaciger hasarina (Tsuchida
ve dig. 1993; Jonscher ve Rucker 2019) yol agtig1 goriilmiistiir.

2.4.2 Kinolin ve Tiirevleri

Dogal kinolin ile tiirevi, antitimor ve antikanser aktivitesine sahiptir; kinolin
veya tlirevlerinin bazi kaynaklari ve kullanim yerleri Tablo 2.1'de gosterilmistir
ayrica kinolin ve tiirevleri bir¢cok biyolojik aktiviteye sahip oldugu ve Onemli
antikanser aktivite gosterdigi bilinmektedir (Jain ve dig. 2019). Kiiltlirlenmis
hipokampal noronlarda glutamat kaynakli apoptozun, takip eden PQQ tedavisi ile
onemli dlciide zayifladigr ve bunun da Ca?* akisinda kaspaz 3'te glutamat kaynakli
artis1 engelledigi; aktivitesinin ROS {iretimi ve Bcl-2/Bax oraninda glutamatin neden
oldugu azalmayi tersine ¢evirdigi bulunmustur (Zhang ve dig. 2017). SW1353
hiicrelerinde, PQQ’nun konsantrasyonuna ve gecen zamana bagli olarak ROS
birikiminin arttig1 gézlenmistir ve PQQ apoptozu indiiklemistir (Wen ve dig. 2018).
Bagka bir yapilan ¢alismanin sonucunda, mono (2-etilheksil) ftalatin tip 2 diyabet ile
iliskili olan beta adacik hiicrelerinin (INS-1 hiicreleri) otofajiye bagimli apoptozu
lizozomal ve mitokondriyal eksenle indiikledigini goriilmiistiir ve buna ilave olarak
PQQ, ROS'u regiile ederek bu islemi gelistirmis ve bir derece koruma saglamistir
(Shi ve dig. 2019). Kaspaz 3'lin protein ekspresyonunun travmatik beyin hasar
sonrasinda arttigini ve ekspresyonun, PQQ ile tedavi edilerek azaltildigi bulunmustur
(Wen ve dig. 2018). PQQ'nun hiicre dongiisiinde MeHg (organik civa) ile indiiklenen
S-faz1 tutuklama oranini azalttig1 ve erken asamalarda olusan apoptozu bloke ettigi
ortaya konulmustur (Zhang ve dig. 2008). Genis kapsamli kinolin bazli antikanser
ajanlarin giincel gelismeleri hakkinda kapsamli incelemeler bulunmaktadir (Jain ve

dig. 2019). Su anda insan malignitelerinin tedavisinde kullanilan kinolin bazh
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antikanser ilaglarinin ¢ogu ve gelistirilmekte olan birka¢ yeni ilag serisi, kalict DNA

hasaria neden olan topoizomeraz enzimlerini tedavi etmekte yardimci olmaktadir

(Schmidt ve dig. 2008).

Tablo 2.1: Kinolin ve tiirevlerinin kaynaklar1 ve kullanim yerleri (Jain ve dig. 2019).

Referans | Bilesik Yapist | Kinolin Tiirevi Kaynak Kullanim
Amaci
Ortiz ve “o Berberin Berberidaceae | Kolon kanseri
dig. 2014 00
Wall ve il i Kamptotes Camptotheca | Topoizomeraz
dig. 1966 S T o) acuminate, inhibitorii
=y 1 Notihapodytes | (antikanser
HC foetida ajan)
Haseeb ve Chelidonine Kirlangigotu Akciger ve
dig. 2007 pankreas
kanseri
Haseeb ve Keleritrin Kirlangigotu Akciger ve
dig. 2007 pankreas
kanseri
Abdel ve il Dictamine Dictaminus HepG2
dig. 2014 \/ 3\ albus hiicrelerine
LS sitotoksisite
Cai ve dig. 1 o Lavendamycin | Streptomyces | Antitimor
2010 T I levendulae antibiyotik
Djerassi ve "’Com Lophocereine | Lophocereus | Antitiméor
dig. 1958 "o j\rﬁﬁj schotti antibiyotik
Tan ve oLy | Nitidin Zanthoxylum | Topoizomeraz
dig. 1991 | O Ny nitidum inhibitorii
- ’ (antikanser
ajan)
Zhihu ve Sanguinarin Sanguinaria Akciger ve
dig. 2014 pankreas
kanseri
Rao ve dig. Streptonignn Streptomyces Antitimor
1963 flokculus antibiyotik
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2.4.3 Pirolokinolin Kinon ve Saghk Uzerine Etkileri

PQQ ile ilgili yapilan son ¢aligmalarda daha ¢ok Parkinson hastaligi (PH)
tizerinde yogunlasma goriilmektedir. PH yaslanan popiilasyonda ikinci en sik goriilen
norodejeneratif bozukluktur ve dopamin néronlarinin, substantia nigra pars
compacta'daki kaybiyla alakalidir (Johnson ve Bobrovskaya 2015). PQQ’nun in vitro
ve in vivo olarak rotenon kaynakli néron hasarini iyilestirdigini, PH modellerinde
oksidatif stresi azalttig1 ve mitokondriyal fonksiyonlar1 iyilestirdigi, rotenon yarali
noronlarda mikrotiibiil depolimerizasyonunu diizenledigi, Ndufsl ve Ndufs4 siRNA
dizilerinin modiilasyonu ndroproteksiyonuna aracilik edebilecegine ulasilmistir
(Zhang ve dig. 2016). Ayrica PQQ, rotenon kaynakli PH modellerine karsi
noroprotektiftir, mitokondriyal biyogenezi tesvik eder, mitokondriyal fisyon ve
flizyonu diizenler ve PH’n1 tedavi etmek i¢in yeni bir potansiyel adaydir (Lu ve dig.

2018).

Dikkat ¢ekici bir sekilde, son caligmalar PQQmun néroprotektif aktiviteye
sahip oldugunu gostermistir. PQQ'nun inme modelinde noronal hiicre 6liimiinii
onledigi bildirilmistir (Jensen ve dig. 1994; Zhang ve Rosenberg 2002; He ve dig.
2003; Alexandrova ve Bochev 2005; Zhang ve dig. 2006). PQQ, kiiltiirlenmis SH-
SYSY hiicrelerinde apoptoz ile iligkili proteinlerin (Bcl-2, Bax ve Smac)
modiilasyonu, mitokondriyal membran potansiyelinin restorasyonu, hiicre i¢i reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) inhibisyonu ile birlikte rotenon kaynakli apoptozdan

onlenmesini saglanmistir (Qin ve dig. 2015).

2.5 Calismanin Amaci

AH, noropatolojik olarak B-amiloid plaklarinin (APP) birikmesi, hiicre ici
norofibriler diiglimler ve beyindeki ndronlarin kaybi ile karakterizedir. Giiniimiizde
bu hastaligin ilerlemesini yavaslattigi bilinen net bir tedavi yontemi yoktur. AH'nin
nedeni belirsiz olmasina ragmen birka¢c arastirma, bazi genlerin AHnin
patogenezinde veya ilerlemesinde Onemli bir rol oynadigini gostermektedir.
Beyindeki amiloid o6ncii proteini (sAPP) ve amiloid B peptidinin asir1 birikimi
norodejenerasyonun olasi bir nedenidir, ancak ndéron Oliimiine neden olan kesin
mekanizma heniiz anlagilamamaktadir.
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Dogal ve esansiyel bakteriyel bir kofaktor olan PQQ baklagillerde,
meyvelerde ve yaprakli sebzelerde yaygindir ayrica insan ve fare anne siitiinde
yiiksek konsantrasyonlarda bulunan ¢ok giiclii bir redoks antioksidamidir. Bu
calismada, PQQ’nun anti-Alzheimer etkilerinin insan noroblastom hiicre hatti (SH-
SY5Y) {lizerinde arastirilmasi hedeflenmektedir. Son yapilan ¢aligmalar PQQ'nun
noroprotektif aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. PQQ'nun inme modelinde
noronal hiicre Olimiinii 6nledigi bildirilmistir. Yapilan bu calisma ile ¢ok giiglii
anyonik bilesik olan PQQ’nun anti-Alzheimer etkileri literatiire yeni bir bilgi olarak
kazandirilmugtir. Literatiir icin PQQ bilesigi, AH tedavisi igin ilag etkinligi gelistirme

calismalarina yeni bir soluk getirecektir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1 MATERYAL

3.1.1 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar ve Cozeltiler

Projemiz kapsaminda kullandigimiz bazi kimyasallar; Pirolokinolin Kinon
(PQQ), Dimetilsiilfoksit (DMSO), Fetal Sigir Serumu (FBS), DMEM/F-12 (Hiicre
Kiltiirti Besiyeri Karigimi F-12), DPBS (Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi), Penisilin-
Streptomisin  karigimi ve Tripsin-EDTA ¢ozeltisidir. Diger kimyasallar yiiksek
safliktadir.

3.1.2 Cahsmada Kullanilan Cihazlar

Projemizde ¢alisma boyunca, Nuve OT 4060 ve Hiclave HVE-50 marka
Otoklav, Thermo EC320 marka Agaroz Jel Elektroforez Aparati, DNR LB 0605
marka UV Jel Goriintilleme Kabini, DragonLab MX-F marka Vorteks, Bioneer PZR
Cihaz1i, Biosan Dry Block Heating Thermostat TDB-100, Ist Blogu, Thermo
Scientific Multiskan GO Mikroplaka Okuyucu Spektrometre, UV-1700 Shimadzu
model Spektofotometre, Precisa XB 220A ve MettlerToledo AB 265S model Terazi,
Sogutmali &Sogutmasiz Sigma 1-14 ve Mettler Toledo PB 602-L marka Santrifiij,
SHOV M7017-P model Mikrodalga Firin, Nuaire marka CO; Inkiibatérii, Olympus
CX31 model Olympus Ters Mikroskop ve Thermo EC-250-90 model Gii¢ Kaynagi

kullanilmastir.

3.1.3 Cahsmada Kullamlan Kit, Vektor ve Hiicreler

Insan noroblastom hiicre hatt1 (SH-SY5Y), Qiagen RNeasy Plus Universal
Kit, OneScript Plus cDNA Sentez Kit ve GM SYBR gPCR Kittir.
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3.2 METOD

3.2.1 Hiicre Kiiltiira

PQQ bilesiginin insan noéroblastom hiicre hattt SH-SYS5Y iizerindeki anti-
Alzheimer etkileri iliskili genlerin mRNA diizeyleri saptanarak arastirildi. SH-SY5Y
hiicrelerini inkiibe etmek i¢in 37°C, %5 CO2 ve %95 nem ortamda, %1 penisilin ve
%10 FBS iceren DMEM/F-12 kullanild1 (Sekil 3.1).

Sekil 3.1: Hiicrelerin inkiibe ortamu.

-80°C derin dondurucuda %10 DMSQO’da saklanan hiicreler su banyosunda
37°C’de eriyene kadar bekletildi. Hiicreler erimesinin ardindan hiicreler petrilere
ekilerek tizerlerine 5 ml DMEM/F-12 besiyeri ilave edilip 37°C, %5 CO2 ve %95
nem igeren ortamda 1 giin bekletilip yilizeye tutunmasi saglandi (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2: SH-SYSY hiicrelerinin ilk ekildigindeki ve sonra biiylimiis hallerinin mikroskop
goriintiileri.

Hiicreler COz inkiibatoriinde yeterli cogalmayi elde edene kadar bekletildi.
Besiyerleri giin asir1 yenilenerek canliliklarina ve ¢ogalma hizlarina bakildi (Sekil
3.3).

Sekil 3.3: Petride ¢ogaltilan SH-SYSY hiicreleri.

3.2.1.1 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler besiyeri uzaklastirilarak kiiltiir kaplarinda tek tabaka olduklarinda
pasajlama islemi yapildi. Sonra hiicreler 5 dk %0,251ik tripsinle muamele edilerek
hiicreler ylizeyden kaldirildi. Siispansiyon olan hiicrelerin iizerine 1 ml DMEM/F-12
besi ortami eklendi boylece tripsin inaktif hale gelmis oldu. Hiicreler 5 dk 2500
Xg’de santriflij edilerek siipernatant uzaklastirildi. Pelete 1 ml besiyeri eklendi,
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ependorfta hazirlanan tripan blue (1:1000 seyreltilmis) ve hiicre karisiminin (1:1)

Thoma lamui ile sayimi yapildi (Sekil 3.4).

—

Sekil 3.4: Santrifiij cihazi ve SH-SYSY santrifiijiinden elde edilen pelet.

3.2.1.2 Hiicre Kiiltiirii Modeli icin PQQ Hazirlanisi

Tez calismasi sirasinda kullanilacak olan PQQ bilesigi ticari olarak yurt
disindan satin alinmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5: Pirolokinolin Kinon (PQQ).
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3.2.2 Sitotoksisite Deneyi

PQQ bilesiginin sitotoksisite deneyleri igin ¢oziilmesi steril su ile yapilip, 0,2
mikronluk filtreden gecirildi. 96’lik plakaya ekilecek hiicre sayilari hesaplandi.
Biiyiitiilen hiicreler tripsin ile kaldirildi ve 2500 xg’de 5 dk santrifiij edildi. Sup
kismi atildi, dibinde kalan hiicreler i¢in 1 ml besiyeri ilave edilip ¢ozdiirtildi.
Hazirlanan tripan blue ve hiicre karisitmimin (1:1) Thoma lami ile sayimi yapildi

(Sekil 3.6).

Sekil 3.6: Tripan blue uygulanmisg hiicrelerin Thoma lamina koyularak mikroskop altinda sayimi.

Saymmi yapilan hiicreler, her kuyucukta 1x10% hiicre olacak sekilde 96l
plakalara koyulup 200 pl olacak sekilde besiyeri ile tamamlandi. Hiicrelerin plakaya
yapismasi i¢in 24 saat %5’lik CO> inkiibatoriinde, %95 nem igeren ortamda inkiibe
edildi. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan PQQ bilesigi hiicrelere 1 giin sonunda

uygulandi.

Inkiibasyon siiresi (24 saat) bitince plakadaki besiyeri uzaklastirilarak her
kuyucuga 100 pl kristal viyole boyast (%0,5) eklenip 10 dk oda sicakliginda inkiibe
edildi. Sonrasinda plaka dik tutularak ¢esme suyunda yikandi. Her kuyucuga 100 pl
0,1 M %50 etanol i¢indeki Na-sitrat (pH 4,2) eklenerek, calkalayicida 100 rpm hizda
15 dk ¢alkalandi (Sekil 3.7- 3.8).
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Sekil 3.8: Cesme suyunda 96 kuyulu plakadaki boyanin yikanarak uzaklastirilmas: ve Na-sitrat ile
calkalanmas.

Plaka okuyucu kullanilarak rengin 630 nm’de yogunluguna bakildi. 10 farkh
doz konsantrasyonlarindaki PQQ uyguladigimiz gruplar kontrol grubu ile
kiyaslanarak farkli dozlardaki bilesigin hiicre canliligini nasil etkiledigi hesaplandi
(Sekil 3.8).

Sekil 3.9: Degisik konsantrasyonlardaki PQQ’un hiicre canliligina olan etkisinin 630 nm’de plaka
okuyucuda Sl¢iilmesi.
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3.2.2.1 Doz Ayarlanmasi

Sitotoksisite deneyi ile belirlenen dozlarin Alzeimer igin belirtilen genlerdeki
etkisine bakmak tizere hiicrelere uygulandi. Bu kapsamda 100 mm petriler
kullanilarak 10® hiicre ekilip bu hiicrelerin 24 saatlik inkiibasyonundan sonra
belirlenen dozlar bu hiicrelere uygulandi. PQQ uygulanan hiicreler 24 saatlik

inkiibasyonun ardindan RNA izolasyonu i¢in toplandi.

3.2.3 Agaroz Jel Elektroforezi ile RNA’larin Goriintiilenmesi

Hiicrelerden RNA izolasyonu i¢in Qiagen RNeasy Plus Universal Kit
kullanild1. Bunun i¢in, total RNA izolasyonu, iiretici talimatlar1 ve laboratuvarimizda

optimize ettigimiz prosediir kullanilarak gergeklestirilmistir (Sekil 3.10).

Sekil 3.10: Qiagen RNeasy Plus Universal Kiti ve alev ¢atisi.

Hiicrelerden besiyeri uzaklastirilarak PBS ile yikandi. 108 hiicreye 600 ul
Qiazol Lysis soliisyonu eklendi ve 1,5 ml’lik ependorf tiiplere toplandi. Oda
sicakliginda 5 dk inkiibe edilip tstiine 100 pl kit iginde bulunan gDNA Eliminator
Solution eklenerek 15 sn karistirildi. 180 pl koloroform eklenip 15 sn karigtirildi. 3
dk inkiibe edildi. 4°C ortamda 12000 xg’de 30 dk boyunca santrifiij yapildi. Ust
fazdan yaklasik 600 pul alinarak 2 ml’lik baska ependorf tiipe koyuldu. Alinan kismin

tistiine %70 etanol eklenerek karistirildi. Olusan karigim RNeasy Mini Spin kolonuna
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yiiklendi. 22 sn 9000 xg’de santrifiij yapildi ve alttaki kisim bosaltildi. Kalan kismin
tistiine 700 pl kit igindeki RWT koyuldu. 22 sn 9000 xg’de santrifiij yapilarak alta
dolan s1v1 dokiildii. Kolonun iistiine kitteki 500 pl RPE tamponu eklendi. 22 sn 9000
xg’de tekrar santrifiij yapilarak alta akan kismi bosaltildi. Yeniden kolonun {izerine

500 pl RPE tamponu eklendi (Sekil 3.11).

Buffer RPE
Wash buffer
11 ml concentrat®

Sekil 3.11: Qiagen RNeasy Plus Universal Kiti i¢ginden kullanilan soliisyonlar.

2 dk 15 sn 9000 xg’de santrifiij yapildi. Alttaki kisim dokiildii. 30 sn kolon
bos olarak 9000 xg’de santrifiij edildi. Kolon yeni bir tiipe alinarak iistiine 50 pl
RNAz icermeyen su eklendi. 9000 xg’de 1 dk 15 sn santrifiij yapilarak RNA’larin alt
tarafa akmasi saglandi. Elde edilen RNA’dan 3 pl alinip 2 pl boya ve 5 pl su ile
karistirilarak elde edilen hacmin 5 pl’si jele yiiklendi. Tiim bu islemler alev catisi
altinda gerceklestirildi. Elde edilen RNA’larin 260/280 nm o6lgiimleri yapilarak
cDNA sentezi sirasinda kullanilacak RNA miktarinin belirlenmesi saglandi (Sekil

3.12).

Sekil 3.12: RNA, DNA ve proteinlerin ii¢ katman seklinde ayrilmis hali.
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3.2.4 cDNA Sentezi

Nanodrop’ta konsantrasyonlari belirlenen RNA’lardan ABM Onescript
cDNA sentez kitiyle cDNA sentezi yapildi. Ependorf tiipe total RNA kit i¢erisindeki
1l oligo d(T) primerleri, niikleaz icermeyen su ve 1 ul ANTP ¢ozeltisi karistirilarak
5 dk 65°C’de inkiibe edildi. Daha sonra karisima 0,5 pl RNAz inhibitorii, 4 pl
reaksiyon tamponu ve 1 ul ‘Easy Script RTase’ enzimi ilave edildi. Son hacim 20
ul’ye tamamlandi ve 50 dk 50°C’de inkiibe edilerek cDNA sentezi gerceklesmis
oldu. Inkiibasyon siiresinin bitiminde enzimi inhibe etmek iizere karisim 5 dk
85°C’de bekletildi. Sentezlenen cDNA’lar daha sonraki calismalar i¢in -20°C’de
muhafaza edildi. Uygulanan cDNA sentez karisim ve prosediirii Tablo 3.1°de

goriilmektedir.

Tablo 3.1: ¢cDNA sentez karigsimi ve prosediirii.

Bilesenler Alinan Hacim | Son Hacim
Total RNA 1wl 2 pg/ml
Oligo(dT) primer 1 ul 0,5 uM
dNTP karisimi (10 nM) Il 500 uM
RNAaz icermeyen su Degisken 14,5 ul

Karisim hazirlandiktan sonra 5 dk 65°C isiticida inkiibe edilir.

5X RT tamponu 4 ul 1X
Riboniikleaz inhibitorii (40 U/pl) 0,5 ul 20 U/rxn
ReverseTranskriptase (200 U/ul) 1 ul 200 U/rxn
Toplam Hacim 20 ul

Karisim sentez icin 50 dk 50°C isiticida inkiibe edilir.

GM SYBR gPZR Kit’i kullanilarak gercek zamanli PZR reaksiyonlari {iretici
firmanin talimatlarina gore yapildi. Sonuglar ise ‘Exicycler3’ programi kullanilarak
“housekeeping” geni olarak f—aktin seviyesinde hesaplandi. PZR uygulama kosullari
Tablo 3.2’de, sicaklik, dongii ve zamanlar1 Tablo 3.3’te verilmistir. Kullanilan

primer dizileri, primer listesi ve sicakliklar1 Tablo 3.4’°teki gibidir.
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Tablo 3.2: qRT-PZR kosullari.

Bilesenler Reaksiyon Karisimi
SYBR gPZR Mix 12,5 ul
Tleri Primer (10 pm) 0,6 ul
Geri Primer (10 pm) 0,6 ul
c¢DNA (1:5 seyreltilmis) S5ul
dH20 6,3 ul
Tablo 3.3: PZR sicaklik, dongii ve zamanlari.
Dongii Sicakhik | Siire
On Denatiirayon 95°C 5 dk
Denatiirasyon 95°C 20 sn
Yapisma X°C 20 sn
Uzama 72°C 25sn
Dongii Sayisi 40 Dongl

Tablo 3.4: Caligmada kullanilan primer dizileri ve sicakliklari.

Primer Ileri Primer (5'->3") Geri Primer (5'->3") Sicaklik

(°0)

APP GCCCTGCGGAATTGACAAG CCATCTGCATAGTCTGTGTCTG 62
PSEN1 GCAGTATCCTCGCTGGTGAAGA CAGGCTATGGTTGTGTTCCAGTC 54.5
PSEN2 GCTGTTTGTGCCTGTCACTCTG TGTGTCCTCAGTGAATGGCGTG 54.5
APOE GGGTCGCTTTTGGGATTACCTG CAACTCCTTCATGGTCTCGTCC 54.5
CLU TGCGGATGAAGGACCAGTGTGA TTTCCTGGTCAACCTCTCAGCG 54.5
CR1 TAGGTGTCAGCCTGGCTTTGTC GACATCTGGAGGTGGCTGACAT 54.5
PICALM GGCAGCATTAGAGGAAGAACAGG CTGCTGAGGTGGATACAGGAGA 54.5
BIN1 CGTCAACACGTTCCAGAGCATC CTTGACCGTGAAGGTGTTGCTC 54.5
ABCA7 CACTCTTCCGAGAGCTAGACAC CTCCATATCTGTGTCCGCAGCA 54.5
MS4A1 CTGGTCCAAAACCACTCTTCAGG GGCAATGTGGAAGAGCCCATTC 54.5
CD2AP CCAAAGCCTGAACTGATAGCTGC GGACTTGTGGAGCTGCTGGTTT 54.5
SORL1 GAACACCTGTCTTCGCAACCAG TGTCCAGGTCACAGATGGTGGT 54.5

MMP9 GGGACGCAGACATCGTCATC TCGTCATCGTCGAAATGGGC 62
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3.3  Verilerin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Sonuglar Ortalama + Standart Sapma olarak ifade edilerek qRT-PCR veri
analizleri RT2 Profiller PCR Arrray Data Analysis v3.5 ile web lizerinden ¢evrim igi

gerceklestirildi. P<.05 diizeyi istatiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Sitotoksisite Sonu¢larimin Degerlendirilmesi

96’11 plakalardaki hiicrelerin PQQ’nun 1 uM ile 200 uM arasinda 10 farkh
doz konsantrasyonunda 24. saatteki etkinligi aragtirilmistir. Deney sonucunda olusan
renge gore kontrol ve doz gruplarinin absorbans degerleri 450 nm dalga boyunda ve
630 nm referans araliginda ELISA cihazinda belirlenmistir. Yapilan sitotoksisite
deneyi sonucunda devamindaki ¢alismalar igin EC05 dozu 3,102 uM, EC10 dozu ise
5,0054 uM olarak belirlendi ve ileri caligmalarda bu iki doz kullanildi (Sekil 4.1).

120 +

y =-10,45In(x) + 106,83

100 R? = 0,8589

80

v

HUCRE CANLILIGI (%)

60

40 -

20 A

0 50 100 150 200 250

Sekil 4.1: 1000 hiicre ekilmis hiicrelerde PQQ bilesiginin SH-SYSY hiicre canliligina etkisi.
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Sekil 4.2: 5000 hiicre ekilmis hiicrelerde PQQ bilesiginin SH-SYS5Y hiicre canliligina etkisi.

4.2 PQQ Bilesiginin SH-SY5Y Hiicre Hattinda Belirlenen Genlerin
mRNA Ekspresyon Diizeylerine Olan Etkisi

Uygulanacak dozlar sitotoksisite deneyi ile belirlendi ve hiicrelere belirlenen
dozda PQQ bilesigi uygulandi. Toplam 24 saat inkiibasyon siiresinin ardindan
hiicreler toplandi ve bu hiicrelerden RNA izole edilerek hedef genlerin mRNA
ekspresyon diizeylerine bakildi (Sekil 4.3). Calismalarda sonuglar B-aktin ile
normalize edilip kontrol degerleri 1 olarak alindi (Sekil 4.4-4.16).

Sekil 4.3: PQQ uygulanmig SH-SY5Y hiicrelerinin RNA izolasyonu sonrast goriintiisii.
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PSEN1 mRNA ekspresyon diizeyinde 3,102 uM doz uygulamasinda 4,18 kat
anlamli artma goriiliirken diger 5,0054 uM doz uygulamasinda 4,44 kat artma
meydana geldi (Sekil 4.4).

3,5 -
2,5

1,5 -

0 Std Sapma
Kontrol 3,102 uM PQQ 5,0054 uM PQQ H PSEN1

Kat Degisim (PSEN1/ACTB)

Sekil 4.4: PQQ bilesiginin SH-SYSY hiicre hattinda PSEN1 geninin mRNA seviyesine olan etkisi.
Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degeri 1 olarak alind1. (*) P<0,05 diizeyinde farklilik
gosteren gruplardir.

PSEN2 mRNA ekspresyon diizeyinde 3,102 uM doz uygulamasinda 4,77 kat
anlamli artma goriiliirken diger 5,0054 uM doz uygulamasinda ise 22,9 kat artma
goriildi (Sekil 4.5).

20 -
15 -

10 %k

Kat Degisim (PSEN2/ACTB)

Std Sapma
Kontrol 3,102 uM PQQ 5,0054 uM PQQ  , psen2

Sekil 4.5: PQQ bilesiginin SH-SY5Y hiicre hattinda PSEN2 geninin mRNA seviyesine olan etkisi.
Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degeri 1 olarak alindi. (*) P<0,05 diizeyinde farklilik
gosteren gruplardir.
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APOE mRNA ekspresyon diizeyinde 5,0054 uM doz uygulamasinda 5,92 kat
anlaml1 artma meydana geldi (Sekil 4.6).
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§ 0 Std Sapma

Kontrol 3,102 uM PQQ  5,0054 uM PQQ m APOE

Sekil 4.6: PQQ bilesiginin SH-SYS5Y hiicre hattinda APOE geninin mRNA seviyesine olan etkisi.
Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degeri 1 olarak alindi. (*) P<0,05 diizeyinde farklilik
gosteren gruplardir.

CLU mRNA ekspresyon diizeyinde 3,102 uM doz uygulamasinda 3,97 kat
anlamli artma, 5,0054 uM doz uygulamasinda 5,68 kat anlamli artma goriildi (Sekil
4.7).
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Kontrol 3,102 uM PQQ  5,0054 pM PQQ
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Sekil 4.7: PQQ bilesiginin SH-SYSY hiicre hattinda CLU geninin mRNA seviyesine olan etkisi.
Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degeri 1 olarak alindi. (*) P<0,05 diizeyinde farklilik
gosteren gruplardir.
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CR1 mRNA ekspresyon diizeyinde 3,102 uM doz uygulamasinda 8,69 kat
anlamli artma gorilirken diger 5,0054 uM doz uygulamasinda 5,65 kat anlaml
artma meydana geldi (Sekil 4.8).

Kat Degisim (CR1/ACTB)
o = N w H [9,} ()] ~ ] (-}

Std Sapma
Kontrol 3,102 pM PQQ 5,0054 pM uM PQQ  cr1

Sekil 4.8: PQQ bilesiginin SH-SYSY hiicre hattinda CR1 geninin mRNA seviyesine olan etkisi.
Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degeri 1 olarak alind1. (*) P<0,05 diizeyinde farklilik
gosteren gruplardir.

PICALM geninin mRNA ekspresyon diizeylerinde anlamli degisimler
olmamistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9: PQQ bilesiginin SH-SY5Y hiicre hattinda PICALM geninin mRNA seviyesine olan etkisi.
Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degeri 1 olarak alindu.
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BIN1 mRNA ekspresyon diizeyinde 3,102 uM doz uygulamasinda 10,06 kat

azalma ve 5,0054 uM doz uygulamasinda 7,24 kat azalma goriildii (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10: PQQ bilesiginin SH-SY5Y hiicre hattinda BIN1 geninin mRNA seviyesine olan etkisi.
Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degeri 1 olarak alindi. (*) P<0,05 diizeyinde farklilik
gosteren gruplardir.

ABCA7 mRNA ekspresyon diizeyinde 3,102 uM doz uygulamasinda 9,84 kat
azalma ve 5,0054 uM doz uygulamasinda 12,71 kat azalma meydana geldi (Sekil
4.11).
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Kat Degisim (ABCA7/ACTB)

Kontrol 3,102 uM PQQ 5,0054 uM PQQ

Sekil 4.11: PQQ bilesiginin SH-SYSY hiicre hattinda ABCA7 geninin mRNA seviyesine olan etkisi.
Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degeri 1 olarak alindi. (*) P<0,05 diizeyinde farklilik
gosteren gruplardir.
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MS4A1 mRNA ekspresyon diizeylerinde anlamli degisimler goriilmemistir
(Sekil 4.12).

N
1
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Kat Degisim (MS4A1/ACTB)
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Kontrol 3,102 pMPQQ  5,0054pMPQQ o

Sekil 4. 12: PQQ bilesiginin SH-SYSY hiicre hattinda MS4A1 geninin mRNA seviyesine olan etkisi.
Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degeri 1 olarak alindu.

CD2AP geninin  mRNA ekspresyon diizeylerinde anlamli degisimler
olmamistir (Sekil 4.13).

0,5 -

Kat Degisim (CD2AP/ACTB)

Std S:
Kontrol 3,102 uMPQQ 5,005 uM PQQ  mepope

Sekil 4.13: PQQ bilesiginin SH-SYS5Y hiicre hattinda CD2AP geninin mRNA seviyesine olan etkisi.
Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degeri 1 olarak alindi.
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SORL1 mRNA ekspresyon diizeyinde 5,0054 uM doz uygulamasinda 3,7 kat
anlamli artma meydana geldi (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14: PQQ bilesiginin SH-SY5Y hiicre hattinda SORL1 geninin mRNA seviyesine olan etkisi.
Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degeri 1 olarak alindi. (*) P<0,05 diizeyinde farklilik
gosteren gruplardir.

APP geninin mRNA ekspresyon diizeylerinde anlamli degisimler olmamistir
(Sekil 4.15).
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Sekil 4.15: PQQ bilesiginin SH-SYSY hiicre hattinda APP geninin mRNA seviyesine olan etkisi.
Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degeri 1 olarak alindi.

MMP9 mRNA ekspresyon diizeyinde 3,102 uM doz uygulamasinda 2,6 kat
anlamli azalma ve 5,0054 uM doz uygulamasinda 4,27 kat anlamli azalma goriildii
(Sekil 4.16).

49



Kontrol

Kat Degisim (MMP9/ACTB)

Std Sapma
u MMP9

Sekil 4.16: PQQ bilesiginin SH-SY5Y hiicre hattinda MMP9 geninin mRNA seviyesine olan etkisi.
Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degeri 1 olarak alindi. (*) P<0,05 diizeyinde farklilik

gosteren gruplardir.
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5. SONUC VE TARTISMA

Semptomlart ¢ok faktorlii olan AH patogenezi tam olarak kesinlesmese de
biiyiilk oranda, hastaligin baglatilmasinda veya yayilmasinda kilit rol oynadigi
diistiniilen amiloid beta ve fosforile tau protein birikimlerine dayandirilmaktadir.
Giliniimiizde noropatolojik plaklarinin birikmesi, hiicre i¢i ndrofibriler diigiimler ve
beyindeki néronlarin kaybr ile karakterize olan AH’nin ilerlemesini azaltan kesin bir
tedavi yontemi yoktur. Buna ragmen birka¢ arastirmada bazi genlerin AH'min

ilerlemesinde 6nemli bir rol oynadigini1 gosterilmektedir.

[k andan itibaren bilim insanlarinin dikkatini ¢eken PQQ’nun arastirildikca
zengin farmakolojik Ozellikleri ile besinlerdeki etkileri bulunmaya baslanmistir.
Antioksidan gibi davranabilen PQQ'nun potansiyel fizyolojik &zellikleri hala
arastirilmakta olup yeni bilgiler edinilmektedir. Bu ¢aligma kapsaminda PQQ’nun
anti-Alzheimer etkinliklerini 6grenmek igin insan ndroblastom hiicre hatti (SH-SY5Y)

tizerinde ¢alisma yapilmstir.

Proje kapsaminda Alzeimer ile iliskili oldugu bilinen genler iizerinde PQQ nun
etkileri SH-SYS5Y hiicre hattinda ¢alisildi. Calisma sonuglarina gére PQQ’nun doza gore
sitotoksik etkisi ¢esitli konsantrasyonlarda hazirlanarak 24 saatteki hiicre canliligina olan
etkisi belirlenmis ve sonug olarak hiicrelerin %5 ve %10 oranlarindaki 6liime yol acan
miktarlar1 EC05 ve ECI10 dozlar1 24. saatte 3,102 puM ve 5,0054 uM olarak
belirlenmistir. Bundan sonraki diger arastirmalarda kontrol grubu, EC05 ve ECI10
dozlarinin oldugu degisimler arastirilmistir. RNeasy Plus Universal Kit ile total RNA
izolasyonun ve takibinde Onescript Plus cDNA Sentez Kiti ile cDNA sentezlenmesinin
ardindan hiicre dongiisii ile iligkili genlerin kontrol ve doz gruplar1 arasindaki mRNA

diizeyinde ifade degisimleri arastirilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 5.1°de verilmistir.
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Tablo 5.1: PQQ bilesigi uygulamasi sonucunda belirlenen genlerin mRNA ekspresyon diizeylerinde
meydana gelen degisimler.

SH-SY5Y
Genler ECO0S5 (3,102 pM) | EC10 (5,0054 pM)
PSEN1 4,18 4,44
PSENZ2 4,77 22,9
APOE 2,4 5,92
CLU 3,97 5,68
PICALM 1,82 1,69
ABCA7 9,84 12,71
MS4A1 1,63 1,74
CR1 8,69 5,65
BIN1 -10,06 -1,24
MMP9 -2,6 -4,27
APP -1,7 -1,78
CD2AP 1,73 1,61
SORL1 1,85 3,7

m; MRNA seviyesinde meydana gelen artma, m; mMRNA seviyesinde meydana gelen azalma.

Calismamizda Alzheimer ile iligkili genler olarak PSEN1, PSEN2, APOE,
CLU, PICALM, ABCA7, MS4A1, CR1, BIN1, MMP9, APP, CD2AP ve SORL1
genlerinin  mMRNA seviyelerindeki degisimlerine bakildi. PQQ bilesiginde bu
baglamda PSEN1 ve PSEN2 mRNA ekspresyon diizeylerinde 3,102 pM doz
uygulamasinda sirayla 4,18 kat ve 4,77 kat anlamli artma goriildii. Ayrica yine ayni
genlerin ekspresyon diizeylerinde 5,0054 uM doz uygulamasinda sirayla 4,44 kat ve
22,9 kat artma meydana geldi. Benzer sekilde CLU, ABCA7 ve CR1 genlerinin
mRNA diizeylerinde 3,102 uM doz uygulamasinda sirasiyla 3,97 kat, 9,84 kat ve
8,69 kat anlaml1 artma goriildii. Ayrica ayni genlerin ekspresyon diizeylerinde 5,0054
UM doz uygulamasinda sirayla 5,68 kat, 12,71 kat ve 5,65 kat artis goriildii. Bunun
yaninda BIN1 ve MMP9 genlerinin mRNA ekspresyon diizeylerinde 3,102 uM doz
uygulamasinda sirasiyla 10,06 kat ve 2,6 kat azalma ile 5,0054 uM doz
uygulamasinda sirayla 7,24 kat ve 4,27 kat azalis goriildii. Elde edilen sonuglar PQQ
bilesiginin anti-Alzeimer etkisini destekler niteliktedir. AH {izerine bu genler
tizerinde yapilmis PQQ ile ilgili herhangi bir ¢alisma literatiirde bulunmamaktadir.

Yapilan bu ¢aligma ile ilk veriler elde edilmistir.

PQQ’nun bu c¢alisgma ile SH-SYS5Y ndroblastom hiicre hattinda hiicresel
diizeyde etkilerini in vitro olarak hiicre kiiltiiri ortaminda potansiyel anti-alzheimer

etkisi, bundan sonraki detayli ¢alismalarda kullanilip kullanilamayacagimi ve etki
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mekanizmasinin ortaya ¢ikarilmasi amaclanmis olup bu kapsamda da hiicre
canliligima etkisi i¢in Alzheimer ile iliskili genlerin ifadelerindeki degisimi
belirlemek i¢in Real-Time PCR yontemi kullanilmistir. PQQ ticari olarak satin
alinmis ve ¢alismalarda direkt olarak PQQ’nun SH-SYS5Y hiicreleri iizerine etkileri
belirlenmeye ¢alisilmistir. Literatiirde PQQ’nun Alzheimer tizerinde etkisi ile ilgili
calismaya rastlanmadigindan bulgularimizin kiyaslanabilecegi literatiir bilgisi
bulunmamaktadir. Fakat diger SH-SY5Y hiicrelerindeki etki mekanizmalar1 ayrica

degerlendirilmistir.

PSEN1 ve PSEN2 vy sekretaz bileseni olup AP kesiminden sorumlu
olmaktadirlar (Sekil 5.1). Insan ve farede yapilan deneylerde, PSEN2
mutasyonlarinin AB40 ve AP42 oranlarimi arttirdigr rapor edilmistir (Vilatela ve dig.
2012; Ridge ve dig. 2014). Bu anlamda bakildiginda PSEN1 ve PSEN2 genlerindeki
artis AP birikimindeki artig1 ifade ediyor anlamindadir.
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Sekil 5.1: PQQ bilesiginin SH-SY5Y hiicre hattinda p amiloid tiretimi iligkili olan PSEN1, PSEN2 ve
APP genlerinin mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar $-aktin ile normalize edildi. Kontrol degeri 1
alindi. (*) P<0,05 diizeyinde anlamli olarak farklilik gosteren 6rneklerdir.

Ug cesit APOE alleli tamimlanmis olup (g2, €3, €4) bu alleller ii¢ farkli
proteine kodlanmistir (E2, E3, E4) (Ozpak ve dig. 2017). APOE &4 allelinden bir
kopya bile bulunmasi ge¢ baslangigli Alzheimer (GBAH) riskini katlayarak
arttirmaktadir (Alonso ve dig. 2012; Ozpak ve dig. 2017). APOE €2 alleli tasiyan
bireylerde ise APOE e4’e gore tam tersine GBAH gelisme riskini azaltmaktadir
(Alonso ve dig. 2012; Ozpak ve dig. 2017). Tek basina hastaligin ortaya ¢ikmasinda
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yeterli bir faktér olmayan APOE ¢ allelleri, ¢esidi ve miktar1 farkli gruplar arasinda
farkli sonuglar gostermektedir (Bekris ve dig. 2010; Ozpak ve dig. 2017). Bu
calismalar kapsaminda APOE genindeki 5,0054 uM PQQ doz degerindeki anlamli
artisin sonucunda APOE €2 alleli artis1 ile anti-Alzheimer etkide gorev almig

olabilecegini gostermektedir.

Bagka arastirmalara bakildiginda, farkli hiicre hatlarinda ABCA7'nin
baskilanmasi ile B-sekretaz boliinmesi artarak yiiksek AP miktarina sebep
oldugundan bahsetmistik (Satoh ve dig. 2015). Bunun dogrultusunda yaptigimiz
deneyde ABCA7 geninin mRNA diizeyinde 3,102 uM doz uygulamasindaki 9,84 kat
anlamli artisinin ve 5,0054 uM doz uygulamasindaki 12,71 kat artisinin (Sekil 5.2)
ABCAT7 genini PQQ’nun baskilanmay1 engelleyerek AP birikiminin azalmasini
saglamistir. Sonug olarak anti-Alzheimer etkisi yaparak hastaligi azaltmaya yonelik

etki ettigini sdyleyebiliriz.

Lipid Metabolizmas: iliskili Genler
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Sekil 5.2: PQQ bilesiginin SH-SY5Y hiicre hattinda lipid metabolizmast iliskili olan ABCA7 ve
APOE genlerinin mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degeri
1 olarak alind1. (*) P<0,05 diizeyinde anlamli olarak farklilik gosteren drneklerdir.

Amiloid plaklarin yapisinda bulundugu bilinen CLU’nun ekspresyonu
AH’de fazladir ve bu proteinin AP temizlenmesinde, AB42 peptidinin agregasyonunu
onlemede ve endositozda etkili oldugu diisiiniilmektedir (Bettens ve dig. 2010).
Clusterin, hiicre yapismasin1 ve yayilmasmi destekleyen glikoproteine benzer bir

sekilde terminal yolu inhibe eden ¢ok islevli bir plazma proteini oldugu bilinmesine
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ragmen cok islevli bircok yonii oldugu icin kesin olarak bir bilgi sdylenememektedir
(Kew 2014). Buradaki duruma goére CLU’nun iki doz uygulamasinda da gostermis
oldugu 3,97 kat ve 5,65 kat anlamli artisin (Sekil 5.3) sebebinin yayilmay1 inhibe
etme, endositozu saglama ve AP birikimini engelleyerek temizlenmesinde etkin rol
alarak Alzheimer’1 azaltmada katki saglamis olabilecegi fikrini desteklemektedir. Bir
bagka arastirmada ise AH’de CLU’nun mRNA ve protein miktarinin arttig
gosterilmistir (Kyriazis ve dig. 2008). Bu calismaya gore ise tam tersi buldugumuz
bu CLU genindeki artisin AH’n1 arttirabilecegi ihtimalini de barindirmaktadir.
flerdeki galismalar 1s13inda CLU ile ilgili kesin bilgiler bulundugunda daha net
degerlendirilebilecektir. CR1’de CLU’ya benzer sekilde kompleman aracilig1 ile Ap
temizlemesine yardimi olmaktadir (Bettens ve dig. 2010). CR1’deki 8,69 kat ve 5,65
kat artmanin (Sekil 5.4) sonucunda AP birikimini yok ederek hastaligin

temizlenmesine yardimci olmustur.

Apoptoz iliskili Genler

® 3,102 uM PQQ

m 5,0054 pM PQQ

CLU

Kat Degisim (Gen/ACTB)
N

Sekil 5.3: PQQ bilesiginin SH-SY5Y hiicre hattinda apoptoz iligkili olan MMP9 ve CLU genlerinin
mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degeri 1 olarak alindi. (*)
P<0,05 diizeyinde anlaml1 olarak farklilik gdsteren drneklerdir.
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Néroinflamasyon ve immiin Yamt iliskili Genler
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Sekil 5.4: PQQ bilesiginin SH-SYSY hiicre hattinda néroinflamasyon ve immiin yanut iligkili olan
CR1ve MS4ALl genlerinin mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar -aktin ile normalize edildi.
Kontrol degeri 1 olarak alindi. (*) P<0,05 diizeyinde anlamli olarak farklilik gosteren 6rneklerdir.

SORL1 geninin AH’de etkin bir rol aldig1 bilinmektedir. SORL1'in olmadig:
durumlarda, APP'yi B-sekretaz boliinme yoluna yonlendirerek APPsP iiretimini
arttirdigr bulunmustur (Rogaeva ve dig. 2007). Uyguladigimiz 5,0054 uM PQQ
dozunda SORL1’de meydana gelen mRNA’daki 3,7 kat anlamli artistaki degisimin
(Sekil 5.5) sonucunda APPsP iiretimini azaltarak AH tizerinde olumlu sonug

verdigini soyleyebiliriz.

Kolestrol Metabolizmas: iliskili Genler
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Sekil 5.5: PQQ bilesiginin SH-SYSY hiicre hattinda kolesterol metabolizmast iligkili olan SORL1
geninin mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar -aktin ile normalize edildi. Kontrol degeri 1 olarak
alindi. (*) P<0,05 diizeyinde anlamli olarak farklilik gosteren 6rneklerdir.
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Genom c¢apinda yapilan c¢alismalar, apolipoprotein E'den sonra geg
baslangigli Alzheimer hastaliginda en onemli genetik duyarlilik lokusu olarak
kopriileyici entegrator 1 (BIN1) geni tamimlanmaktadir (Tan ve dig. 2014).
Potansiyel etkilesim olarak Tau patolojisinin yan1 sira BIN1 ayrica endositoz,
bagisiklik, iltihaplanma, kalsiyum gecisleri ve apoptozun diizenlenmesinde rol
oynayabilmektedir (Elliott ve digerleri 2000; Carter 2011; Tjondrokoesoemo ve
digerleri 2011; Hong ve digerleri 2012; Chapuis ve digerleri 2013;). AH hastalarinin
periferik kaninda BIN1 ekspresyonunun arttigini gézlemlemistir ve plazma BINI,
AH teshisi i¢in potansiyel biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi bulunmustur (Sun ve
digerleri 2013). Yapilan arastirmalar, 3,102 uM ve 5,0054 uM PQQ dozlarindaki
mRNA’da sirasiyla meydana gelen 10,06 kat ve 7,24 kat BIN1’deki azalmanin (Sekil
5.6) AH’m1 gerilettigini gostermektedir. Noroinflamasyonda tanimlanan 6nemli bir
MMP olan MMP9; néronlar, astrositler ve mikroglia tarafindan eksprese edilir ve
diger faktorlerin yani sira sitokinler tarafindan diizenlenmektedir (Candelario-Jalil ve

dig. 2009; McGeer and McGeer 2010).

Endositoz ve Sinaptik Fonksiyon Iliskili Genler

PCALM CD2AP

® 3,102 pM PQQ
m 5,0054 pM PQQ,

Kat Degisimi (Gen/ACTB)

-10 -

Sekil 5.6: PQQ bilesiginin SH-SY5Y hiicre hattinda endositoz ve sinaptik fonksiyon iligkili olan
BIN1, PCALM, CD2AP genlerinin mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize
edildi. Kontrol degeri 1 olarak alindi. (*) P<0,05 diizeyinde anlaml olarak farklilik gosteren
orneklerdir.

MMP9'un in vitro olarak B-amiloid peptit fibrillerini ve ayrica kompakt
plaklar1 pargaladig1 ve boylece amiloid yiiklii beyinlerden plaklarin temizlenmesine

katkida bulundugu bildirilmistir (Yan ve dig. 2006). Bu veriler dogrultusunda
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MMP9’daki azalmanin sonucunda B-amiloidin artmasina sebep olarak AH’yi
desteklemektedir. Bir bagka calismada ise bunun antitezi olarak 5xFAD farelerinde
MMP9 geninin silinmesi, Ozellikle erkek farelerde sosyallik ve sosyal tanima
bellegini iyilestirmenin yani sira, agik alan testi kullanilarak kaygilarini da azalttigi
ve AH'deki belirli davranis degisikliklerine aracilik edebilecegini gosterdi (Ringland
ve dig. 2021). Yeni veriler dogrultusunda MMP9 genindeki 2,7 kat ve 4,27 kat

azalmanin, AH nin azalmasina yardimci olacagi bulunmus olmaktadir.

AH’nda, ¢esitli arastirmalarin karsilagtirmali sonuglarinin degerlendirildigi
verileri de dikkate aldigimizda diger benzer bazi genlerin ifadelerindeki degisimlerin
bizim bulgularimizla benzerlik icerdigi goriilmektedir. Bu durum PQQ’nun benzer
genlerin ifadeleri lizerinden etki ettigini diisiindiirmektedir. PQQ ve ndroblastom
lizerinde yapilan bu detayli arastirma ile genel olarak PQQ bilesiginin anti-

Alzheimer etkisinin oldugunu soyleyebiliriz.
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