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OZET

T.C.
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

Alzheimer Hastahgi Hiicre Hatti Modelinde Mitokondri  Spesifik
Antioksidan MitoQ'nun Mitokondriyal Disfonksiyon Uzerindeki Etkinliginin
Arastirllmasi

Esra YETISGIN
T1bbi Biyoloji Anabilim Dali

Doktora Tezi / Konya -2023

Ortalama yasam siiresinin uzamasiyla beraber, toplumda norodejeneratif hastaliklarin
insidansinda bir artis goriilmektedir. Bu durum hem bireylerin yasam kalitelerini olumsuz olarak
etkilemekte hem de saglik sektoril igin biiyiik bir yiik teskil etmektedir. Demansin yaygin goriilen bir
formu olan Alzheimer hastaligt (AH) noronlarin erken dlimiiyle iliskili progresif bir hastaliktir.
Giintimiizde yaklasik 36 milyon insanin etkilendigi AH'nin, 2050 yilinda 115 milyon insan etkilemesi
beklenmektedir. AH genetik ve gevresel faktorlerle tetiklenebilen bir hastaliktir.

AH’li hastalarin yasam kaliteleri hastaligin ilerlemesiyle biiyiik 6l¢iide diismekte ve hastalar
bakima muhtag¢ hale gelmektedir. Hatta ileri evrede beyin fonksiyonlarinin 6nemli dlgiide hasara
ugramastyla beraber, bu hastalar kaybedilmektedir. AH tedavisinde kullanilmak iizere 1998 yilindan
itibaren 244 ilag caligmasi yapilmig olup bugiin yalnizca donepezil, rivastigmin, galantamin ve
memantin tedavide kullanilmaktadir. Bu ilaglar AH belirtilerinin yavaslatilmasina yoneliktir.

AH’nin ortaya ¢ikmasinda gegerli oldugu diisiiniilen 5 hipotez bulunmaktadir. Bunlar;
kalitsal olarak aktarilmasi, asetilkolin sentezinde azalma, beyinde Amiloid-beta (AP) plak birikiminin
norotoksik etkileri, hiperfosforile tau nedeniyle beyinde norofibril yumaklarinin olusumu, mitokondri
dinamiklerinde ve fonksiyonlarinda bozulmalardir. AP plaklari néronlar arasi komiinikasyonu bloke
ederek, tau yumaklari ise hiicre igine esansiyel molekiillerin ve besinlerin girmesini engelleyerek etki
gosterirler. Mitokondri disfonksiyonu AH’nin erken evrelerinde ortaya ¢iktigindan hastaligin sebebi
olabilecegi lizerinde durulmakta ve hastaligin erken teshisi ve tedavisine imkan saglayabilecegi
disiiniilmektedir.

Mitokondri kendi genetik materyalini tagiyan bir organeldir. Mitokondriyal DNA (mtDNA)
solunum zincirinde elektron tasinmasi igin gerekli 80 proteinden 13’linii kodlamaktadir. AH’de bazi
mitokondriyal fonksiyonlarin etkilendigi gosterilmistir. Bu fonksiyonlardan bazilar1 glukoz
metabolizmasinda azalma, mitokondriyal enzimatik hasar ve ROS iiretimindeki artistir. Mitokondri
dinamiklerinde saptanan degisimler ise; mitokondriyal fiizyon ve fizyon dengesinde bozulma,
mitokondrinin aksonlar iizerindeki taginmasinda azalma, hiicre i¢i mitokondri oraminda diigiis ve
morfoloji bozulmalaridir.

Bu tez ¢aligmasinda iilkemizde yaygin olarak goriillen ndrodejeneratif hastaliklardan biri olan
AH'nin mekanizmasinin tamimlanmasina katkida bulunmak, mitokondri disfonksiyonu ile AH'nin
patogenezi arasindaki iligkinin agifa cikarilmasi ile potansiyel terapotik hedefler ortaya koymak
amaglanmigtir. Bu amagla SH-SH5Y noroblastoma hiicrelerinde AB42 agregatlar1 ile AH modeli
gelistirilmistir. Mitokondri hedefli yeni nesil bir antioksidan molekiil olan MitoQ uygulanarak,
AB42'nin sebep oldugu oksidatif stresin ortadan kaldirilmas: hedeflenmistir. Yapilan analizler
sonucunda, MitoQ'nun antioksidan Ozelligi sayesinde AP42min hiicreler iizerindeki olumsuz
etkilerinde ve mitokondri disfonksiyonu {izerinde iyilesme sagladigi gosterilmistir.

Anahtar  Kelimeler:  Alzheimer hastaligi, mitokondriyal disfonksiyon, mitoq,
norodejenerasyon
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ABSTRACT
REPUBLIC OF TURKIYE
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITY

HEALTH SCIENCES INSTITUTE

The Investigation of Mitochondria-Specific Antioxidant MitoQ on Mitochondrial
Dysfunction at Alzheimer’s Disease Cell Line Model

Esra YETISGIN

Department of Medical Biology
PhD Thesis / Konya-2023

There is an increase in the incidence of neurodegenerative diseases in the community with

the prolongation of the average life span This situation both negatively affects the life quality of the
individuals and is a great burden for the healthcare sector. Alzheimer's disease (AD), a common form
of Dementia, is a progressive disease associated with premature death of neurons. Today,
approximately 36 million people are affected by AD and it is estimated to affect 115 million people in
2050. AD is a disease that can be triggered by genetic and environmental factors.

The life quality of patients with AD falls drastically with the progression of the disease, and

the patients become in need of care. These patients are also lost in the advanced stage with
considerable impairment of brain functions. For AD treatment, 244 drugs have been developed since
1998; however, only donepezil, rivastigmine, galantamine and memantine are used.

There are 5 hypotheses that are believed to be valid for the emergence of AD. These;

hereditary transmission, decrease in the synthesis of acetylcholine, neurotoxic effects of Ap (amyloid-
beta) accumulation in the brain, neurofibrillary tangle formation in the brain due to
hyperphosphorylated tau, impaired mitochondrial dynamics and functions. AP plaques blocks
communication between neurons and tau tangles prevents food and essential molecules intake. It is
emphasized that mitochondrial dysfunction observed in early stages of AD may be the cause of the
disease. And, it is thought that it may enable the early diagnosis and treatment of the disease.

Mitochondria is a organelle carrying its own genetic material. Mitochondrial DNA (mtDNA)

encodes 13 of 80 proteins required for electron transport in the respiratory chain. It has been shown
that some mitochondrial functions are affected in AD. Some of these functions are reduction in
glucose metabolism, mitochondrial enzymatic damage, increase in the production of ROS before
formation of AP plaques and tau neurofibrillary tangles. The changes detected in mitochondria
dynamics are deterioration of mitochondrial fission and fusion balance, decrease in transport of
mitochondria on axons, decline in intracellular mitochondria and deformations.

In this thesis, the relationship between mitochondrial dysfunction and the pathogenesis of AD

is planned to be clarified to contribute to the identification of the mechanism of AD and develop
potential therapeutic targets. For this purpose, Ap42-induced in vitro AD model was developed and
MitoQ, a mitochondrial targeted antioxidant agent, was treated to these cells. Alzheimer,
mitochondria and oxidative stress related genes were investigated. The analysis revealed that the
negative effects of AP42 on neuroblastoma cells and mitochondrial dysfunction were ameliorated by
the antioxidant characteristic of MitoQ molecule.

KeyWords: Alzheimer’s disease, mitochondrial dysfunction, mitoq, neurodegeneration
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1. GIRIS VE AMAC

Diinyada oldugu gibi iilkemizde de yaygin olarak goériilen, demansa ve kognitif
bozukluklara sebep olan norodejencratif hastaliklar ozellikle yashi bireyleri
etkilemektedir. Demansin yaygin goriilen bir formu olan Alzheimer hastaligi (AH)
noronlarin erken Oliimiiyle iligkili progresif bir hastaliktir. AH'nin ortaya c¢ikis
sebepleri ve mekanizmalar1 hala tam olarak aydinlatilamamistir. AH etiyolojisinin
tam olarak bilinmemesi, baz1 epigenetik yaklagimlarin tespit edilememesi ve 65 yas
tizerinde %6-10 ve 85 yas lizerinde %40-50 civarindaki insidansi, AH ile ilgili
caligsmalarin 6nemini artirmaktadir. AH tanisinin hala biiyiik 6l¢iide klinik 6lgiitlere
dayal1 olmasi1 ve hastaligin tanisinda heniiz kullanilabilir bir biyobelirtecin olmamasi

periferal biyolojik/molekiiler bir belirte¢ gerekliligini ortaya koymaktadir.

Hastaligin sebebi olarak diisiiniilen, beyinde AP plaklar1 ve hiperfosforile tau
norofibril yumaklar1 olusumunun ileri evrelerde ortaya ¢ikmasi nedeniyle hastaligin
patogenezinde daha erken evrede baska mekanizmalarin rol oynayabilecegi
diisiiniilmektedir. Son yillarda, hastalifin patogenezine sebep olabilecek en gegerli
mekanizmanin mitokondriyal disfonksiyon oldugu belirtilmektedir. Beynin yiiksek
oranda enerji ihtiyaci, ¢ok sayida mitokondrinin varlifiyla karsilanmakta ve bu
durum ayni zamanda mitokondri kaynakli reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimi
sebebiyle beyinde oksidatif strese yol agmaktadir. Yapilan literatiir arastirmalarina
gore, AH’nin oksidatif strese bagli olarak gelisen mitokondriyal disfonksiyondan
kaynaklandigi ileri siirilmektedir. Mitokondrilerin dinamiklerinde degisimler,
membran potansiyellerinde azalmalar ve iligkili genlerde ekspresyon farklar1 oldugu
bilinmektedir.

Bu c¢alismada, AH patogenezinin tanimlanmasina katkida bulunmak ve
potansiyel terapotik hedefler ortaya ¢ikarabilmek i¢in mitokondri disfonksiyonu ile
AH'nin patogenezi arasindaki iligkinin agiga ¢ikarilmasi ve mitokondri hedefli yeni
nesil bir ajan olan MitoQ'nun etkinliginin in vitro Kosullarda tespit edilmesi
amaclanmistir. Bu amagla, oksidatif stresin ve buna baghh olarak gelisen
mitokondriyal disfonksiyonun roliinii gostermek tizere AB-indiiklii AH hiicre modeli
gelistirilmis ve bu hiicrelerde mitokondri, Alzheimer ve oksidatif stres ile iliskili gen
panellerinin ekspresyon seviyeleri incelenmis, ROS miktar1 6l¢iilmiis ve AH’de
oksidatif stresin rolii arastirilmistir. RNA ve protein diizeyinde yapilan analizlere ek

olarak mitokondri spesifik olarak boyanan hiicreler floresan mikroskop altinda,



AH'de ve antioksidan uygulamas: sonucunda, mitokondri yogunluklar1 ve

mitokondriyal membran potansiyelleri agisindan incelenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Yaslanmayla birlikte néronlarin zarar gormesiyle noérodejeneratif hastaliklar
gorilmeye baslar. Bu durum hem bireylerin yasam kalitelerini olumsuz olarak
etkilemekte hem de saglik sektorii igin biliylik bir yiik teskil etmektedir.
Norodejeneratif hastaliklar, ¢esitli mekanizmalar sonucu sinir hiicrelerinin kaybi ve

sinir sisteminde fonksiyon bozulmalari ile karakterize hastaliklardir.

Bu hastaliklarin bagsinda AH, Parkinson hastaligi (PH), Huntington hastaligi,
Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS) ve Multiple Skleroz (MS) gelmektedir. Ortalama
yasam sliresinin uzamasiyla ve etkili tedavi segeneklerinin azlhigiyla beraber,
toplumda ndrodejeneratif hastaliklarin insidansinda biiylik bir artis vardir. Son
yillarda yogun bir sekilde bu yikici hastaliklara yonelik tedaviler i¢in ¢alismalar
yapilmaktadir. Ancak etkili teshis yontemlerinin olmayist ve hastaliklarin heniiz
bilinmeyen sebepleri de basarili bir tedavi gelistirilmesini dnlemektedir (Michalska

ve Leon 2020).

Norodejeneratif hastaliklarin  patofizyolojisi incelendiginde hastaliklarin
ortaya ¢ikislar1 ve gelismelerinde karmagik bir agin oldugu goriilmektedir. Bu
hastaliklarla 1lgili bulgular, hepsinin ortak mekanizmalara sahip oldugunu
gostermistir. Bu mekanizmalarin basinda oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon,
metal iyonlarmin birikimi, noroinflamasyon, proteinlerin yanlis katlanmalari,
hastaliklarla iligkili proteinlerin hiicreler arasi iletimi ve apoptotik hiicre o6limii

gelmektedir (Michalska ve Leon 2020).

Norodejeneratif hastaliklarla iligkili oldugu diisliniilen cok sayida genetik
mutasyon tespit edilmistir (Goate ve ark. 1991). Ancak kalitilan bu ailesel formlar,
hastaliklarin sadece %5'ini olustururken, geri kalan kismi ise sporadik olan
vakalardir. Hastaliklarin ortaya ¢ikisini ¢cevresel etmenler, hayat tarzi ve vaskiiler risk
faktorleri etkilemektedir. Yine de en 6nemli risk faktorii yaslanma olmakla beraber,
oksidatif stresin de noérodejeneratif hastaliklarin etiyolojisinde 6nemli bir faktor

oldugu gosterilmektedir (Brown ve ark. 2005).



2.1. Alzheimer Hastahg

Demansin en yaygin goriilen formu olan AH, ilk kez Alman doktor Dr. Alois
Alzheimer'n, akil hastasi oldugu diisiiniilen bir hastasinin, Oliimiinden sonra
beyninde plak olusumlarini géstermesiyle belirlenmis bir hastaliktir (Smith 1988).
AH hastalarmin postmortem beyin Orneklerinde yapilan histolojik incelemeler
sonucunda, iki temel patolojik belirteg gosterilmistir. Bunlar hiicrei¢i norofibril

yumaklar1 ve hiicre dis1 noritik plaklardir.

AH genetik ve gevresel faktorlerle tetiklenebilen multifaktoriyel etiyolojiye
sahip bir hastaliktir. Bu faktorler hastaligin ortaya ¢ikma yasini ve seyrini
etkilemektedir. AH’li hastalarin yasam kaliteleri hastaligin ilerlemesiyle biiyiik
Olciide diismekte ve hastalar bakima muhta¢ hale gelmektedir. Hatta ileri evrede
beyin fonksiyonlarmin 6nemli 6l¢iide hasara ugramasiyla beraber, bu hastalar

kaybedilmektedir.

Beyinde etkiledigi bolgelere gore, zamanla farkli etkilere sebep olan
hastalikta, genellikle Once hafiza kaybi gelismeye baslar. Hastalarin giinliik
yasamlarindaki aktivitelerinde kayiplar ortaya ¢ikmaktadir. Mantiksal diisiince ve
duygu bozukluklari, 6grenme, oryantasyon, dil fonksiyonlari, algilama, plan yapma
gibi fonksiyonlarin kaybi, ardindan haliisinasyonlar gérmeye baslayan hastalarda
uzun siireli hafiza kayiplar1 da ortaya gikmaktadir. Ileri agamalarinda solunumu ve

kalbi de etkileyerek 6liime sebep olabilmektedir.

AH’nin ortaya c¢ikmasinda gecerli oldugu disiiniilen 5 hipotez

bulunmaktadir:
1) Kalitsal olarak aktarilmasi
2) Asetilkolin sentezinde azalma
3) Beyinde AP (Amyloid-beta) plak birikimi
4) Beyinde hiperfosforile tau norolif yumaklarinin olusumu

5) Mitokondri dinamiklerinde ve fonksiyonlarinda bozulmalar



2.1.1. Kalitsal Olarak Aktarilmasi

AH vakalarmin biiyiik ¢cogunlugu sporadik olmakla birlikte, %10'undan az1
ise 21. kromozomda taginan AP peptid liretiminde gorev alan amiloid prekiirsor
proteini (APP), 14. kromozomda tasinan presenilin 1 ve 2. kromozomda tasinan
presenilin 2 genlerinde goriilen genetik mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. ileri
evre AH igin kesin bir genle iliski kurulmamakla birlikte, 19. kromozomda tasiman
apolipoprotein E (APOE) geni, hastaligin gelisme riskini artirmaktadir (Wang ve ark.
2014; Giri ve ark. 2016).

2.1.2. Asetilkolin Sentezinde Azalma

Asetilkolin, tiim  kolinerjik noronlar  tarafindan  kullanilan  bir
ndrotransmitterdir ve sinir siteminde dnemli bir rol oynamaktadir. Sentezi, kolinerjik
ndronlarin sitoplazmasinda gergeklesmektedir. AH'de en ¢ok etkilenen noronlar
kolinerjik ndronlardir. Asetilkolin sentezinin AH'de azaldig1 gosterilmistir. Ayrica,
AH tedavisinde kullanilan ilaglardan 3 tanesi, kolinesteraz inhibitorleridir (Ferreira-
Vieira ve ark. 2016).

2.1.3. AP Plak Birikimi

AP plaklar1 ve tau norofibril yumaklart AH’de noronlar arasindaki iletisimi
zayiflatarak, noéronlarin beslenmesini azaltip Olmelerine sebep olmaktadir. Bu
yapilarin, AH nin sebebi yerine sonucu olabilecegini 6ne siirenler de bulunmaktadir
(Cadonic ve ark. 2016). AB, APP'nin a-sekretaz, f-sekretaz veya y-sekretaz enzimleri
tarafindan proteolizi sonucunda olusan bir proteindir. a-sekretaz enzimi APP’yi
transmembran bodlgesinden 12 aminoasit uzakliktan keserek a-APPs fragmanini
olustururken, B-sekretaz enzimi ise APP’nin amino terminaline 16 aminoasit daha
yakin bir bolgeden keserek B-APPs fragmanini olusturur. Bu enzimlerin kesiminden
sonra y-sekretaz tarafindan ikinci kesilme yapilir. a-sekretaz kesimi sonrasi 7-
sekretaz enziminin kesimi ile p3 fragmani, B-sekretaz kesimi sonrasi y-Sekretaz
enziminin kesimi ise AP peptidini olusturmaktadir. AP peptidinin uzunlugunu
belirleyen enzim de y-sekretaz enzimidir. Normalde goriilen bu siireg, AH
vakalarinda daha aktif olabilmektedir. Diger ihtimal ise, normalde pargalanan AP
peptidinin, AH’lerde parcalanamamasi, yanlig katlanmalar1 gibi durumlardan o&tiiri

agregatlar olusturmasidir (Saka 2010).



Hiicre disindaki AP'nin hiicre igine ve mitokondriye tasinmasi oksidatif stres,
mitokondriyal disfonksiyon ve son olarak da ndronlarin 6liimiiyle sonu¢lanmaktadir.
APB'nin mitokondride birikime ugramasi, bazi onemli enzimlerin par¢alanmasina
sebep olmaktadir. Bu baslica enzimler piriivat dehidrojenaz (PDH), izositrat
dehidrojenaz ve oksogluterat dehidrojenaz (OGDH) enzimleridir ve AH'de enzimatik
disfonksiyona ugradiklar1 bilinmektedir (Chen ve Yan 2007). Enzimlerde goriilen bu
hasarlar, ATP tiretimini 6nler, dolayisiyla hiicresel enerji eksikligi sebebiyle sinaptik

anormallikler ve néron dejenerasyonuna sebep olur (Gandbhir ve Sundaram 2020).

2.1.4. Hiperfosforile Tau Norolif Yumaklarinin Olusumu

Tau, baskin olarak néronlarda ekspresyonu goriilen ve genellikle aksonlarda
lokalize, mikrotiibiil-iligkili bir proteindir. Tau, mikrotiibiil-baglama bdlgesi
sayesinde, mikrotiibiillerin diizenlenmesinden sorumludur ve fosforilasyonu ile
mikrotiiblil baglama kapasitesi ve stabilizasyonu negatif olarak diizenlenir. Tau fibril
yumaklari, AH dahil olmak iizere belirli nérodejeneratif hastaliklarin karakteristik
ozelliklerindendir ve genel olarak tautopatiler olarak da adlandirilir. Hiperfosforile
tau proteinlerinin mikrotiibiillere olan afiniteleri azalir ve intraseliiler agregatlar
olustururlar. Tau hiperfosforilasyon etiyolojisi ve sebep oldugu durumlar hala tam
olarak bilinmemekte olup genellikle deney hayvanlarinda arastirilmaktadir (Espinoza

ve ark. 2008; Petry ve ark. 2014).

2.1.5. Mitokondri Dinamiklerinde ve Fonksiyonlarinda Bozulmalar

Mitokondri disfonksiyonu AH’nin erken evrelerinde ortaya c¢iktigindan
hastaligin sebebi olabilecegi iizerinde durulmakta ve hastaligin erken teshisi ve

tedavisine imkan saglayabilecegi diisiiniilmektedir.

Yaslanmaya bagli hastaliklarin yasin ilerlemesiyle nasil ortaya c¢iktigi tam
olarak bilinmemekle birlikte, ileri yaslarda ortaya ¢ikmasi ve yasa bagli olusu
hastaligin mitokondriyal mutasyonlarla baglantili oldugu goriisiinii desteklemektedir.
Ciinkii dokuda mutant mitokondrilerin orani ylikseldikce ATP iiretimi yetersiz hale

gelmekte, doku ve organlarda fonksiyon yetersizligi gézlenmektedir.

Yaglanmanin etkilerine en a¢ik organin beyin oldugu diisiiniilmektedir.
Viicut agirliginin sadece %2’si olan beyin viicut i¢in gerekli olan enerjinin yaklagik

%20’sini tek basina tiikketmektedir. Sinirh glikolitik kapasitesi ve metabolik olarak
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aktif yapist sebebiyle noronlar enerji ihtiyact fazla olan hiicrelerdir. Bu ihtiyaglari
dolayisiyla onemli miktarda mitokondri fonksiyonuna da gereksinim duyarlar.
Dendrit ve akson uzantilari ile noronlar polarize hiicrelerdir. Mitokondrilerin bu

yapilar arasinda uygun dagilimi ve dogru zamanda tasinmasi ¢ok énemlidir (Gao ve

ark. 2017; Grimm ve Eckert 2017).

AH'nin seyri progresif olarak ilerledigi icin erken evrede tanisinin konmasi
bliylik 6nem tagimaktadir. Bu sayede tedaviye daha erken baslanabilir, hastaligin
progresyonu Yyavaglatilabilir, semptomlar1 diizeltilebilir. Giiniimiizde AH i¢in
kullanilan ilaglar, mortaliteyi azaltmaz ve hastaligi tamamen iyilestiremez. Sadece
hastaligin seyrini yavaslatici, hafiza kaybinin birkag¢ ay geciktirilmesi, hastalarin
daha uzun siire bagka bir bireyden bagimsiz yasamasi, psikiyatrik ve davranig
bozukluklarinin azaltilmas1 gibi hastaligin semptomlarina yoneliktir. Var olan
calismalar, hastalik siirecini zayiflatmaya, kolinerjik sentezi diizeltmeye ve azalan
asetilkolini artirmaya yoneliktir. Kullanilan farmakolojik ajanlarin  yan etki
gostermemesi Onemlidir. Bu ylizden hastaliin erken donemde teshisi, ayrica
ilaclarin diisiikk dozda baslanip giderek artirilmasina dolayisiyla ortaya ¢ikabilecek
yan etkilerinin daha seyrek goriilmesine de olanak saglamaktadir. En sik goriilen yan
etkiler gastrointestinal yan etkilerdir. Hastalarda kusma, bulanti, ishal
goriilebilmektedir. Bu yiizden ilaglarin gastrointestinal sistemde yiiksek oranda
emilmesi, hastalarin kullanmasi muhtemel diger ilaclarla minimum etkilesime
girmesi de 6nem tasimaktadir. Ayrica, hastaligin ilerleyen evrelerinde ilaglarda doz
artis1 olacagindan, yiiksek dozlarda bile toksisite gostermemelidir (Ulger ve ark.
2008).

2.2. Alzheimer Hastalig1 Tedavisinde Kullanilan laclar

AH tedavisi i¢in onay alan farmakolojik ajanlar, asetilkolinesteraz
inhibitorleri, memantin ve AP  proteinlerini  hedefleyen antikorlardir.
Asetilkolinesteraz inhibitorleri, asetilkolinesteraz enzimini inhibe ederek, AH'de

azalan en dnemli norotransmitter olan asetilkolinin seviyesinin artmasini saglar.

Aducanumab, beyindeki AP plaklarint hedefleyen ve damar ici olarak
uygulanan bir antikordur. Beyindeki amiloid beta plaklarinin seviyesini diisiirebildigi

icin, bu ilag FDA tarafindan onaylanmistir. Ancak simdiye kadar bu tip ilaglar



bilissel aktivitede iyilesmeyi saglamadig icin, AB'nin dogru hedef olup olmadig:
hala biiyiik bir soru isaretidir (Ulger ve ark. 2008).

2.3. Mitokondri

Mitokondri  hiicre = metabolizmasi,  sagkalimi,  farklilasmas1  ve
homeastazisinde biiyiik 6nem tasiyan ve tiim okaryotik organizmalarda bulunan bir
organeldir. En 6nemli iglevi enerji tiretimi olmakla birlikte kalsiyum tamponlama,

sinyal yolaklarinin ve apoptozun diizenlenmesi gibi rolleri de vardir (Lin ve Beal

2006; Cha ve ark. 2012).

Mitokondri organelinin ¢ap1 0,75-3 pm arasinda degismektedir. I¢ ve dis
zardan olusan ¢ift zarli bir yapidadir (Sekil 2.1). Dis zarda, kiigiik molekiillerin
gecebildigi voltaj-bagimli anyonik kanallar bulunur. I¢ zar ise metabolitler i¢in temel
bir bariyer gorevi gormektedir. TOM/TIM protein kompleksleri gibi transporter
proteinleri sayesinde proteinlerin i¢ zardan ge¢mesi saglanir (Chacinska ve ark.
2009). Ayrica ATP enerji iiretimi mitokondrinin i¢ zarindaki elektron transport

zinciri ile gergeklesmektedir (Seelert ve ark. 2009).

Matriks: Sitrik asit dénglist
Ure déngiisii

Yag asidi oksidasyonu
Pirlivat dehidrogenaz kompleks

Diger peptidazlar
Saperonlar

Sekil 2.1. Mitokondri organelinin yapisi (Sas ve ark. 2007).

Hiicrelerin enerji ihtiyacina ve metabolik durumlarina gore biiyiikligiinde,
yapisinda ve sayilarinda degisimler olabilir. Hiicre bdliinmesine bagli olmaksizin
enerji istegine gore gogalabilirler (Sas ve ark. 2007). Siirekli olarak fizyon ve fiizyon

olaylarina ugrayarak mitokondrilerin homeastazileri saglanir. Kendi genetik



materyaline sahip bir organeldir. Mitokondriyal DNA (mtDNA) solunum zincirinde

elektron taginmasi igin gerekli 80 proteinden 13’linli kodlamaktadir.

2.3.1. Mitokondri Dinamikleri

Mitokondri organelleri, siirekli olarak fizyon ve fiizyon olaylari ile fizyolojik
degisiklige ugrarlar. Bu olaylar mitokondrilerin morfolojileri ve dinamiklerini
diizenler (Detmer ve Chan 2007). OPA1 proteini mitokondrinin i¢ zarinda aktiftir.
Mitokondriler, fizyon ve flizyon olaylar1 ile sekil degistiren dinamik yapilardir. Bu
yapisal degisiklikler, mitokondrinin fonksiyonelligi ve yeni mitokondrilerin iiretimi
icin gereklidir. OPA1 proteini, fiizyon olaym regiile eden dnemli bir proteindir.
Oksidatif  fosforilasyon ve apoptoz olaylarinda da rol oynamaktadir
(https://medlineplus.gov/genetics/gene/opal/). Mitofusin proteinleri mitokondrinin
dis zarinda bulunmaktadir. Konformasyonel degisimlerle aktive olan mitofusinler,
oligomerize olarak mitokondrilerde fiizyon olayini diizenlerler (Zacharioudakis ve
ark. 2022).

Mitokondri morfolojileri farkli hiicre tiplerinde veya ayni hiicre tipinde de
farklilik gostermektedir. Kiiclik kiireler, kisa c¢ubuk veya uzun tiibiil seklinde
olabilirler. Mitokondrilerin bu dinamiklikleri lipidler, proteinler gibi komponentlerin
degisimleri, hasarli mitokondrilerin tamiri ve ortadan kaldirilmasi gibi olaylari
tetikleyerek mitokondrilerin fonksiyon ve kalitesini diizenler. Fiizyon sonucu olusan
mitokondriler genellikle oksidatif fosforilasyonda ve mitokondriyal membran
potansiyelinde artisa sebep olurken, pargalanan mitokondriler fonksiyon azalmasi,
oksidatif fosforilasyonda ve mitokondriyal membran potansiyelinde azalmayla
iliskilidir (Chen ve ark. 2005; Yao ve ark. 2019).

Fiizyon olayr iki asamada gerceklesmektedir: Ilk asamada mitofusin-1
(MEN1) ve mitofusin-2 (MFN2) ile aktive olan mitokondri dis zarinin flizyonu
gereklidir. Ikinci asamada ise optik atrofi-1 (OPA1) ile aktive olan mitokondri i¢
zarmin fiizyonu gerceklesir.  MFN1/2 veya OPA1l proteinlerinin  yoklugu
hiperfragmente olmus mitokondrilere sebep olur. MFN1 ve MFN2 yoksunu
hiicrelerde tamamen fragmente olmus mitokondri agi, MFN1 nakavt hiicrelerde
benzer biiyiikliiklerde kiiclik kiire yapilar1 halinde fragmente mitokondriler, MFN2
nakavt hiicrelerde ise kiire veya oval seklinde ancak ¢ok daha biiyiik boyutlarda

fragmente olmus mitokondriler goriilmektedir. Yabanil tip hiicrelerdeki MFN1 veya
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MFN2'nin yiiksek ekspresyonu, ¢ekirdegin etrafinda mitokondrilerin kiimelenmesine
sebep olur. MFN2 nakavt hiicrelerdeki MFN1'in yiiksek ekspresyonu ve MFN1
nakavt hiicrelerdeki MFN2'min yiiksek ekspresyonu mitokondrinin flizyonunu eski
haline getirmektedir. Bu durum, MFN1 ve MFN2 proteinlerinin aralarindaki

baskinlik derecesini gostermektedir (Zacharioudakis ve ark. 2022).

Literatlirde, mitokondriyal fonksiyon bozukluklarinin néron fonksiyonu ve
yapist tizerinde yikici etkileri oldugu ve biitiin major nérodejeneratif hastaliklarda
goriildiigli gosterilmistir. Mitokondrilerin noronlarin dendrit ve akson uzantilar
arasinda uygun dagilimi ve dogru zamanda taginmasi ¢ok 6nemlidir. Mitokondriler,
stirekli fizyon ve fiizyon olaylar1 gecirerek biitiinlilk ve miktarlarinin korunmasini
saglar (Sekil 2.2). ATP iiretimi, Ca*? homeostazisinin saglanmast, hiicre oliimii ve
ROS fiiretimi gibi hiicresel olaylardan sorumludurlar. Fizyon ve fiizyon olaylari
dinamin-iligkili biiyiik GTPaz proteinleri ile diizenlenmektedir. Fizyon olayinin
baslatilmasindan sorumlu mekanizma halen tam olarak bilinmemekle birlikte temel
diizenleyici molekiil, genellikle sitoplazmada lokalize olan Drpl (dinamin-iligkili
protein 1)’dir. Fizyon olay1 sirasinda sitozolik Drpl, Mff, Fisl ve MiD48/51 gibi
reseptOr proteinler tarafindan mitokondri dis zarina g¢agrilir ve oligomerizasyon
sonucunda halka benzeri bir yap1 olusur (Gao ve ark. 2017). Drp1’in ¢agrilmasi ve
polimerizasyonu sonrasinda dinamin benzeri bir protein olan Dyn2’nin de membran
fizyonunun son asamasinda gorev aldigi gosterilmistir (Lee ve ark. 2016; Baek ve
ark. 2017).

1 MFN1/2
® Opal

Y Fis1

@ Drp1

Y Mff

Sekil 2.2. Mitokondri dinamiklerine gérev alan proteinler (Tieu. ve Imm, 2014)
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Hem dis hem de i¢ zarin flizyonu ile mitokondriyal fiizyon olay1
gerceklesmektedir. Dis zarin fiizyonu Mfnl (Mitofusin 1) ve Mfn2 (Mitofusin 2), i¢
zarm flizyonu ise OPA1 (Optik atrofi protein 1) tarafindan diizenlenmektedir. Mfnl
ve Mfn2 proteinleri ile homo-oligomerik veya hetero-oligomerik kompleksler dis

zarlarin bir arada durmasini saglar (Santel ve Fuller 2001; Ishihara ve ark. 2004).

Fizyolojik ve patolojik durumlarda, mitokondriler enerji ihtiyaci olan
bolgelere hareket ederler (Frederick ve Shaw 2007). Sekil 2.3'te goriildiigii gibi,
mitokondriler, mikrotiibiiller iizerindeki anterograde hareketlerini saglayan motor
kinesin-1 ve retrograde hareketlerini saglayan motor dinein/ dinaktin kompleksi
Milton ve Miro ile interaksiyon i¢indedir (Guo ve ark. 2005; Glater ve ark. 2006).

Sekil 2.3. Mitokondri organelinin tasinmasinda gorevli proteinler

(Sheng ve ark. 2014)

2.4. AH'de Mitokondri Disfonksiyonu

AH’de bazi mitokondriyal fonksiyonlarin etkilendigi gosterilmistir. Bu
fonksiyonlardan bazilar1 glikoz metabolizmasinda azalma, mitokondriyal enzimatik
hasar, AP plaklar1 ve tau norofibril yumaklar1 olusumundan o6nce gelisen ROS
tiretimindeki artigtir. Mitokondri dinamiklerinde saptanan degisimler ise;

mitokondriyal flizyon ve fizyon dengesinde bozulma, mitokondirinin aksonlar
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tizerindeki tasinmasinda azalma, hiicre i¢i mitokondri oraninda diisiis ve sekil

degisimleridir.

Mitokondri disfonksiyonu, AH’nin erken evrelerinde ortaya ¢iktigindan
hastaligin sebebi olabilecegi iizerinde durulmakta olup, hastaligin teshisi ve tedavisi
icin imkan sagladig diistiniilmektedir. Mitokondriyal disfonksiyonun, AB plaklart ve
tau norofibril yumaklar1 olusmadan o©nce gergeklestigini gosteren calismalar
bulunmaktadir (Cadonic ve ark. 2016). Ayrica AP indiiklii ndrotoksisitenin olusmasi

icin fonksiyonel mitokondri gerektigi one siiriilmektedir (Cardoso ve ark. 2001).

Mitokondrilerin tasinmasi i¢in néronlarda 6zellesmis mekanizmalar bulunur.
Norotransmitter madde saliniminin gergeklesmesi i¢in, mitokondrilerin sinapslara
tasinmas1 gerekmektedir. Saglikli ve AH noronlarinda mitokondri dinamiklari
farklilik gostermektedir. AP ve tau patolojileri mitokondri fonksiyonlarint bozmakta,
mitokondrilerin sinapslara taginmasinda sorunlar ortaya ¢ikmakta ve yetersiz ATP ve
Ca*? sebebiyle sinaptik vezikiill salimmi biyiik olciide azalmaktadir (Cai ve

Tammineni 2016).

AH gelisimine mitokondriyal dinamiklerdeki bozulmalarin etkileri ile ilgili
caligmalara son 10 yilda rastlanmaktadir. AH hastalarinin mitokondri i¢ zarlarinda
hasarlar, Drpl, OPA1, Mfnl/2 ve Fisl fiizyon ve fizyon diizenleyici genlerin
ekspresyonlarinda degisimler, Drp'in GTPaz aktivitesini etkileyen, fosforilasyonunda
farklilik ve S-nitrozilasyonunda post-translasyonel modifikasyonlar oldugu
bildirilmistir (Gao ve ark. 2017). Ayrica, AH'de mitokondri morfolojilerinde
degisimler, mitokondrilerin aksonal hareketlerinde azalma ve sinaptik bosluklar

gozlenmistir (Cadonic ve ark. 2016).
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Saglikli néron
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°

S I I T T T RGP W T T o T I > I I

Alzheimer hastasi néron

Saghkh Mitokondri
Disfonksiyonel Mitokondri

Sekil 2.4. Saglikli ve Alzheimer hastasi noronlarda mitokondriler (Cai ve Tammineni 2016)

AP indikli oksidatif stres AH'de nodron hiicre Oliimlerinin 6nemli
sebeplerindendir. AH mekanizmasinda etkili oldugu disiiniilen mitokondriyal
disfonksiyon ve apoptozun artig1 aynt zamanda diisiik antioksidan seviyesiyle birlikte
seyretmektedir. Noronlarin yiiksek metabolik ihtiyaci, beyinde kisitli rejenerasyon ve
diisiik antioksidan seviyesi, beyini oksidatif strese daha agik hale getirmektedir
(Manoharan ve ark. 2016). Calismalar siiperoksit anyonu, hidroksil radikali, hidrojen
peroksit ve nitrik oksit kaynakli oksidatif stresin AH'de ndrodejenerasyona sebep

oldugunu gostermistir (Van Dyke 1997; Xie ve ark. 2002).

AH'de mitokondriyal hasar, patolojik bir belirtegtir ve proteinlerin, lipidlerin
ve niikleik asitlerin oksidasyonuna sebep olan reaktif tiirlerin temel kaynagidir.
Okside olmus bu firiinler, diisiik sitokrom ¢ oksidaz ve kompleks IV aktivitesi ile
birlikte Alzheimer hastalarinin postmortem beyin dokularinda gosterilmistir (Patten
ve ark. 2010). ROS ve RNS'lerin fazla tiretimi AP iiretimi ve toksisitesi ile iliskilidir.
Ayrica AP da reaktif tiirlerin oranin1 artirir, mitokondriyal disfonksiyona ve sitozolik
Ca*? dengesinin bozulmasmna sebep olur. Tiim bu olaylarda AB plaklarimin

goriilmesine yol agar (Caspersen ve ark. 2005).
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Kronik inflamasyon, AH'nin ortaya ¢ikmasinda ve gelisiminde 6nemli bir rol
oynar. Oksidatif stres, patolojik olarak glial aktivasyonu, mikrogliosiz ve
astrogliosizi indiikler. Oksidatif stres, okside olmus biyomolekiiller ve AP
mikrogliay1 aktive eder, boylelikle proinflamatuvar tepki baslatilir. Aktive olan
mikroglia iNOS ve NOX gibi farkli inflamatuvar faktorlerin ekspresyonunu aktive
eder. Sonug olarak yiiksek miktarda reaktif tiirler, TNFo gibi proinflamatuvar
sitokinler ve IL-1B gibi proinflamatuvar interlokinler tiretilir (Akama ve ark. 2000,
Michalska ve Leon 2020).

2.5. Oksidatif Stres

Normal fizyolojik kosullarda, reaktif tiirler (RS) hiicre sagkalimi,
farklilasma, immiin tepki, inflamasyon, 6grenme, hafiza, programli hiicre 6liimii gibi
olaylarda yer almaktadirlar. Ancak bu molekiillerin regiilasyonu bozuldugunda hiicre
olimii ile sonuglanabilecek kalict hasarlara sebep olabilirler. RS molekiillerinin bu
ikili rolleri g6z oOniine alindiginda redoks homeostazisinin dengede tutulmasi igin
hiicredeki seviyelerinin ¢ok siki bir sekilde kontrol edilmesi gerekir. Bu ylizden de

hiicrelerde cesitli antioksidan mekanizmalari bulunmaktadir (Michalska ve Leon
2020).

Hiicre biiyiimesi, farklilagma ve proliferasyon olaylarinda RS molekiilleri
sekonder mesajc1 molekiiller olarak gorev alirlar. Hiicrelerde redoksa duyarli ¢ok
sayida protein bulunmasi da bu durumu desteklemektedir (Jones 2008). Tirozin kinaz
reseptorlerine bagli biiyiime faktorleri, downstream sinyal yolaklar i¢in gerekli olan
RS molekiillerini artirir. RS toksisitesi biyomolekiillerde oksidatif hasara sebep
oldugu gibi, RS molekiillerinin birikimi mitokondriyal disfonksiyon, glial hiicre
aktivasyonu, proteinlerin yanls katlanmasi ve birikimine, apoptoza ve dolayisiyla

ndron hasarina sebep olmaktadir (Guo 2013).

Norodejeneratif hastaliklarda RS molekiillerinin diisiik seviyede olmasi,
hasarli mitokondrilerin mitofaji ile ortadan kaldirilmasini saglarken yiiksek seviyede
olmalar1 ise mitokondriyal depolarizasyona, ATP iiretiminde azalmaya, Ca*
seviyesinde artisa dolayisiyla da apoptoza, nekrotik hiicre dliimiine ve ferroptoza

sebep olur.
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ATP iiretimi sirasinda elektron transferleri sonucunda ROS iiretiminin
gerceklestigi hiicre i¢i temel kaynak mitokondri organelleridir. ROS iiretimi
mitokondride OXPHOS sirasinda gergeklesmektedir. ATP iiretimini kontrol eden
mitokondri i¢ membranindaki elektrokimyasal potansiyel, mitokondrinin
disfonksiyonuna cevap olusturmada mitokondriyal hareketi de degistiren molekiiler
diizeydeki farkliliklar da 6nemlidir. Elektron tasima zinciri aktivitesi sonucunda yan

tirlinler olarak O;~ (siiperoksit) formunda serbest radikaller olusmaktadir.

Oksidatif stresin baska bir etkisi ise hiicre 6liimiinii tetikleyerek, AH gibi
pek ¢ok norodejeneratif hastaligin patogenezine sebep olmasidir. Oksidatif stresle
hiicrenin miicadele etme yollarindan bazilari stiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon
sistemleridir. Mitokondri spesifik bir antioksidan olan SOD enzimi, O, 'nin H,O,'ye
dontistiiriilmesini saglar. Glutatyon peroksidaz enzimi HpO,'yi su molekiillerine

doniistiiriir (Oyewole ve Birch-Machin 2017).

Serbest radikal dretimi ile bu sistemler araciligiyla gerceklesen
detoksifikasyon olaylar1 arasinda bir denge kurulmalidir. Bu dengenin bozulmasi
durumunda ROS iretimi agir basarak hiicresel fonksiyonlarda bozulmalara sebep
olmaktadir. Bu durum da pek ¢ok patolojiye sebep oldugu bilinen mitokondriyal
disfonksiyon olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Grimm ve Eckert 2017).

Noronlar, yiiksek oranda enerjiye gereksinim duyan hiicrelerdir. Glikoz
oksidasyonu, beyinde en yaygin enerji kaynagi olarak kullanilir. Yag asitleri gibi
kaynaklarin oksidasyonlari, ATP {iretim hizlar1 diisiik oldugu igin, enerji ihtiyacin
karsilayabilmek i¢in ¢ok fazla ROS iiretimine, dolayisiyla beyinde oksidatif strese
sebep olur. Sonu¢ olarak, noronlar enerji ihtiyaglari1 mitokondriyal OXPHOS

sisteminden ATP formunda kargilamaktadirlar (Grimm ve Eckert 2017).

Oksidatif hasar, oksijenli solunum yapan tiim hiicrelerde goriildiigii halde
beyin oksidatif strese daha duyarli bir organdir. Bu duyarlhilia sebep olan bazi
faktorler su sekildedir: Yaslanmayla birlikte mtDNA'da mutasyon artislar1 olur.
Mitokondrinin enerji liretim verimliligi diiser ve daha fazla serbest radikal tiretilir.
Noronlar oksidatif fosforilasyona daha ¢ok ihtiya¢ duyduklar i¢in oksidatif strese de
daha duyarli hale gelir.
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Mitokondri hasart ATP seviyesinin diigmesine sebep olur. Bu durumda enerji
tiretmek icin mitokondriyal trikarboksilik asit siklusu gibi diger mekanizmalara
ihtiyagc  duyulur. Ancak bu mekanizmalarin noérodejeneratif hastaliklarda
regiilasyonlarinin bozuldugu bilinmektedir. (Butterfield ve ark. 2019; Tang 2020).
Bazi norotransmitterler kendiliginden okside olabilirler (Spencer ve ark. 1998).
Demir ndronlarin normal fonksiyonlarinda gorev alan bazi proteinler (sitokrom
P450, ETS komponentleri gibi) i¢in esansiyel bir kofaktérdiir ve beyinde demir orant
yiiksektir. Ancak demir ayn1 zamanda Fenton reaksiyonu ile serbest radikal
olusumunu katalizleyebilir. Bu durum da noéronlarda hasara sebep olmaktadir (Zecca
ve ark. 2004). Yaslanmaya bagl olarak antioksidan savunma mekanizmalarinda

azalma gortlir (Gil ve ark. 2006).

Farkli c¢alismalarda, diger yashh kontrol bireylere kiyasla, Alzheimer
hastalarinda oksidatif hasarin daha fazla oldugu gosterilmistir (Lovell ve ark. 1997).
AP ve hiperfosforile-tau birikimi Alzheimer hastalarinda oksidatif stresin dolayisiyla
mitokondriyal disfonksiyonun artmasina sebep olur. (Rhein ve ark. 2009) Bunun
yani sira oksidatif stres de AP iretimi ve birikimini, tau fosforilasyonunu ve
polimerizasyonunu artirabilir. Bu sekilde AH'nin ortaya ¢ikisi ve progresyonunda

ikisi arasinda bir dongii oldugu goriilmektedir.

PH'de oksidatif stres en dnemli patofizyolojik mekanizmadir. Ailesel PH'den
sorumlu genler mitokondri fonksiyonunu etkileyerek oksidatif stresi artirir. Ailesel
ALS vakalarinin %20'sine RS iiretiminde rol oynayan SOD1 mutasyonu sebep
olmaktadir. Yanlis katlanan proteinlerin eliminasyonu, boliinme yetenekleri
olmadigindan ndronlar i¢in biiylik 6nem tasir. Protein agregatlarinin aksonlarda ve
dendtritlerde paketlenmesi ve lizozomca zengin olan somaya tasinmasi gerekir.
Yaslanmayla birlikte UPS, CMA ve otofaji olaylarinda gorevli komponentlerde ve
aktivitelerinde regiilasyon azalmasi ortaya c¢ikar. Cogu norodejeneratif hastalikta

yanlis katlanan proteinler agregat olusturmaya egilimlidir (Michalska ve Leon 2020).
2.6. Mitokondri Hedefli Antioksidan Molekiiller

Artan ROS seviyesinin, mitokondriyal disfonksiyonun bir sonucu veya
mitokondri hasarmin bir sebebi olup olmadigr heniiz net olmasa da, artan ROS

seviyesinin pek cok patolojik hastalik i¢in kritik oldugu kesinlik tagimaktadir. Bu
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yiizden son yillarda, antioksidan tedavileri de dahil olmak {izere, mitokondri organeli
potansiyel tedavi yonemleri i¢in bir hedef olmus durumdadir (Oyewole ve Birch-

Machin 2017).

Antioksidanlar, oksidanlarin diger molekiillerle reaksiyona girmesini
engelleyen molekiillerdir. Boylece oksidan molekiillerin verecekleri potansiyel hasari
Onler ve hiicresel redoks homeostazisini diizenlerler. Antioksidan molekiiller temel
olarak endojen ve eksojen olmak tizere iki grupta incelenirler. Adaptif veya endojen
antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olabilirler. Bu
molekiiller viicutta sentezlenirler. Eksojen olanlar ise diyetle viicuda almirlar.
Besinlerle alinabilir (vitaminler, karotenoidler, flavenoidler gibi) veya sentetik olarak
tiretilmis olabilirler (MitoTEMPO, MitoQ gibi). Hem endojen hem de eksojen
antioksidanlar viicutta dagilirlar, bu molekiillerin ¢cogu hiicrelerde sitoplazmada,

bazilar1 ise mitokondri i¢inde lokalize olurlar (Oyewole ve Birch-Machin 2017).

Gliniimiizde, antioksidan tedavilerinde karsilagilan en biiyiik zorluk, bu
molekiillerin hastalikli dokuya veya hiicrelere hedeflenmesidir. Hastalikli olmayan
dokuyu etkilemeden yalnizca etkilenmis hiicreleri hedefleyerek oksidatif hasari
ortadan kaldirmak son derece zordur. Norodejeneratif hastaliklarda tedavi amagh
olarak ¢ok sayida antioksidan molekiil kullanilmaktadir. Klinik denemelerde yiiksek
dozda alindiklar1 takdirde fayda gosterdikleri ortaya ¢ikmistir. Bunun sebebi, kiiciik
molekiillii antioksidanlarin viicutta yayilarak, ¢ok az bir kisminin mitokondriye

gecmesi olarak One siiriilmektedir (Jin ve ark. 2014).

Son yillarda kesfedilen yeni nesil mitokondriyi hedef alan antioksidan
molekiiller, oksidatif stres iligkili oldugu diisiiniilen hastaliklarla ilgili ¢aligmalarda
kullanilmaya baslanmistir. Bu ajanlardan bazilar1 Mitoquinone (MitoQ), MitoVitE,
MitoTEMPOL ve Sk bilesikleridir. Patolojik olaylar sonucunda ortaya ¢ikan fazla
mitokondriyal ROS iiretimini azaltmak ic¢in bazi stratejiler kullanilmaktadir.
Bunlardan 6nemli bir tanesi mitokondri hedefli antioksidan molekiillerdir. Bu
molekiillerin sentezinde kullanilan en popiiler yaklagim biyoaktif molekiillerin bir
linker molekiil ve lipofilik trifenilfosfonyum (TPP") katyonunun birlestirilmesidir
(Tauskela 2007; Battogtokh ve ark. 2018).
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MitoQ ve SkQIl molekiilleri, siklikla kullanilan mitokondri hedefli
antioksidanlardandir. CoQ10, ¢esitli norodejeneratif ve hepatik hastaliklara karst
potansiyel bir terapotik ajandir. Ancak biyoulasilabilirlik giici zayif oldugu icin
oldukca yiiksek dozda almak gerekmektedir. Bu da ¢esitli yan etkilere sebep
olmaktadir. Ayrica bazi klinik denemelerde elde edilen olumsuz sonuglar da
bulunmaktadir. (Fernandes ve ark. 2021). MitoQ molekiilii mitokondri organelleri
icinde depolanarak mitokondriyal ROS iiretimi ve oksidatif stres sonucu meydana
gelen hiicre hasarini engellemektedir (Chen ve ark. 2020). MitoQ, lipofilik bir katyon
olan TPP (triphenylphosphonium) bazli bir molekiildiir (Sekil 2.5) (Jin ve ark. 2014).

MitoQ, direkt antioksidan etkisinden dolayi, umut vaat eden néroprotektif
molekiildiir. Ayrica kompleks II tarafindan aktif ubiquinol antioksidan formuna geri
dontistiirtiliir. MitoQ'nun mitokondri icinde biriktigi ve dncelikli olarak i¢ mitokondri
zarmin matrikse bakan yiizeyinde absorbe edildigi gosterilmistir (Jin ve ark. 2014).
MitoQ endojen mitokondriyal antioksidan bir enzim olan Koenzim Q10' taklit
etmekle kalmayip suprafizyolojik seviyelerde mitokondriyal membran potansiyeline

bagli bir sekilde antioksidan kapasitesini de artirmaktadir (Tauskela ve ark. 2007).

Sekil 2.5. TPP bazli mitokondri hedefli antioksidan molekiil MitoQ'nun yapist (Jin et al,
2014)

Kas-spesifik AP eksprese eden Alzheimer modeli transgenik C.elegans ile
yapilan bir ¢alismada, MitoQ'nun ROS seviyesini ve mtDNA hasarin1 azaltmadigi
halde yasam siiresini ve kalitesini olumlu etkiledigi gosterilmistir (Ng ve ark. 2014).
Primer noron kiiltiirinde MitoQmun A toksisitesine karst koruyucu etkisi
gosterilmistir. Triple-transgenik fare AH modelinde, 5 ay boyunca MitoQ

uygulanmasi ile AH benzeri ndropatolojide azalma goriilmiistiir. MitoQ'nun bu
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farelerin beyinlerinde, oksidatif stres, AP birikimi, astrogliosis, sinaptik kayiplar ve
kaspaz aktivasyonlarinda azalma sagladig1 gosterilmistir (McManus ve ark. 2011).
Parkinson hastalig1 hiicre Kkiiltiiri ve fare modelinde de noroprotektif etkisi
gosterilmistir (Solesio ve ark. 2013). Noroprotektif etkisi yanisira kardiyoprotektif
etkileri de birka¢ model lizerinde denenmis ve kardiyak hipertrofiyi, oksidatif hasari,
mitokondriyal hasar1 azalttigi gosterilmistir (Adlam ve ark. 2005; Graham ve ark.
2009).

2.7. Norodejeneratif Hastaliklarda SH-SYSY Noroblastoma Hiicrelerinin

Kullanimi

Embriyonik merkezi sinir sistemi dokusundan olgunlagsmis néron hiicrelerine
farklilastirilarak elde edilen hiicrelerde ileri deneyler gergeklestirilememektedir. Bu
yiizden, in vitro ¢alismalarda genellikle néron benzeri hiicre hatlar1 kullanilmaktadr.
Insan noroblastoma SH-SYSY hiicreleri norotoksisite calismalarinda siklikla
kullanilan dopaminerjik noronal hiicre hattidir. Metastatik kemik tiimdriinden koken
almis olan bu hiicreler SK-N-SH hiicrelerinin {i¢ kez altklonlanmasiyla elde
edilmistir (SH-SY > SH-SY5 > SH-SY5Y) ve ATCC tarafindan temin edilmektedir
(Kovalevich ve Langford 2013).

SH-SYSY hiicreleri, i¢ onemli oOzellikleriyle dikkat c¢ekmektedir. Hem
yiizeye yapisik halde hem de yiizer halde (adherent ve floating) hiicre popiilasyonuna
sahiptir ve her iki tipte hiicre de canli haldedir. ikinci olarak, bu hiicre hattinda,
morfolojik olarak birbirinden farkli olan epitel hiicre benzeri (S tipi) ve noroblast
hiicre benzeri (N tipi) hiicreler mevcuttur. N tipi hiicreler tirozin hidroksilaz ve
dopamin-B-hidroksilaz enzimlerini bulunduran katekolaminerjik ndronlardir. S tipi
hiicreler ise enzimatik aktivitelerden yoksundur (Ross ve ark. 1983). Son olarak,
SH-SYSY hiicreleri daha olgun olan ve fenotipik olarak noronal belirtecler ile
karakterize edilen ndéron benzeri hiicrelere farklilastirilabilmektedir. Literatiirde
farklilastirma i¢in pek ¢cok yontem bulunmasina ragmen en yaygin olarak kullanilan
yontem retinoik asit (RA) ile farklilastirma yontemidir (Kovalevich ve Langford
2013).

Hem RA ile farklilastirilmis hem de farklilastirilmamis SH-SYS5Y hiicreleri

norobilim arastirmalarinda kullanilmaktadir. Chang ve ark. (2009) RA ile
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farklilagtirma igleminin bu hiicrelerde Akt yolagi da dahil olmak {izere, hiicre
sagkalim yolagimm1 upregiile ederek daha yiiksek toleransa sebep oldugunu
gostermistir. RA, farklilasmayi inhibe eden heliks-loop-heliks transkripsiyon
faktorlerinin mRNA ve protein diizeylerinde azalmaya sebep olmaktadir (Lopez-
Carballo ve ark. 2002). Ayrica noroblastomada, hiicre sagkalimini destekledigi ve
norotoksinlere karsit duyarliligini azalttigi belirtilmistir (Cavanaugh ve ark. 2006;

Fernandez-Gomez ve ark. 2006).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu c¢alisma, Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyoloij Anabilim Dali'nda ve Konya Gida ve Tarim Universitesi KIT-ARGEM
laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Calismanin etik kurul onay1 09.11.2018 tarihli
ve 2018/1563 karar sayisi ile Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi
flag ve Tibbi Cihaz Dis1 arastirmalar Etik Kurulundan alinmistir. (Bkz. Ek-1).

3.1. Hiicre Kiiltiiri

SH-SY5Y (ATCC:CRL-2266) noroblastoma hiicreleri metastatik kemik
tiimoriinden koken almis olan bu hiicreler SK-N-SH hiicrelerinin ii¢ kez
altklonlanmasiyla elde edilmistir (SH-SY > SH-SY5 > SH-SY5Y) ve ATCC
tarafindan temin edilmektedir (Sekil 3.1). Bu hiicreler %10 FBS ve %1 penisilin-
streptomisin antibiyotiklerini iceren DMEM-F12 besiyeri iginde kiiltiir edilmistir. -
80°C'de uzun siireli olarak muhafaza edilen SH-SYSY hiicreleri, eritilmeden once 15
ml'lik falkon tlip i¢ine yaklasik 5 ml besiyeri koyulmustur. Ardindan cryo tiip
(dondurma tiipii) i¢inde donuk halde bulunan hiicreler, 37°C su banyosunda hizlica
eritilmis ve falcon tiip i¢ine alinmistir. 2500 rpm'de 5 dakika santrifiij edilmis ve
DMSO igeren supernatan kismi uzaklastirilmistir. Hiicrelerin bulundugu pellet kismi1
yaklagik 500 pl besiyeri ile ¢oziilmiigtiir. T25 flaski igine yaklagik 6 ml besiyeri
koyulmus ve hiicreler iizerine birakilmistir. 37°C inkiibatorde yaklasik %70-%80

yogunluga erisene kadar inkiibe edilmistir.
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ATCC Number: CRL-2266
Designation: SH-SYS5Y

High Density cale Bar = 100pm

Low Density Scale Bar = 100um

Sekil 3.1. SH-SY5Y (ATCC:CRL-2266) néroblastoma hiicreleri, diisiik yogunlukta ve yiiksek
yogunluktaki hiicreler goriilmektedir. (https://www.atcc.org/products/crl-2266#detailed-product-

images)

3.1.1. Laminar Kabinde Steril Calisma Kosullarinin Saglanmasi

Hiicre kiiltlirii deneylerinde, yalnizca calisilan hiicre hattina ait hiicrelerin
yasaminin devam ettirilmesi, olast bakteri, kiif veya diger hiicre cesitleri ile
gerceklesebilecek kontaminasyonlarin dnlenmesi igin steril ortamlarda ¢aligilmalidir.
Bu amagla, hiicre kiiltiirli ¢aligmalart laminar kabin i¢inde gerceklestirilmistir. Hiicre
deneylerinden 6nce 30 dakika boyunca laminar kabin UV'ye maruz birakilmistir.
Kullanilacak her malzeme, %70 etanol ile temizlendikten sonra kabin icine
alinmistir. Kabin i¢inde caligma bittikten sonra, kabin i¢i tekrar 30 dakika UV'ye
maruz birakilmistir. Yaklasik ayda bir kez olmak iizere, kabin i¢i tamamen

bosaltilarak ¢amasir suyu ve sonrasinda %70 etanol ile silinerek steril edilmistir.

3.1.2. DMEM-F12 Besiyeri Hazirhg

-20°C'de saklanan FBS (fotal dana serumu) (%10 w/w) ve penisilin-
streptomisin antibiyotikleri (%1 w/w), 37°C su banyosunda eritildikten sonra DMEM
F-12 besiyeri ile karstirtlmis ve vakum pompasi yardimiyla 0,2 pm filtreden

gecirilerek sterilizasyonu saglanmustir.
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3.1.3. Noroblastoma Hiicrelerinin Besiyeri Degisikligi

Besiyeri ortami degistirilmeyen hiicreler, yeterli besine ve oksijene
ulagamadiklari i¢in biiylime oranlar1 yavaglamakta ve 6liim orani artmaktadir. Bu
yiizden yaklasik %80 doluluk oranina ulasana kadar, hiicrelerin besiyeri ortami 2-3

giinde bir degistirilmistir. Boylelikle taze besinlere ulagmalar1 saglanmistir.

3.1.4. Noroblastoma Hiicrelerinin Pasajlanmasi

En az %80 doluluk oranina ulasan hiicreler pasajlanmistir. Yiizer haldeki
(suspension) hiicrelerin elde edilmesi i¢in flasktaki tim medium bir santrifiij tlipline
aktarilmigtir. Yapisik haldeki (adherent) hiicrelerin flasktan kaldirilmasi i¢in Tripsin-
EDTA kullamlmustir. -20°C'de saklanan Tripsin-EDTA, 37°C su banyosunda
eritilmistir. 1 ml Tripsin-EDTA hiicrelerin {izerine birakilmis ve inkiibatorde
yaklasik 3 dakika bekletilmistir. Inkiibatorden gikarilan flask i¢ine 5 ml besiyeri
eklenmis ve yeni bir santrifiij tiipiine aktarilmistir. Yiizer haldeki ve yapisik haldeki
hiicreleri igeren tiipler, 2500 rpm'de 5 dakika santrifiij edilmistir. Sivi kisim
uzaklastinlmig ve tiim pellet, besiyeri ile ¢oziilmiistiir. Hiicrelerin 1/4'i yeni bir
flaska aktarilmis ve inkiibatére alinmustir. Kalan hiicreler ise stok hazirlamak

amaciyla dondurulmustur.

3.1.5. Noroblastoma Hiicrelerinin Dondurulmasi

Dondurulan hiicrelerin patlamamasi ig¢in %5 DMSO igceren dondurma
soliisyonu hazirlanmistir. DMSO  eklendikten sonra, -20°C'de muhafaza
edilmektedir. Dondurulacak hiicre pelleti, 1 ml dondurma soliisyonu ile ¢oziilerek
hizli bir sekilde cryo tiip i¢ine alinmis ve i¢inde izopropanol bulunan dondurma
kabina yerlestirilerek -20°C'de 1 saat bekletilmistir. Bu sekilde hiicrelerin yavas
yavas donmasi ve minimum zarar gérmesi saglanmaktadir. 1 saat sonra dondurma

kabindan ¢ikarilarak -80°C'ye kaldirilmistir.

3.1.6. Noroblastoma Hiicrelerinin Thoma Lamu ile Sayilmasi

Pasajlanan hiicrelerin istenen sayida ekiminin yapilabilmesi i¢in tripsin
uygulamasi sonrasi santrifiij edilen hiicrelerin supernatan kismi atilmistir. Hiicrelerin
bulundugu pellet kismi1 1 ml besiyeri ile ¢oziilmiistiir. Tamamen homojen hale
geldikten sonra 20 pl bir santrifiij tiipiine alinmistir ve 20 pl trypan mavi boyasi ile

karigtirilmistir. Thoma laminin haznesine 15 pl yiiklenmis ve 1s1k mikroskobu altinda
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alandaki canli hiicreler sayilmigtir. Bu say1 ile Thoma laminin faktori ¢arpilarak 1 ml

besiyeri igindeki hiicre sayis1 hesaplanmustir.

3.2. Liyofilize Haldeki Amiloid Betanin Hazirlanmasi

Ticari firmadan satin almis oldugumuz amiloid beta (AB42) liyofilize halde
temin edilmistir ve -20°C'de muhafaza edilmektedir. AP42'nin hazirlanmas1 igin,
firmanin yonergeleri takip edilmistir. Bu yonergelere gore, liyofilize haldeki
AP42'nin yaklagik 70-80 ul %1'lik NH4OH ile ¢oziilmesi tavsiye edilmistir.
Oncelikle, steril kabin igerisinde %32'lik NH,OH steril dH,O ile seyreltilerek %1'lik
NH4OH hazirlanmistir. 10 pl %32'lik NH4OH ile 310 pl ddH20, 1,5 ml'lik santrifiij
tiiptinde pipetaj yapilarak karistirtlmistir. Ardindan 75 ul %1'lik NH4OH ile liyofilize
haldeki Ap42 yavasga kopiirtmeden pipataj yapilarak ¢oziilmiistiir. AB42'nin NH,OH
icinde uzun siire muhafaza edilmesi tavsiye edilmemektedir. Bu yiizden derhal steril
1X PBS ile 1 mg/ml'ye seyreltilmistir. 925 pl steril 1X PBS eklenerek, 1 mg/ml
AP42 ¢Ozeltisi hazirlanmistir. Bu halde, wuzun siireli olarak muhafaza

edilebilmektedir.
3.3. XTT ile Hiicrelerin Toksisitelerinin Olciilmesi

Canlilik testinin yapilmasi i¢in Oncelikle flasktaki hiicreler tripsin ile
muamele edilerek inkiibatorde birkac dakika bekletilmistir. Uzerine besiyeri
eklenerek pipetaj yardimi ile tiim hiicreler yiizeyden kaldirilmistir. Ardindan 2500
rpm'de 5 dakika santrifiij edilmistir. Supernatan kismi yavasca uzaklastirilmis ve
hiicre pelleti 1 ml besiyeri ile ¢oziilmiistiir. Ardindan Thoma laminda sayilan
hiicreler, her kuyuda 20.000 hiicre olacak sekilde 100'er ul hacimde 4'er tekrarl
olarak 96-kuyulu plakaya ekilmistir. Inkiibatdre alinan hiicreler, 24 saat sonra
cikarilmistir. Uzerindeki besiyeri yavasca uzaklastirilmis ve toksisitesi 6lgiilecek
olan maddelerin serumsuz besiyeri ile hazirlanan farkli konsantrasyonlar1 100'er pl
hacimde her kuyu iizerine uygulanmistir. Kontrol kuyularina ise serumsuz besiyeri

eklenmistir. Tekrar inkiibatore alinan hiicreler 24 saat inkiibe edilmistir.

Canlilik testleri, XTT assay ile gerceklestirilmistir. Bunun ic¢in -20°C'de
muhafaza edilen XTT soliisyonu ile aktivasyon soliisyonu, firmanin yonergelerinde
belirtildigi sekilde 37°C su banyosunda, saydam bir hale gelene kadar eritilmistir. 5

ml XTT soliisyonu ile 0,1 ml aktivasyon soliisyonu, bir santrifiij tiipiinde
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karistirilarak reaksiyon soliisyonu elde edilmistir. Son olarak, 4 kuyuya da blank
olarak 100 pl besiyeri koyulmustur. 96-kuyulu plakadaki her kuyu iizerine 50'ser pl
reaksiyon sollisyonu eklenmistir. Aliminyum folyoya sarilarak inkiibatore alinmis ve
yaklasik 5 saat inkiibe edilmistir. Firma yOnergelerine gore 2-5 saatlik inkiibasyon,

testin sonug vermesi i¢in yeterli olmaktadir.

5 saat sonunda boyanin homojen bir sekilde dagilmasi i¢in ¢alkalayicida
yaklasik 5 dakika karistirllmistir. Ardindan, spektrofotometre cihazinda 450 nm ve
630 nm dalga boylarinda okumalar yapilmistir. Bu iki dalga boyundaki 6l¢iim
degerlerinin farklar1 alinarak, ortalamalar1 hesaplanmistir. Kontrol kuyularinin

yiizdesi olacak sekilde canlilik grafikleri elde edilmistir.
3.4. AH Hiicre Modeli

6-kuyulu plakanin her bir kuyusuna 300.000 hiicre ekilmistir. Uygulamadan 3
giin Once serumsuz besiyeri iginde 2 puM AP42 hazirlanmis ve inkiibatorde
bekletilerek agregat olusturmalar1 saglanmistir. 24 saat sonra hiicreler yapistiktan
sonra kontrol kuyularinin besiyeri serumsuz besiyeri ile degistirilmistir. Diger
kuyularin besiyeri uzaklastirilarak agregat olusturan 2 uM AP42 igeren besiyeri

kuyulara eklenmistir.
3.5. Ger¢ek Zamanh PCR ile Tigili Genlerin Ekspresyonlarimmn Olgiilmesi

AP42 ve AP42+MitoQ wuygulanan hiicre gruplarindaki mitokondriyal
disfonksiyon ile iligkili genlerin mRNA diizeyindeki ekspresyonlar1 ger¢ek zamanl

polimeraz zincir reaksiyonu (Real-time gPCR) analizi ile belirlenmistir.

3.5.1. Hiicrelerden Total RNA izolasyonu

6-kuyulu plakaya 300.000 hiicre/kuyu ekilmistir. Uygulamadan 3 giin 6nce
serumsuz besiyeri i¢cinde 2 pM AB42 hazirlanmis ve inkiibatdrde bekletilerek agregat
olusturmalart saglanmistir. 24 saat sonra hiicreler yapistiktan sonra kontrol
kuyularmin besiyeri serumsuz besiyeri ile degistirilmistir. Diger kuyularin besiyeri
uzaklastirilarak agregat olusturan 2 uM AP42 igeren besiyeri AP kuyularina
eklenmistir. AB42+MitoQ kuyularina da 2 pM AB42 ve 50 nM MitoQ eklenmistir.
AP42 ve AP42+MitoQ uygulanan Kuyulardaki hiicreler, madde uygulamalar

sonunda mikroskop altinda incelenmis ve AB42 agregat goriintiileri gézlemlendikten

25



sonra, her bir kuyu igin 500 pl trizol ile hiicre lizatlar1 toplanarak ornekler -80°C'de

dondurulmustur.

-80°C'de muhafaza edilen hiicre lizat1 drnekleri buz {iizerinde eritilmistir.
Eriyen lizat {izerine 100 pl kloroform eklenmis ve oda sicakliginda 15 dakika inkiibe
edilmistir. Ardindan 15.000 rpm'de +4°C'de 15 dakika santrifiij edilmistir. Olusan 3
fazin en distteki s1vi kismi temiz bir santrifiij tiipiine alinmistir. Uzerine 250 ul
izopropanol ve 250 ul 1,2 M NaCl eklenmis ve 10 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildikten sonra tekrar 15.000 rpm'de +4°C'de 15 dakika santrifiij edilmistir.
Supernatan kismi dikkatlice uzaklastirilmis ve pellet 500 ul %70 etanol ile
¢Oziilmiistiir. Ardindan 15.000 rpm'de +4°C'de 15 dakika santrifiij edilmistir.
Supernatan kismi1 uzaklastirilmis ve tiipler ters ¢evrilerek kurumaya birakilmistir. 50
ul DEPC ile muamele edilmis steril saf su ile pellet ¢oziilmiistiir. Spektrofotometreye
2'ser ul 6rnek yiiklenerek 260 ve 280 nm'de saflik Olgtimii yapilmistir. Azgso/Azso
oranlar1 2,0-2,1 ve Ayso/Ar3g oranlari da 2,0-2.4 olan ornekler devam eden analizler
icin kullanilmistir. Bu ornekler, cDNA sentezinde kullanilana kadar -80°C'de

muhafaza edilmistir.

3.5.2 RNA Orneklerinden ¢cDNA Sentezi

Elde edilen RNA 6rneklerinden iScript™ cDNA sentezi kiti (BioRad, 170-
8891) ile cDNA sentezi gergeklestirilmistir. 1 pg RNA 6rnegi lizerine 4 pl 5X iScript
reaksiyon karigimi, 1 pl Revers transkriptaz enzimi eklenmistir. Orneklerin son
hacmi niikleazsiz su ile 20 pl'ye tamamlanmistir. PCR cihazinda ¢cDNA sentezi
protokolii gergeklestirilmistir: 25°C 5 dakika, 46°C 20 dakika ve 95°C 1 dakika

(enzim inaktivasyonu).

3.5.3. Primer Tasarimi ve Ger¢cek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu Analizi
(Real-time qPCR)

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu analizinde incelenecek olan
hedef genlerin dizileri Gen Bankasi'ndan alinmigtir (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
Bu genleri ¢ogaltmak ic¢in kullanilacak olan primerler IDT Primer Quest
(https://eu.idtdna.com/Primerquest/Home/Index) program ile tasarlanmistir. Hedef

genlere ait primer dizileri Tablo 3.1'de verilmistir.
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Tablo 3.1. Primer Dizileri

Sira Gen Adi ileri Primer (Sense) Geri Primer (Antisense)
1 SOD1 GATGAAGAGAGGCATGTTGGAG CTCCTGAGAGTGAGATCACAGA
2 SOD2 GGAGATGTTACAGCCCAGATAG CGTTAGGGCTGAGGTTTGT
3 CAT AGGGTGGTGCTCCAAATTAC TGTTGAATCTCCGCACTTCTC
4 BACE1 ATCCACGGGCACTGTTATG GTCATGAGGGTTGACTCATCTG
5 BACE2 CACAGAGAGGTCTAGCACATAC GGCCAAGTATTCCATTCCATTT
6 NOS2 GTTTCGGGAACTGGAGCTAAA CCCATGTACCAGCCATTGAA
7 MFF AACTTCTGGAAGAGGAGAACAAA CGAAACCAGAGCCAGCTATTA
8 MIRO1 GTGGACGCTCACGACTTATT AGCTGAAGCTTGAGACTCTTG
9 MIRO2 TTGATGGCAGTGACCCAAA GCCTTGGAGGAGACAAAGAG
10 ATP6 CCACCTACTCATGCACCTAAT AGCGATTTCTAGGATAGTCAGTAG
11 ATP8 CTACCACCTACCTCCCTCAC GGGCAATGAATGAAGCGAAC
12 COl CTAGCAGGTGTCTCCTCTATCT GGCGTTTGGTATTGGGTTATG
13 Coll ATCCCTCCCTTACCATCAAATC GTCGCCTGGTTCTAGGAATAAT
14 Colll CGAGTCTCCCTTCACCATTTC TTGGCGGATGAAGCAGATAG
15 APOE CGTTGCTGGTCACATTCCT CCTTCAACTCCTTCATGGTCTC
16 KINESIN-1  CAGCAAAGTCAACTGGTAGAGA GCTCAGCTTGCATATTGTCTTG
17 TRAK1 CCGACACCATCTACGGTTATG GTCTCTTCAATTTGCTCGGTTG
18 TRAK2 CAACCGACGAGATTCCACTAC AATTGGGCTGTGGTACACTT
19 KIF5A GAGAAGCTGAAGAGCGAAGAA CTCATGTCGCTCGTACAGAAA
20 APP GACAGACAGCACACCCTAAA GGCCAAGACGTCATCTGAATA
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Housekeeping gen olarak p-aktin geni kullanilmistir. qPCR analiz igin 5 pl
BrightGreen 2X qPCR MasterMix (BrightGreen 2X gPCR MasterMix-ROX, ABM,
MasterMix-R), 5 pMol forward primer, 5 pMol reverse primer, 2 ul cDNA
kullanilmis ve niikleazsiz su ile toplam hacim 10 pl'ye tamamlanmistir. Gergek
zamanli PCR cihazinda (Bio-Rad, CFX Connect) 95°C’de 10 dakika enzim
aktivasyonu, 95°C’de 15 saniye denatiirasyon, 60°C’de 60 saniye uzama ve SON
olarak 95°C'de 10 saniye, 65°C'ye sogutma ve ardindan 5 saniyede bir 0,5'er °C
artarak 95°C'ye ¢ikma seklinde erime egrisi analizi basamaklar1 ile hazirlanmis
protokol ile ger¢ek zamanli PCR gergeklestirilmistir. Her primer i¢in Ct degerleri

elde edilmis ve housekeeping geni ile normalizasyon yapilmustir.

3.6. Western Blot ile Tlgili Genlerin Protein Diizeyindeki Ekspresyonlariin

Belirlenmesi

Western Blot metodu ile anti-Opal ve anti-Mff primer antikorlar
kullanilarak, bu genlerin protein diizeyindeki ekspresyon seviyeleri incelenmistir.
Oncelikle hiicrelerde uygulama gruplar1 hazirlanmis, hiicrelerden protein izolasyonu
gerceklestirilmis ve bu proteinler SDS-PAGE ile yiiriitiilmistiir. PVDF membrana
transfer edilen 6rnekler primer ve sekonder antikorlarda igaretlenmis ve goriintiileme

yapilmistir.

3.6.1. Hiicrelerden Protein Izolasyonu

6-kuyulu plakanin her bir kuyusuna 300.000 hiicre ekilmistir. Yaklasik %70
yogunluga ulastiklarinda (~48 saat) madde uygulamalar1 yapilmistir. ~48 saat sonra
besiyeri uzaklastirilmistir. Her kuyuya, 500 ul RIPA tampon c¢ozeltisi (Cell
Signaling, 9806) eklenmis ve 10 dakika buz iistiinde inkiibe edilmistir. RIPA
tamponu, proteaz inhibitdr kokteyli (%1 w/w) (Halt™ Protease Inhibitor Cocktail,
Thermo Scientific, 7841) i¢ermektedir. Ardindan pipetaj yapilarak hiicre lizatlar:
santrifiij tiiplerine alinmistir. 14.000 rpm'de +4°C'de 10 dakika santrifiij yapilmis ve

siipernatanlar yeni santrifiij tiiplerine alinarak -80°C'de muhafaza edilmistir.

3.6.2. Proteinlerin Miktarimin Belirlenmesi

Protein miktarlarinin belirlenmesi i¢in Bradford yontemi kullanilmistir. 2
mg/ml dana serum albumin proteini (BSA, Sigma-Aldrich, P0834) ile BSA standart
grafigi hazirlanmigtir. 30'ar pl O pg, 5 pg, 10 pg, 15 pg ve 20 pg olacak sekilde 96-
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kuyulu plakaya BSA eklenmis ve 595 nm'de absorbans degerleri okutularak BSA
standart egrisi ¢izilmistir. Izolasyonlar1 gergeklestirilen protein drnekleri yine 30 pl
kuyuya eklenmis ve 90 pl Bradford soliisyonu (Sigma-Aldrich, B6916) ile
karistirilmis ve 595 nm'de absorbans degerleri dl¢iilmiistiir. BSA standart egrisinden
elde edilen denklem ile izole edilen proteinlerin protein konsantrasyon degerleri

hesaplanmustir.

3.6.3. SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamit Jel Elektroforezi)

SDS jel, ayirma ve yiginlama jellerinden olusmaktadir. 10X10 cm
biiyiikliigiinde, 1 mm kalinligindaki camlar arasinda bu jeller hazirlanmistir. Ayirma
jeli, 3,1 ml su, 2,4 ml %30'luk bisakrilamit ¢ozeltisi, 1,9 ml 4X ayirma jeli ¢ozeltisi,
112 pl %10'luk amonyum persiilfat (APS) ¢ozeltisi ve 5 pl TEMED karisimi ile
hazirlanmistir. Jelin istiine biitanol eklenerek iistiiniin piiriizsiiz olmas1 saglanmistur.
Jel donduktan sonra biitanol uzaklastirllmis ve yiginlama jeli dokilmistiir.
Yiginlama jeli 1 ml su, 200 pl %30'luk bisakrilamit ¢ozeltisi, 444 ul 4X yiginlama
jeli ¢ozeltisi, 50 pl %10'luk APS ¢ozeltisi ve 5 ul TEMED ile hazirlanmistir.

Yiginlama jeli lizerine uygun taraklar yerlestirilmis ve jel donmaya birakilmistir.

Yiirlitme tamponu, 6,005 g Tris, 28,82 g glisin, 20 ml %10'luk SDS ile
hazirlanmis ve su ile hacim 200 ml'ye tamamlanmistir (10X). Tarak ¢ikarildiktan
sonra kuyular 1X olarak seyreltilen yiirlitme tamponu ile temizlenmistir. Yiikleme
tamponu i¢in 7 ml 4X Tris-HCI, 3,6 ml gliserol, 1 g SDS, 2 mg brom fenol mavisi,
400 pl B-merkaptoetanol karistirilmis ve toplam hacim 10 ml olacak sekilde su ile
tamamlanmistir. Protein 6rnekleri, ylikleme tamponu ile 5:1 oraninda karistirilarak,
30 pg protein 0rnegi olacak sekilde hazirlanmis ve 5 dakika kaynatildiktan sonra
kuyulara yiiklenmistir. Protein marker1 (Opti-Protein Marker, ABM, G252) da
yiiklendikten sonra elektroforez tanki 1X yiiriitme tamponu ile doldurulmustur.
Protein Ornekleri yiginlama jeli boyunca yiirlirken 50 V ile ayirma jeli boyunca

yiirlirken de 100 V ile yliriitme islemi yapilmustir.

3.6.4. Proteinlerin Transferi, Antikorlar ile Isaretleme ve Géoriintiileme

Transfer tamponu 3,03 g tris, 14,41 g glisin, 10 ml %10'luk SDS ve 150 ml
metanol ile hazirlanmis ve su ile hacmi 250 ml'ye tamamlanmistir. Yiiriitme islemi

sonrasinda jelin yigilama boliimii kesilmis ve ayirma jeli transfer tamponu i¢inde 30
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dakika calkalayicida bekletilmistir. Ayirma jeli biiyiikliigiinde PVDF membran
(Porablot PVDF, MN, 741260) kesilerek, transfer oncesinde 15 saniye boyunca
metanolde ve ardindan 15 dakika boyunca transfer tamponu i¢inde calkalayicida
bekletilmistir. Ayirma jeli ile ayni biiyiikliikte filtre kagitlar1 kesilerek transfer
tamponu ile islatilmistir. Transfer kasetinin igine Once filtre kagitlari, sonra
membran, daha sonra da jel olacak sekilde yerlestirilmis ve iistii tekrar dnceden
islatilmig filtre kagitlart ile kapatilmistir. Transfer kaseti Trans-Blot® TurboTM
transfer sistemine (BioRad) yerlestirilmis ve 1,3 A 25 V'ta 7 dakika boyunca jeldeki

proteinlerin membrana transferi yapilmistir.

Spesifik olmayan baglanmalarin énlenmesi amaciyla, membran %5 siit tozu
iceren TBST c¢ozeltisi ile 1 saat boyunca inkiibe edilerek bloklanmistir. TBST
cozeltisi 2,42 g Tris, 9 g NaCl ve 1 ml Tween-20 ile hazirlanmis ve hacmi su ile 1

litreye tamamlanmustir.

TBST iginde 1:1000 oraninda seyreltilen anti-Opal, anti-Mff ve anti-ACTB
primer antikorlar1 ile membran gece boyunca +4°C'de g¢alkalayicida inkiibe
edilmistir. TBST ile 3 defa 10'ar dakika boyunca c¢alkalayicida inkiibe edilerek
yikama islemi yapilmistir. Ardindan sekonder antikor (Jackson Immuno Research,
211-035-109) ile 2 saat boyunca galkalayicida inkiibe edilmistir. TBST ile 3 defa
10'ar dakika boyunca galkalayicida inkiibe edilerek yikama islemi tekrarlanmistir.
Membran, ECL (BioRad, 1705061) ile 5 dakika boyunca inkiibe edilmis ve BioRad
goriintiileme sistemi (BioRad ChemoiDocTM MP, Imaging System) ile goriintiileme

gerceklestirilmistir.

3.7. MitoTracker Red ile Floresan Mikroskop Altinda Mitokondrilerin

Goriintiilemesi

10.000 hiicre/kuyu olacak sekilde 6-kuyulu plakaya hiicre ekimi yapilmistir.
24 saat inkiibasyon sonrasinda 2 pM AB42 ve 2 uM AB42 + 50 nM MitoQ
uygulamalar1 yapilmis ve tekrar inkiibatdre alinmistir. 24 saat inkiibasyon sonrasinda
mitokondri spesifik floresan boya olan MitoTracker Red ile boyama yapilmis ve
boya ile yaklasik 1 saat inkiibe edilmistir. Ardindan boya uzaklastirilmis ve kuyulara
besiyeri eklenerek, her uygulama grubundaki mitokondri yogunluklari, floresan

mikroskop (Zeiss) ile goriintiilenmistir.
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3.8. Hiicre ici ROS Seviyesi Ol¢iimii

Siyah tabanli 96-kuyulu plakaya, 5.000 hiicre/kuyu olacak sekilde hiicreler
100 pl besiyeri i¢inde 5 tekrarli olacak sekilde ekilmistir. 24 saat inkiibasyon
sonrasinda, kontrol kuyularina 100'er ul serumsuz besiyeri ve diger kuyulara 2 uM
AB42 ve 2 uM Ap42 + 50 nM MitoQ uygulamalar1 yapilmistir. 24 saat sonra
besiyeri uzaklastirilmis ve her kuyuya 10 uM reagent 1 eklenmis ve 1 saat siire ile
inkiibasyona birakilmistir. Aliminyum folyo ile sarilan plakadaki 6rneklerin floresan
diizeyleri, floresan okuyucuda belirtilen dalga boylarinda okunmustur. (EX/Em:
548/573)
3.9. Istatistiksel Analiz

Ger¢ek zamanli qPCR sonuclarinin analizi 2('AACT) metodu kullanilarak
internet tabanli RT? Profiler™ PCR Array Data Analysis programi ile
gerceklestirilmistir. Diger istatistiksel analizler igin gruplar arasi farklarin
karsilagtirmas1 SPSS programi kullanilarak yapilmistir. Biitiin istatistiksel analizlerde

p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlaml1 kabul edilmigtir.
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4. BULGULAR
4.1. Ap42'nin Hiicreler Uzerindeki Canhlik Seviyeleri

SH-SYS5Y hiicrelerine 24 saat uygulanan AP42 konsantrasyonlarinin hiicre
canliligr tizerindeki etkileri XTT testi ile gosterilmistir. Kontrol grubuyla
kiyaslandiginda denenen AB42 konsantrasyonlarinin, hiicrelere biiyiik oranda toksik
etkileri olmadig1 gosterilmistir. Bundan sonraki analizler i¢in yaklagik %5 toksisite

gosterdigi tespit edilen konsantrasyon olan 2 pM kullanilmistir.
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Sekil 4.1. AB42 Konsantrasyonunun SH-SY5Y Hiicrelerinin Canliliklart Uzerine Etkisi (Hiicre
canlilig1 yilizde olarak verilmistir. * p<0,05)

4.2. Ap42'nin Hiicrelerin Morfolojileri Uzerindeki Etkileri

AB42'nin hiicrelerin morfolojileri iizerindeki degisimlerini gozlemek igin,
hiicrelere 2 uM AP42 uygulanarak faz-konstrast mikroskobunda fotograflar elde
edilmistir. Sekil 4.2'de kontrol grubu hiicrelerin morfolojileri goriilmektedir. Sekil
4.2-4.8'de literatiirdeki gorintiilerden yola ¢ikilarak, APB42 agregatlar1 olduklar

diisiiniilen birikintiler gosterilmistir.
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Sekil 4.3. 2 uM AP uygulanan hiicrelerin 2. giinde goriintiileri (200X) Ok, Ap42
agregatlarin1 gostermektedir.

Sekil 4.4. 2 uM AP uygulanan hiicrelerin 2. giinde goriintiileri (400X) Oklar AB42
agregatlarin1 gostermektedir.
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Sekil 4.5. 2 uM AP uygulanan hiicrelerin 2. giinde goriintiileri (400X) Oklar AB42
agregatlarin1 gostermektedir.

Sekil 4.6. 2 uM AP uygulanan hiicrelerin 2. giinde goriintiileri (630X) Oklar AB42
agregatlarin1 gostermektedir.

Sekil 4.7. 2 uM AP uygulanan hiicrelerin 4. giinde goriintiileri (400X)
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Sekil 4.9. Kontrol grubu hiicrelerin 10. glinde goriintiileri (100X)

Sekil 4.10. 2 pM AP uygulanan hiicrelerin 10. giinde goriintiileri (100X)
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Sekil 4.11. 2 uM AP uygulanan hiicrelerin 10. giinde goriintiileri (200X)

Sekil 4.12. 2 uM AP uygulanan hiicrelerin 10. giinde goriintiileri (400X)

4.3. Real-time PCR ile ilgili Genlerin Ekspresyonlarimin Olgiilmesi

4.3.1. mRNA Diizeyindeki Ekspresyon Degisimleri

mRNA diizeyindeki gen ekspresyon degisimlerinin incelenmesi igin gercek
zamanli PCR yapilmis ve housekeeping gen olarak p-aktin geni kullanilmigtir. Tablo
4.1'de elde edilen gen ekspresyonu degisimleri verilmistir. Kontrol gruplari ile
kiyaslandiginda, seg¢ilen genlerde azalmalar ve artislara rastlanmistir. En biiytlik
degisimin, MitoQ uygulanan grupta BACE2 geninde oldugu goriilmektedir. KIF5A
geninde, her iki grupta kontrol grubuna gore azalma tespit edilmistir ancak

istatistiksel olarak anlamlilik goriilmemistir.
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Sekil 4.13. Genlerin mRNA diizeyindeki ekspresyon degisimleri (B-aktin geni housekeeping
gen olarak kullanilmstir. Kontrole gore relatif ekspresyon seviyeleri gosterilmektedir. * p<0,05, **
p<0,01)
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Sekil 4.14. Oksidatif stres iliskili genlerin mRNA diizeyindeki ekspresyon degisimleri (-
aktin geni housekeeping gen olarak kullanilmistir. Kontrole gore relatif ekspresyon seviyeleri
gosterilmektedir. ** p<0,01)

Hiicrelerin antioksidan savunmasinda goérevli olan enzimlerden Katalaz
enzimini kodlayan CAT geninin, SOD enzimlerini kodlayan SOD1 ve SOD2
genlerinin mRNA diizeyindeki ekspresyon seviyeleri incelenmistir. SOD1, SOD2 ve
CAT genlerinin ekpsresyonu AP grubunda kontrol grubuna goére azalmistir.
MitoQ'nun bu seviyeleri anlamli olarak énemli 6l¢iide artirdigi gortilmiistiir (p<0,01)
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(Sekil 4.14). Nitrikosit sentaz kodlayan NOS2 geninin ekpsresyonu A grubunda 1,5
kat artmis olup, MitoQ'nun bu seviyeyi AP grubuna gore azalttigi gorilmiistiir
(p>0,05).
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Sekil 4.15. mtDNA tarafindan kodlanan genlerin mRNA diizeyindeki ekspresyon degisimleri
(B-aktin geni housekeeping gen olarak kullanilmistir. Kontrole gore relatif ekspresyon seviyeleri
gosterilmektedir.)

Mitokondriyal genom tarafindan kodlanan ATP6 ve ATP8 genlerinin
ekspresyonlari, AB uygulamasi sonucunda anlamli olarak yaklasik 2 kat artmistir
(p<0,01). MitoQ uygulamast mRNA ekspresyonlarinda kontrol grubuna gore
sirastyla 1 ve 2 kat azalmaya sebep olmustur (Sekil 4.15).
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Sekil 4.16. Mitokondriyal dinamiklerle iligkili genlerin mRNA diizeyindeki ekspresyon
degisimleri (B-aktin geni housekeeping gen olarak kullanilmistir. Kontrole gore relatif ekspresyon
seviyeleri gosterilmektedir. * p<0,05, ** p<0,01)

Mitokondriyal dinamiklerle iligkili genlerin mRNA diizeyindeki ekspresyon
degisimleri Sekil 4.16'da goriilmektedir. Mitokondrilerin, mikrotiibiiller iizerindeki
anterograde hareketlerini saglayan motor kinesin-1 ve retrograde hareketlerini
saglayan motor Milton ve Miro proteinlerini kodlayan sirasiyla KINESIN1, TRAKI,
TRAK2, MIRO1 ve MIRO2 genlerinin ekspresyon diizeyleri incelenmistir. MIRO1
geninin mRNA diizeyindeki ekspresyon seviyesi AP grubunda azalmis ve Ap +
MitoQ grubunda tekrar bir artiga ugramistir (p<0,01). Yine hiicre iginde organel
tasinmasinda gorev alan KIFSA ve TRAK2 (Milton) genlerinin ekspresyonlarinda

her iki grupta da azalma goriilmiistiir.
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Tablo 4.1. AB ve AB + MitoQ gruplarindaki gen ekspresyon seviyelerinin kontrol gruplarina

gore degisimleri (B-aktin housekeeping gen olarak kullanilmistir.)

GENLER AB AB+MitoQ
sob1 -1.44 3.27
SoD2 -1.08 3.72
CAT -1.3 2.1

BACE1 111 -1.56
BACE2 2.48 6.75
NOS2 151 1.38
MIRO1 -1.63 1.63
MIRO2 1.25 1.07
ATP6 2.39 -1.09
ATPS 1.91 -2.14
col 1.47 -2.56
coll 1.65 -3.45
colll 2.17 -1.64
APOE 3.05 2.23
KINESIN | -1.09 -2.99
TRAK | 1.04 -1.78
TRAK II -1.24 -1.59
KIF5A -1.58 -1.38
APP -1.16 -1.96
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4.4. Western Blot ile lgili Genlerin Protein Diizeyindeki Ekspresyonlarinin

Belirlenmesi

Protein diizeyindeki gen ekspresyon degisiklerini analiz etmek amaciyla
Western Blot yontemi kullanilmistir. Hiicre gruplarindan izole edilen proteinlerin

yogunluklar1 Bradford yontemi ile tespit edilmistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Bradford yontemi ile protein yogunluklarinin hesaplanmasi

Primer antikorlar olarak Opal ve Mff proteinlerine spesifik antikorlar ve
housekeeping olarak da beta-aktin antikoru kullanilmistir. Sekil 4.18'de Western Blot
sonuglar1 goriilmektedir. Opal proteini i¢in, kontrol grubuna kiyasla AR grubunda
anlaml1 bir azalma goriiliirken, AB+MitoQ grubunda ekspresyon seviyesinin kontrole
yaklagtigi gorilmistiir. Mff proteininin ekspresyonu ise Ap+MitoQ grubunda A

grubuna ve kontrol grubuna gére anlamli olarak azalmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. Opal ve Mff genlerinin protein diizeyinde ekspresyon seviyeleri (B-aktin genine
gore relatif olarak gosterilmistir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)

4.5. Floresan Mikroskop ile Mitokondrilerin Goriintiilenmesi

Hiicre gruplarindaki mitokondri yogunluklarinin belirlenmesi i¢in, hiicreler
mitokondri spesifik floresan boyalarla isaretlenip floresan mikroskop altinda

goriintiiler elde edilmistir.

4.5.1. MitoTracker Red ile Floresan Mikroskop Altinda Mitokondrilerin
Goriintiilemesi

Mitokondri spesifik MitoTracker Red boyasi ile isaretlenen hiicrelerin
floresan mikroskop altindaki goriintiileri Sekil 4.19'da verilmistir. Bu sonuglar,
mitokondriyal membran potansiyelini de temsil etmektedir. Sekil 4.19'da gorildiigi
gibi, kontrol grubuna goére AP grubuna ait hiicrelerde mitokondri yogunlugunda ve
mitokondriyal membran potansiyelinde azalma goriilmiistiir. AB+MitoQ grubundaki
hiicrelerde ise 1g1tmanin tekrar arttig1 ve kontrol grubundaki hiicrelere benzer oldugu

goriilmektedir.
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Sekil 4.19. MitoTracker Red floresan boya ile isaretlenen hiicre gruplarindaki mitokondri
yogunluklar1 (200X, 400X)
A) Kontrol grubu hiicreleri, B) Ap grubu hiicreleri, C) Ap+MitoQ grubu hiicreleri

4.6. Hiicre i¢i ROS Seviyesi Olciimii

Hiicre gruplarinda AB'nin sebep olacagi oksidatif stresin ve antioksidan
uygulamasimin reaktif oksijen tilirlerinde gosterece8i degisimleri tespit etmek
amaciyla hiicre i¢i ROS seviyesi dl¢limii yapilmistir. AR grubunda kontrol grubuna
gore yaklagik %40 oraninda bir artis goriilmistiir (p<0,01). Ap+MitoQ grubunda ise
AP grubuna kiyasla azalma gerceklesmis ve kontrol grubuna yaklastigi goriilmistiir
(p<0,01) (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. Hiicre gruplarindaki hiicre i¢i ROS seviyeleri (Kontrol grubuna gore % olarak

hesaplanmigtir. * p<0,05, ** p<0,01)
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5. TARTISMA

Bu tez caligmasinda iilkemizde yaygin olarak goriilen norodejeneratif
hastaliklardan biri olan AH'nin mekanizmasinin tanimlanmasina katkida bulunmak,
mitokondri disfonksiyonu ile AH'nin patogenezi arasindaki iliskinin agiga
cikarilmasi ile potansiyel terapdtik hedefler ortaya koymak amaglanmistir. Bu
amacla SH-SHSY noroblastoma hiicrelerinde AP42 agregatlari ile AH modeli
gelistirilmistir. Mitokondri hedefli yeni nesil bir antioksidan molekiil olan MitoQ
uygulanarak, Af'nin sebep oldugu oksidatif stresin ortadan kaldirilmasi
hedeflenmistir. Yapilan analizler sonucunda, MitoQ'nun antioksidan ozelligi
sayesinde AP'min hiicreler {izerindeki olumsuz etkilerinde ve mitokondri

disfonksiyonu iizerinde iyilesme sagladigi gosterilmistir.

MitoQ, mitokondri organelleri i¢inde depolanarak mitokondriyal ROS
tiretimi ve oksidatif stres sonucu meydana gelen hiicre hasarini engelleyen bir
antioksidan molekiiliidiir (Chen ve ark. 2020). Bir¢ok hastalikta MitoQ'nun olumlu
etkileri gosterilmistir. Diyabet, karaciger inflamasyonu, kardiyovaskiiler hastaliklar
ve norodejeneratif hastaliklar i¢in c¢alismalar mevcuttur ve terapotik bir segenek

olabilecegi disiiniilmektedir (Sukjamnong ve ark. 2018).

Ik olarak, AB peptidlerinin farkli konsantrasyonlarinin hiicrelerde toksisiteye
sebep olup olmadigini gostermek tizere XTT hiicre canlilik testi yapilmistir. Literatiir
caligmalariyla paralellik gosteren caligmalarimizda AP42'nin denenen dozlarinda
yiikksek oranda toksisite goriilmemistir. 10 uM ve 20 uM konsantrasyonlarda
hiicrelerde toksisiteye sebep oldugu gosterilmistir (Ahmed ve ark. 2019). Bu
dogrultuda optimum AP42 konsantrasyonu 2 puM olarak kabul edilmistir. Bu
konsantrasyondaki AP agregatlarmnin, hiicreler lizerinde biiyiik 6lgiide toksik etki

gostermemesi hastalik modelimizi olusturmak i¢in avantaj saglamistir.

AH hiicre modelini olusturmak i¢cin 2 uM AP42 agregati uygulanan hiicreler,
faz kontrast mikroskopu ile goriintiillenmistir. 2020 yilinda Nature dergisinde
yayimlanan (Kuragano ve ark. 2020) calismada PC-12 hiicrelerinde AP42
agregatlarinin gercek zamanl etkilesimlerini gostermislerdir. Benzer sekilde, Sekil
4.6, 4.7 ve 4.8'de gosterildigi gibi, hiicrelerin AP agregatlarina uzantilarim
yonelttikleri goriilmektedir. Sekil 4.9'daki kontrol grubuna ait hiicreler ile Sekil
4.10'da AP uygulanan hiicreler karsilagtirildiginda, AB grubu hiicrelerinin kiigiiliip
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biiziildiigi goriilmektedir. Bolea ve ark. (2013) benzer sekilde 24 saat boyunca 40
uM ApB42 uygulanan SH-SYS5Y noroblastoma hiicrelerinde biiziilmelerin ortaya
ciktigini gostermislerdir. Bu durum, uygulanan AB42 dozunun, 10. giinde hiicreler

tizerindeki toksik etkilerinin basladigini gostermektedir.

Alzheimer, mitokondri ve oksidatif stres ile iligkili se¢ilen genlerin mRNA
diizeyindeki ekspresyonlar1 qPCR yontemi ile hiicre gruplar1 arasinda incelenmistir.
En yiiksek ekspresyon farki BACE2 genine aittir. AR uygulamasi yapilan AH modeli
hiicre grubunda kontrol grubuna gore yaklasik 2,5 kat artis goriilmis, AB+MitoQ
grubunda ise kontrol grubuna kiyasla 6,7 kat (p<0,01), AB grubuna kiyasla ise 2,7
kat artis tespit edilmistir. BACE2 geni amiloid prekiirsor proteininin (APP)
proteolitik olarak islenmesinden sorumlu bir gendir. APP'yi 690 ve 691. gruplar

arasindan keserek ¢oziinebilen APP'nin iiretilip hiicre disina salinmasini saglar.

BACE] geni néronlarda AB peptidlerinin olusumundan sorumlu beta sekretaz
proteinini kodlamaktadir. BACE1 nakavt farelerde AP iiretiminin olmadigi, néron ve
hafiza kaybi gibi Alzheimer iliskili patolojilerden yoksun olduklar1 gdsterilmistir
(Cole ve Vassar 2007). Ayn1 zamanda miyelin kilifi olusumunda 6nemli bir rol
oynayan bir gendir. Farelerin postnatal donemlerinde miyelinasyon siiresinde
BACE1 ekspresyonunun yiiksek oldugu bilinmektedir (Willem ve ark. 2006).
Calismamizda AP uygulamasi yapilan AH modeli hiicre grubunda kontrol grubuna
gore 1,1 kat, AB+MitoQ grubunda ise 1,6 kat azalma gorilmstir. AB+MitoQ
grubunda A grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilen 1,4 kat
bir azalmaya rastlanmistir. BACE1l ekspresyonu inflamatuvar olaylardan
etkilenmektedir. AH'de, BACEL1 inhibitorii olan PPARI1 sitokinler tarafindan inhibe
edilmektedir. Literatiir bilgileri g6z oniline alindiginda AH grubundaki ve MitoQ
uygulanan gruptaki azalma beklendigi gibidir. MitoQ uygulanmasi sonucunda
BACEI ekspresyonunun azalmasi, A liretimini engelleyici bir yonde etki gosterdigi

sOylenebilir.

Oksidatif stres iligkili olan SOD1, SOD2 ve CAT genlerinin mRNA
diizeyindeki ekspresyonlar1 incelendiginde, siiperoksit dismutaz enzimini kodlayan
SOD2 geninin mRNA diizeyindeki ekspresyon seviyesinde, AR grubunda kontrol
grubuna gore azalma goriilmiis ve MitoQ'nun bu seviyeyi kontrole gore yaklasik 4
kat artig1 gorlilmiistiir. Fare noronlarinin primer kiiltiiriinde yine bir mitokondri

hedefli antioksidan molekiil olan MitoTEMPO'nun AP kaynakli toksisitesi iizerine
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etkileri incelendiginde SOD2 geninin mRNA diizeyindeki ekpresyonunda Ap veya
MitoTEMPO'nun belirgin bir fark yaratmadigi gosterilmistir (Hu ve Li 2016).
Sicanlarda karaciger inflamasyonu tizerindeki etkileri incelendiginde MitoQ'nun
MnSOD, Cu/zZnSOD ve Kkatalaz ekpresyonlarini artirarak normal seviyelerine
getirdigi goriilmistiir (Turkseven ve ark. 2020). AB42'nin SH-SYSY hiicrelerinde
oksidatif strese olan etkileri incelendiginde, SOD enziminin protein diizeyinde
azalmaya ugradigi gosterilmistir (Ahmed ve ark. 2019). Dolayisiyla, SOD1 ve SOD2
genleri i¢in protein diizeyinde ekspresyon analizi yapilarak daha net sonuglar elde
edilebilir.

Opal ve Mff'nin protein diizeyinde ekspresyon degisikliklerini tespit etmek
icin Western Blot analizi gerceklestirilmistir. Opal proteini mitokondrilerin i¢
zarmda aktif olan bir proteindir ve mitokondrilerin fiizyon olayinda fonksiyon
gosterir. Opal proteini igin, kontrol grubuna kiyasla Ap grubunda anlamli bir azalma
goriiliirken, AB+MitoQ grubunda ekspresyon seviyesinin kontrol grubuna yaklastigi
goriilmektedir. Ahmed ve ark. (2019), SH-SYS5Y noéroblastoma hiicrelerinde AB42 ve
oksidatif strese sebep olan GMF proteinlerinin mitokondriyal fizyon ve filizyon
proteinlerinin ekspresyonlart tizerindeki etkilerini incelemislerdir. Opal proteini de
dahil olmak iizere, AB42'nin fiizyon proteinlerinin ekspresyonunda azalmaya, fizyon
protein  ekspresyonlarinda ise artmaya Sebep oldugunu gostermislerdir.
Calismamizda, benzer sekilde Af'nin Opal protein ekspresyonunu azalttigi
goriilmektedir. Bu durum, olusturdugumuz hiicre modelinde Ap'nin mitokondriyal
disfonksiyona sebep oldugunu dogrulamaktadir.

Mitokondriyal fizyon faktorii Mff, GTPaz ailesinden Drpl proteinin
mitokondriyal fizyon boélgelerine ¢agrilmasindan sorumlu bir proteindir (Otera ve
ark. 2013). Mff protein ekspresyonu incelendiginde, AB grubunda kontrol grubuna
gore anlamli bir azalma goriilmektedir. AB+MitoQ grubunda AP grubuna gore
anlamli oranda bir azalma goriilmiistir. Mffnin yiliksek ekspresyonunun
mitokondriyal fragmentasyona sebep oldugu, RNA interferans ile Mff'nin
susturulmasinin da zit bir etki gostererek, Drpl'in azalmasina yol agtig1 gosterilmistir
(Otera ve ark. 2010, Otera ve Mihara 2011). Ahmed ve ark. (2019) Ap42min fizyon
proteinlerindeki artisa sebep oldugunu gostermislerdir. AB+MitoQ grubunda AP
grubuna gore goriilen istatistiksel olarak anlamli olan protein ekspresyon
seviyesindeki azalma, MitoQ'nun fizyon olayimni fizyolojik diizeyine yaklastirdigini

gosterebilir.
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Mitokondriyal disfonksiyonun ve oksidatif stresin, mitokondri morfolojisinde
ve dinamiklerinde bozulmalara yol actigi bilinmektedir. Ayrica bu durumlarda,
sinapslardaki sayillarmin da azaldigi gosterilmistir. Uygulama gruplarindaki
mitokondri morfolojilerinin incelenmesi amaciyla floresan mikroskop ile
mitokondriler  goriintiilenmistir. Hiicrelerdeki ~ mitokondri yogunluklari
karsilastirildiginda AP uygulamasi yapilan AH modeli hiicre grubunda kontrol
grubuna kiyasla azalma oldugu goriilmiistiir. MitoQ uygulanan gruptaki hiicrelerde
ise tekrar artisa rastlanmis, kontrol grubuna ait hiicrelere yaklastig1 tespit edilmistir.
MitoTracker Red mitokondri spesifik floresan boya yogunlugu, ayni zamanda
mitokondriyal membran potansiyelini de temsil etmektedir. Mitokondriyal membran
potansiyelinin literatiirde AH orneklerinde azaldig: bilinmektedir. Siirekli olarak AP
peptidleri iireten 7PA2 ve 7WD4 hiicrelerinde mitokondriyal membran
potansiyelinin kontrol hiicrelere gore azaldigi gosterilmistir (Krako ve ark. 2013).
Mitokondri hedefli antioksidan MitoTEMPO, fare néronlarinin primer kiiltiirtinde
AP42 maruziyeti sonucunda azalan mitokondriyal membran potansiyelini tekrar
artirmigtir (Hu ve Li 2016). Bu sonuglar, ABf'nin hiicrelerde oksidatif stres kaynakl

mitokondriyal disfonksiyona sebep oldugunu gostermektedir.

Hiicrelerde oksidatif stres durumunda ve antioksidan uygulamasi sonrasinda
ROS seviyelerinin karsilastirilmasi amaciyla hiicre i¢ci ROS seviyeleri ol¢lilmiistiir.
Beklendigi sekilde AP grubunda kontrol grubuna goére yaklasik %40 artis,
AB+MitoQ grubunda ise AP grubuna kiyasla azalma ger¢eklesmis ve kontrol
grubuna yaklastigr goriilmiistiir. MitoQ'nun plateletlerdeki etkilerini arastiran bir
calismada ROS {iretimini azalttigi gosterilmistir (Mendez ve ark. 2020). 7PA2 ve
7WD4 hiicreleri endojen olarak siirekli AP peptidleri {retmektedir ve AP
toksisitesinin ¢aligilmasi i¢in uygun hiicrelerdir. Bu hiicrelerdeki ROS seviyelerinin
kontrol hiicrelerine gore ¢ok daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Krako ve ark. 2013).
Bu sonuclar, AB'nin oksidatif strese sebep oldugunu dogrulamakta ve MitoQ'nun
mitokondri spesifik antioksidan 6zelligi sayesinde, hiicre i¢i ROS {iretimini anlamli

olarak azalttigin1 gostermektedir.

Kas-spesifik AP eksprese eden Alzheimer modeli transgenik C.elegans ile
yapilan bir ¢alismada, MitoQnun ROS seviyesini ve mtDNA hasarini azaltmadigi
halde yasam siiresini ve kalitesini olumlu etkiledigi gosterilmistir (Ng ve ark. 2014).
Primer noron kiiltiirinde MitoQmun A toksisitesine karst koruyucu etkisi
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gosterilmistir. Triple-transgenik fare AH modelinde, 5 ay boyunca MitoQ
uygulanmasi ile AH benzeri noéropatolojide azalma goriilmiistiir. MitoQ'nun bu
farelerin beyinlerinde, oksidatif stres, AP birikimi, astrogliosis, sinaptik kayiplar ve
kaspaz aktivasyonlarinda azalma sagladigi gosterilmistir (McManus ve ark. 2011).
Parkinson hastaligi hiicre kiiltiirii ve fare modelinde de ndoroprotektif etkisi
gosterilmistir (Solesio ve ark. 2013). Noroprotektif etkisi yanisira kardiyoprotektif
etkileri de birka¢ model {lizerinde denenmis ve kardiyak hipertrofiyi, oksidatif hasari,
mitokondriyal hasar1 azalttigi gosterilmistir (Adlam ve ark. 2005; Graham ve ark.
2009).

Literatlir bilgileri ve elde ettigimiz sonuglar gz Oniine alindiginda,
mitokondri hedefli antioksidan molekiilii MitoQmun SH-SYS5Y noroblastoma
hiicrelerinde AP42 kaynakli oksidatif stresin etkilerini ortadan kaldirabildigi ve
mitokondriyal disfonksiyonda etkili genlerin ekspresyonlarini  degistirerek

mitokondriyal fonksiyonun diizelmesinde olumlu etkileri oldugunu gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda AP42 peptidlerinin  SH-SYSY noroblastoma hiicrelerine
uygulanmasi ile AH modeli hiicreler olusturulmustur. Oncelikle AP42 peptidlerinin
hiicreler tizerindeki toksisitelerinin gosterilmesi i¢in hiicre canlilik testi yapilmis ve
optimum deger olarak 2 uM kabul edilmistir. Agregat olusturmalar i¢in 3 giin siire
ile inkiibe edilen bu molekiiller hiicrelere uygulanarak, faz kontrast mikroskobunda
elde edilen goriintiiler sayesinde AP molekiillerinin agregat halinde oldugu
dogrulanmistir. Ayrica noroblastoma hiicrelerinin A molekiillerine dogru uzantilar
olusturduklar1 goézlemlenmistir. Ap molekiillerinin olusturacagt muhtemel oksidatif
stres iizerine, mitokondri hedefli yeni nesil bir ajan olan MitoQ antioksidaninin
ozellikle mitokondriyal disfonksiyon asamasindaki etkilerini gdstermek amaciyla
analizler gerceklestirilmistir. Literatiir ¢aligmalar1 da g6z 6niine alinarak MitoQ i¢in

optimum konsantrasyon seviyesi 50 nM olarak se¢ilmistir.

AP agregatlar ile olusturulan AH modeli ve MitoQ uygulanan hiicrelerde
Alzheimer, mitokondri ve oksidatif stres ile iliskili secilen genlerin mRNA
diizeyindeki ekspresyon seviyeleri incelenmistir. Her bir genin ekspresyonlarinda
farkli degisimler gosterilmistir. qPCR ile ekspresyon seviyeleri tespit edilen bu
genlerin, protein diizeyindeki ekspresyon seviyelerini belirlemek i¢in her bir proteine

spesifik antikor kullanilarak Western Blot yapilmas1 daha net sonug verecektir.

SH-SYS5Y noroblastoma hiicrelerinde AB42 agregatlarinin uygulanmasi ile
AH hastalik modeli olusturulmustur. Mitokondri hedefli antioksidan molekiilii
MitoQ'nun, AP42 peptidlerinin olusturdugu oksidatif stresin ve mitokondriyal
disfonksiyonun iizerine etkileri arastirilmistir. Bu gruplarin deney hayvan
modelleriyle de olusturulmasi ile elde edilen sonuglar dogrulanabilir ve spesifik
olarak etkilenen beyin gibi dokulardaki ekspresyonlarin incelenmesi ile daha kesin
sonuclar elde edilebilir. Yapilan son arastirmalar, mitokondriyal disfonksiyonun
egzersiz, antioksidan diyet veya terapotik yaklasimlarla restore edilerek, AH'nin

baslangicini geciktirebilecegi ve ilerlemesini yavaslatabilecegini diislindiirmektedir.

Calismalarimiz  hiicre kiiltiirii tabanli oldugu i¢in deney hayvanlari
modellerinde benzer gruplarin olusturulmasi ve beyin gibi daha spesifik organlardaki

ekspresyon seviyelerinin incelenmesi daha dogru sonuglar elde etmemizi
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saglayabilir. Literatiir bilgileri ve elde ettigimiz sonuglar géz Oniine alindiginda,
mitokondri hedefli antioksidan molekiili MitoQmun SH-SYS5Y noroblastoma
hiicrelerinde AP42 kaynakli oksidatif stresin etkilerini ortadan kaldirabildigi ve
mitokondriyal disfonksiyonda etkili genlerin ekspresyonlarmi degistirerek

mitokondriyal fonksiyonun diizelmesinde olumlu etkileri oldugunu gostermektedir.
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