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ONSOz

Karboksipeptidaz E (CPE) bir eksopeptidazdir. Yapilan arastirmalar bu enzimin ayni
zamanda intrasellller bir reseptor oldugunu da goéstermisti. CPE 'nin nakavt fare
calismalarinda farelerin sismanlik, tip2 diyabet gib hasarlarinin yanisira noérolojik
problemleri tasimasiyla EST (expressed sequence tags) veritabanindan insanda
bulunan CPE kaynakli mutasyon taramalri yapilmis ve molekdlin pro kisminda Ug
adenin insersiyonuyla olusan mutasyon bir Alzheimer hastasinda bulunmustur. Yeni 9
amino asitin proteinin sinyal sekanslarini olusturan kismina eklendigi ve iki adet
glutamin (Q) amino asit tekrarindan dolayi proje grubu tarafindan bu mutasyon “QQ-
CPE” olarak adlandirimistir. ETS veritabanindan bulunan bu mutasyonun hatali
tarama degilde gercek oldugunu boébrek timort olan bir farkli hastada bulunmasi
(mutasyonun somatik kokenli olup olmadidi dikkate alinmadan) mutasyonun gercek
oldugunu kanittamasi agisindan énemlidir. Tamamlanan proje, QQ-CPE mutasyonun
hucresel mekanizmalarinin ve dolayisiyla yabanil (WT) CPE'nin aydinlatimasini

icermektedir.

Sonuglarmiza goére, hem WT hemde QQ-CPE ndroblastoma hicrelerinde ifade
edilmistir. WT-CPE hlcrede nomal bir sekilde hicre disina sekresyonla atilabilir ve
hiucre i¢i trafigi normaldir. QQ-CPE hucre i¢i degregasyona ugrar ve hicre disina
sekresyonu olmaz. QQ-CPE hicrede lizozomlarda degredasyona ugrar. Bu durum
WT-CPE’nin hicre igindeki akigini ve sekresyonunu bozdudu igin hicrede WT-
CPEnin gerceklestirdigi gorevleri; hormonlarin aktiflestirimesi, prohormonlarin trafigi
gibi aksattigi i¢cin néronlarin devamliligini zaman i¢inde aksatip ndrodejenerasyona
yol agabilir. Ayrica, QQ-CPE'nin ER strese yol agtiyi ve enzimatik 6zelliginin olmadigi
da sonuglandiriimigtir.
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OzZET

Karboksipeptidaz E (CPE) nin endokrin ve néroendokrin hucrelerinde hem bir ekzopeptidaz
hemde hcre igi reseptor olarak degisik roller aldigini ispatlamistir. Yeni yayinlarda CPE nin
bu godrevlerinin yaninda farelerde noéronlarin korunmasini ve hipokampal noéronlarin
devamhlidini saglayan yeni fonksiyonlarinin oldugu da goésterilmistir. CPE nin néronlarin
korunmasi Gzerindeki fonksiyonunun mekanizmasi heniiz bilinmemektedir. Onerilen projede,
CPE'nin  nodrodejenerasyondaki  rolunun  hlcresel mekanizmalarint  aydinlatmayi
amagclamaktadir.

insanlarda rastlanan nérodejenerasyon hastaliklarindaki CPE mutasyon taramalari EST veri-
bankasi kullaniimistir. Ug adenozinin (A) CPE genine eklenmesiyle olusan, ikisi glutamin (Q)
9 yeni amino asitin proteine eklenmesiyle olusan mutant CPE, QQ-CPE olarak
adlandiriimigtir. Hipotezimize gére, CPE noéronlari ER stresine karsi koruyarak apoptozu ve
bdylece noérodejenerasyonu engellemektedir. CPE nin palmitat asite maruz kalmis insan
pankreas adaciklarindaki beta hucrelerini ER stresine karsi korumayi gerceklestirdigi
bilinmektedir.

Arastirma sonuglarimiza gére hem WT hemde QQ CPE cDNA'lari, néron hlicre hatlarinda
ifade edilmis ve bu proteinlerin biyosentezi incelenmistir. QQ-CPE nin hiicre mekanizmalari
incelenerek, hicre igi lokasyonu, trafigi, hucre i¢i dagitimi, yikimi, ER stres baglantisi ve
enzim aktivitesi test edilerek bu durumun hicre degredasyonuna ve apoptoza neden olup
olmadigi belirlenmistir. Sonuglarimiz, noérodejeneratif hastaliklarda goérilen, ndronlarin
6lmesinin CPE tarafindan nasil engellendigini belirlenmesine katki saglayarak literattre yeni
ve onemli bir bilgi eklemigtir. CPE nin fonksiyonlarinin bilinmesi endokrin ve sinir sistemi
baglantili bir ¢ok hastalik i¢cin 6nemlidir. Calisma sonuglarimiz heniz tam anlasiimayan
norodejeneratif hastaliklarin hicresel mekanizmalarinin anlagilmasina yonelik ¢aligmalara
IsIk tutacaktir.
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ABSTRACT

Over A body of work has indicated that Carboxypeptidase E (CPE) expressed in the
nervous and endocrine systems, plays multiple roles that are both an exopeptidase and a
sorting receptor. In addition, its new functions in neuroprotection and maintenance of
hippocampal neuronal survival in adult mice have been published. The cellular mechanisms
of CPE in neuroprotection have not been studied so far. All these findings suggest that we
should extend our studies to determine if CPE might be important for neuroprotection in
humans. Proposed study is aimed to understand the role of CPE in neurodegeneration. By
searching the EST database for genetic mutations in the human CPE gene, we did
potentially identified a new mutations in humans linked to neurodegenerative diseases. We
will name it as the QQ CPE protein.

In this study, we hypothesized that the mutant QQ CPE is dysfunctional and cause
endoplasmic reticulum (ER) stress and hence apoptosis. It was shown that CPE degradation
contributes to palmitate-induced beta-cell ER stress and apoptosis. Combined with studies
showing that CPE has function in neuroprotection, and its absence leads to
neurodegeneration, we investigated the role of CPE in protecting against ER stress. WT and
QQ CPE constructs were overexpressed in neuronal cell lines and their biosynthesis and
processing was investigated. Cellular mechanisms of QQ CPE such as its cellular location,
trafficing and sorting, degradation and QQ-CPE related ER stress and apoptosi were
analyzed. Understanding CPE structure and function is relevant to many health issues in
endocrinology, and neuroscience. Our studies would lead to understanding the role of CPE
in neuronal protection and better understanding in neurodegenerative diseases.
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Carboxypeptidase E, Endoplasmic Reticulum (ER) Stress, Neurodegeneration, Apoptosis.



SONUG RAPORU ANA METNI

1. GIRIS

Projemizde, gergeklestirimesi hedeflenen 4 amag belirlenmisti; proje sonunda bu amaclara
ulasiimistir. Oncelikle, WT ve QQ CPE nin hiicre biyosentezinin, aktiflestiriimesinin ve hiicre
disina salinmasinin hicre hatlarinda incelendi.. Sonuglarimiza gére mutant CPE nin molekul
yapisi degistigi halde biyosentezinde herhangi bir aksaklik goérilmemektedir. Ancak, QQ
CPE nin salinimlarinin hasara ugramis ve ayrica, WT CPE salinmlarinida engellemistir. Bu
durum néronlarda hormonlarin biyolojik aktiflestirimelerini aksatacaktir. Daha sonra, QQ
CPE'nin enzimatik aktivitesinin in-vitro olarak belirlenmesi gergeklestirimis ve sonugta
mutant CPE’'nin homonlarin aktiflesmesini saglayan peptidaz fonksiyonlarinin olmadigini
tespit edilmigtir.

Norodejeneresyonun hicresel mekanizmalarinda genel kabul géren mekanizmalaridan biri
ER stress, degredasyon ve apoptozdur. QQ-CPE nin ER stresinde incelenmesinde, mutant
proteinin proteazomlarda yikidigini 6n gérmustik. Ancak, deney sonuglarmizda QQ-
CPE'nin hucre i¢i ykiminin lizozomlarda gerceklestigini gosterildi. WT ve QQ CPE
proteinlerinin hlcrede fazla ifade edildiginde hucrenin bu duruma uyumu igin fazla ifade
edilen proteinlerin protezomlara goénderildigi belirlenmistir. Uzun sdreli ER stres artan
apoptoza ve buda noérodejeneratif hastaliklarla baglantili olabilir. Mutant CPE tasiyan
hicrelerde apoptozun artmasini sadece hicre mekanizmalarinin degismesini gostererek
belirledik.

Projede, yuruticunin diginda iki bursiyer ve ayrica hak sahipligi olan bir yurt dig1 danigsman
yer almigtir.

Vi



2. LITERATUR OZETIi

Norotrofinlerin  ve noéropeptit/nérohormonlarin - sinir  sisteminde; noérotransmiter (8, 9),
néromodulatér (10, 11) ve trofik faktorler (12) olarak birgok davranigi dlizenlemede noral
rejenerasyonda (13), buyume ve farklilagsmada (14) énemli gérevleri vardir. Sentezlendiginde
biyo-aktif olmayan bu pro-proteinler bir grup enzim tarafindan biyo-aktif peptitlere
donustardlirler. Bu enzimler pro-proteinleri ¢ift bazik aminoasit bdlgelerinin karboksil
kisimlarindan veya bunlarin arasindan kesen prohormon konvoértazlar (PC) ile agikta kalan
son iki bazik aminoasiti keserek proteini biyo-aktif hale donustiren karboksipeptidaz E (CPE)
dir (15). insan CPE molekiilii 476 aminoasitten olusan bir pre-proproteindir. ilk 25 aminoasit
(1-25) molekdlun sinyal peptitini olugturur. Aminoasitler, 26-476 proprotein (biyo-akitif
olmayan), 43-476 ise biyo-aktif proteinin kodlaridir (GenBank accession number
NP_001864). CPE'nin iki ayri formu bulunur. Bunlardan biri, TGN (trans-golgi adi) zarinda
bulunan ve lipid raftla iligkili (46), 55 kDa molekiler agirliginda, hicre i¢i reseptor fonksiyonu
olan (23, 24) 6rnegin, proopiomelanocrotin (POMC) ve proBDNF (beyin norofik faktor) igin ve
TGN zarindaki raft iligkisiyle regule edilen salgi yolaklarina (RSP) gonderilerek salgi
keseciklerindeki hormon paketlenmesi sirasinda olan gorev alan (45) digeri ise, enzimatik
ozellikteki ¢cozunebilir formdur (22). Zar formunun bir kismi C-terminalindeki ~21 amino asitin
salgi keseciklerinde ayrilmasiyla ¢ozunebilir formuna doénustardllir ve bdylece enzim salgi

keseciklerinin iginde yer alir (47).

CPE molekulinin peptiderjik néronlarda ve endokrin hicrelerinde RSP keseciklerine
bulunmasi su sebeplerden dolay! dnemlidir. 1) salgi keseciklerinde asidik pH’la hormonlari
aktiflestiren enzimlerin oto-aktivasyonu, 2) pro-néropeptit/peptit hormon biyolojik olarak aktif
hale dénusturdlebilmesi, 3) biyolojik olarak aktif peptitlerin kontrolli bir sekilde salgilanmasi.
Hdcre iginde noropeptitlerin, norotrofik faktorlerin ve peptit hormonlarin RSP’ye gitmesinde
ve burada aktiflestiriimesinde herhangi bir aksaklik, aktif olmayan pro-proteinlerin kontrolsuz
salgilanmasina neden olur ve buda bu peptitlere bagli fonksiyonlarda aksakliklara neden
olarak insanda hastalik olusmasina neden olabilir. Ornegin, literatiirde insanda pro-inslinin
aktiflestiriimesideki eksiklikten dolay! ailesel hiperproinsulinemi (16), kokain ve amfetaminle
regule edilen transkriptin (CART) aktiflestilme problemlerinden dolayi obezite (17) ve pro-
BDNF’teki problemlerden dolay! bellek bozukluklari (18) bildirilmigtir. Bu 6rneklerdeki
aksakliklar tek gen mutasyonlari sonucu ortaya ¢lkmis ve mutasyondan dolayl yapisi
degisen pro-proteinler CPE tarafindan TGN'den kontrolli salgi yolaklarina taginamamistir.
Trofik faktdor olan Pro-BDNF'in CPE’ye baglanamayip kontrolsiz salgilanan yolaklara
gitmesi, proBDNF’in p75 reseptérine baglanmasiyla apoptoza, bu durumda uzun sdreli
depresyona (19) ve néronal yagsamda karisikliga neden oldugu da goésterilmistir (20).



Son yillardaki birgok galigma CPE nin sinir sisteminde ve endokrin sistemde ifade edildigini
ve bir peptidaz olmasinin yani sira bir ¢gok enzimatik olmayan rollerininde oldugunu
gostermistir (21). Transmembran CPE formunun sitoplazmik kuyrugunun, adrenokortikotropik
hormon (ACTH) ve BDNF keseciklerinin, post-Golgi dagitim sistemiyle salinim bdlgelerine
gonderilmesi i¢cin mikrotubule dayali tagima sistemine baglanmasinda rol aldi§1 gosterilmistir
(25, 26). Bu nedenle, CPE’nin endokrin sisteminin ve sinir sisteminin isleyisinde énemli bir
etkisi oldugu ileri sirmekteyiz. Ayrica, CPE geni nakavt edilmis (CPE KO) farelerde diyabet,
kisirlik ve obezite gibi endokrinolojik bozukluklarin (27) yani sira, disuk kas tonusu (27) ve
retinogramlarinda glutamat iletimine bagli B-dalgasinin dismesi (28) gibi norolojik
bozukluklarin yanisira kemik yogunlugunda azalma (67) gorumustir. CPE KO farelerde,
CPE’nin olmayigi aktiviteye bagli BDNF salgilanmasinin azalmasina neden olmustur (24).
CPE’si olmayan mutant bir C. elegans’ta noéromuskuler yoldaki asetilkolin (Ach)
norotransmisyonunda bozukluk goézlemlenmistir (29). Ayrica, CPE-KO farelerde CPE’nin
olmayisi, bu hayvanlarin hafizasinda, sinaptik fizyolojisinde ve hipokampusin hucresel
yapisinda ¢ok dnemli degisikliklere neden olmustur (1). Yetiskin CPE-KO hayvanlarla yapilan
davranigsal testlerde; ornegin, Morris su tankinda, obje tercihinde ve yiyecek segimi
testlerinde bellek kazaniminda bozukluklar oldugunu gosterilmistir (27). CPE KO farelerde
uyarimis uzun sureli 6grenme potansiyeli yoktur. Bunlara ek olarak, Woronowich ve
arkadaglarinin (2008) gosterdigi gibi 4 haftallk veya daha yasli, fakat 3 haftalik olmayan,
CPE KO farelerin, normalde ylksek seviyelerde CPE ifade eden hipokampal CA3
bolgesindeki  piramidal noéronlarinda o6nemli Olgide dejenerasyon  gorUimustir.
immiinohistokimya sonuglarina gére, CPE KO farelerin CA3 alaninda ndronal iseretleyici,
NeuN, azalrrken, gliosisin isareti olan glial isaretleyicinin, GFAP, arttig1 belirlenmistir.
Kalbindin boyamasi, bu farelerde, mosi fiberlerin CA1 bdlgesine ulasmadan 6nce erken
bitisini gostermis ve bu nedenle, CPE’nin yoklugu, CA3 ndronlarinin dejenerasyonuna,
hipokampusun hucre yapisinda karigiklida ve bellek bozukluklarina neden olmustur. Benzer
sonuclar, CPE proteinindeki tek bir mutasyona (Ser202Pro) sahip olan farelerdede
gorulmastar (31). Ser202Pro mutasyonu, CPE’nin enzim aktivitesini dusurmustar (30-32).
Ex-vivo ¢aligmalar, CPE’nin fazla ifade edilmesinin, kiltur ortamindaki hipokampal ndéronlari
H,O, oksidatif stres kaynakli hiuicre élimunden korudugunu goéstermistir (1). Bu bulgular,
yetiskin hipokampal CA3 ndronlarinin normal kognitif fonksiyonlari devam ettirmeleri igin
hayatta kalmasinda CPE’nin 6nemini géstermektedir. Ayrica, gecici global iskemiden sonra
hipokampusin CA3 bdlgesinde, bu ndronlarin hayatta kalmalariyla ilgili olarak, CPE
ekspresyonunda daha fazla ve surekli bir artis oldugu belirtilmistir (33). CA1 bolgesindeki

noronlarda, CPE ekspresyonunda gegici bir artis gbézlemlenmis ve bu ndronlarin daha



savunmasiz oldugu belirtiimistir (33). Ayrica, son bir arastirmaya gére CPE nin yeni ve ilging
bir roli daha kesf edilmigtir (53). Bu ¢alisgmada CPE nin dopamine tranportunun (DAT) C-
terminaline baglandig: ve bdylece DAT baglanti dopamine geri emilimine neden oldugu
gosterilmisti. CPE, DAT In hiper fosfosrilasyonuna neden olarak, DAT In stabilitesine ve
sonu¢ olarak DAT in hicre membranina lokasyonuna neden olmaktadir (563). Zhang ve
arkadaglar1 (2009), CPE'nin dopamine bagli hastaliklarda o6rnegin, ilag bagmliig: ve
sismanlikta énemli olacagini belirtmiglerdir. Bagka yeni bir arastirmaya gore Caruso ve ark
(2010), hipotalamustaki alfa melanokortin hormonunun (alfa-MSH) inflamasyondan
kaynaklanan noérodejenerasyonu engelleyebildigini gdstermislerdir. Alfa MSH bir prepro-
protein olan POMC drundur (15). PC ve CPE enzimleri kullanlarak POMC alfa MSH’e
dénustardlir, ayrica; CPE POMC igin hlcre igi reseptordir (23). CPE enzim aktivitelerinin
aksamasi da CPE'nin diger noronlarin korunmasini saglayan néropeptit/hormonlarin (55)

fonksiyonlarini gerceklestirememelerine neden olabilir.

CPE’nin yetigkin farelerde néronlarin korunmasi, hipokampal néronlarin hayatta kalmasi,
6grenme ve bellek kazaniminda énemli gorevleri oldugunu gdstermistir. Fakat, CPE’nin bu
islemleri nasil kontrol ettigi bilinmemektedir. Tum bu bulgular CPE’nin insanda ndronlarin
korunmasinda dnemli bir rolu olup olmadigini belirlemek i¢in arastirmalarim izi genisletmemiz
gerektigini gostermektedir. Bu nedenle, proje ekibi tarafindan CPE’de goérilmus ve
norodejenerasyonla alakali insan CPE genindeki genetik mutasyonlar i¢in tarama yapimig
ve ETS veri-tabaninindan insan CPE’si nukleotit dizisini (giris numaralari NM_001873.2 ve
NM 013494.3) kullanilarak bir mutasyon bulunmustur. Ayrica, yinelenmeyen (non-
redundant) nukleotit dizini veritabaniyla GenBAnkasi1 EST veritabanini (dbEST) kars llastird k.
Alzheimer hastaligindan 6len bir hastanin beyin korteks doku tipinde bulunan EST dizisi
(Genbank giris numarasi DA134138) BLAST yontemiyle manuel taranarak bulunmustur CPE
mutasyonu NCBI veritabaninin Build 36.3’'Unin NT_016354 kontig bdlgesinde, Homo
sapiens 4. kromozom genomik 90848734, 90848754 ve 90848762 bdlgelerinde 3 adenozin
(A) eklenmesiyle olugsmustur. Bu ¢ A'nin CG bazlari aras ina eklenmesi ile olusan mutasyon,
CPE’nin pro bdlgesinde ikisi glutamin (Q) amino asiti olan 9 yeni amino asitin CPE’ye
eklenmesine neden olur (Sekil 1). Bu nedenle yeni mutant CPE formu, QQ CPE olarak
adlandirimistir. Sekil 1°'de QQ CPE'nin biyoinformatik analizi gésterilmektedir (analiz gizimi,
projemizde yurt disi danigman olan Dr. P. Loh arastirma grubu tarafindan gizilmistir). QQ
CPE sadece tek bir hastada degil bobrek tumoérinden 6len baska bir hastada da tespit
edilmistir (52). Yeni aminoasit eklenmesi sonucu olugan bu tip bir mutasyonun en az iki ayri
vakkada gorulmesi mutasyonun dogrulugunu kantlamaktadir. Ayrica, genom arasgtirmalari

ileri dizeyde dizileme teknikleriyle yapilmistir (52).



Sekil 1: QQ CPE biyoinformatik analizi:

Genomic
organization
of CPE

Box A

GCAGTGCACC-GCCATCAGCAGGATTTACAC -GG TGGGGC-GCAGCTTCGAGGGCCGGGA | — CPE WT DNA sequence
GCAGTGCACCAGCCATCAGCAGGATTTACACAGGTGGGGCAGCAGCTTCGAGGGCCGGGA | —* CPE Mutant DNA sequence

ARAAARAAAN AAAARRAAARR AR A AR AAAARE AARRARAR AAAAR AR AR R AR AR R AN N

CPE
transcript

CPE protein

Box B

EALVSVWLQCTAISR-IYTVGRSFEGRELLVIELS |— CPE WT protein sequence
EALVSVWLQCTSHQQDLHERWGSSFEGRELLVIELS |— CPE Mutant protein sequence

AAA AR AR R RRR, . . * ORRRRA AR AR A AN

Figur 1: Biyoinformatik analizler sonucunda ortaya ¢ikan mutantve yabanil tir (WT) CPEnin DNAve protein dizinini
gosteren diagram. Box A daha agikga gosterilmis mutasyonun bulundugu DNA dizinive Box B ayrintili gdsterilmis amin oasit
dizini. Box A "da maviyle yazilmig nukleotitler CPE geninin genomik kismindaki eklenmis aden ozin nikleotitlerini ve Box B'de
maviyle yazilmig aminoasitler mutasyondan dolayi dedisen aminositleri gdstermektedir.

CPE mutasyonlari insanlarda gorulen hastaliklarla iligkilidir. Diyabetli (34, 35) ve
kardiyovaskuler problemleri olan hastalarda (36-38) CPE mutasyonlari bulunmustur. Bu
mutasyonlarda CPE enzim aktivitesinin olmadigi tespit edilmistir (35) ancak diger
mutasyonlarda CPE fonksiyonlarinin nasil degistigi gosteriimemistir. Jeffrey ve ark
(2008)'nIn yaptigi calismaya goére, CPE palmitat asite maruz kalmis pankreatik beta
hucrelerinde ER stresin ve apoptozun engellenmesini saglamistr (50). Bu caligma
hiperlipidemiadan dolayi ortaya ¢ikan beta hicrelerinin 6lmesiyle olusan diyabette CPE nin

onemli bir roll oldugunu ileri strmektedir.

Diger mutasyonlarda ilgi ¢ekici olmasi ve galisiimasi gerektigi halde proje ekibi CPE nin
norodejenerasyondaki rolini belirlemek Uzere bu projeyi baslatmistir. CPE’nin yoklugu,
yetigkin fare néronlarinda noérodejenerasyona neden oldugundan (1), ve CPE geninin fazla
ifade edilmesi noéronlari (1) ve palmitat asite maruz kalmis pankreatik beta hucrelerini
apoptoza kargi korudugundan (50) bu projede CPE genine adenozin ekleriyle ortaya ¢ikan
ve potansiyel hatali olan QQ CPE mutantin (Sekil 1) yaslanmayla ortaya c¢ikan

norodejenerasyon bozukluklarina neden olabilr. QQ-CPE mutasyonunun hicresel



mekanizmalarini CPE nin yeni ve farkli bir roli olan néroproteksiyonu daha iyi anlamimizi

saglayacaktir.

2.1.
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3- GEREC VE YONTEM

Hiicre hatlar:

N2A: Fare noroblastoma hucreleri. CPE sentezlemeyen bu hucreler hormon salgi yolaklari
oldugu i¢in nérohormonlar ve onlari aktiflestiren enzimlerin incelenmesi icin uygun (45) ve sik
kullanilan bir modeldir

COS7: Maymun bdbrek hicreleri. CPE veya CPE benzeri molekullerin aktivitelerini
icermezler. Bu hucrelerin regile edilen salgi yolaklari (RSP) yoktur; bu nedenle, CPE gibi
normalde RSP’ye gonderilen proteinler surekli olarak kontrolsiz salinimla hicre kaltara
blyume ortamina salgilanirlar. Enzim aktivitesi ¢alismalarinda negative kontrol grubu olarak
secilmistir.

Molekil modelleri: Normal ve mutant CPE"yi pcDNA3.1 plasmidi i¢cine koyarak elde edilen
cDNA konstrakti Loh lab., National Institutes of Health (NIH), US A tarafindan olusturulmus ve

proje yurutucusune hediye edilmigstir.
YONTEM

Western Blot analizi: Yanik ve ark. (17)'da ve uygulandigi gibi (ayrintilar ilgili bélimdedir).

Molekullerin sentezi, aktiflestiriimesi ve hiucre digina salinmasiyla ilgili deneyler. Bozulan

proteinlerin hicre i¢i ylikim mekanizmalarinin incelenmesi.

Immunofloresans mikroskop: Yanik ve ark. (17)'da, Cawley ve ark (32)'da uygulandigi gibi

(ayrintilar ilgili bélimdedir). CPEnin hlicre igi lokasyonlarini belirlenmesiyle ilgili deneyler.

Yuksek basincli_likid kromatorgrafisi (HPLC): Cawley ve ark (27)'de uygulandigi gibi

(ayrintilar ilgili bélumdedir). Enzim aktivasyonunu belirlenmesini saglayan deneyler.

ELISA deneyleri: Apoptozun belirlenmesiyle ilgili deneyler.

Projedeki amaglarimiza uygun olarak belirledigimiz yontemin siralamasi agagidaki gibidir.

1. Normal CPE'nin QQ-CPE’le biyosentez, aktiflestirimesinin ve hicre disina
salinmasinin kargilastirimasi (hicre ici trafigi ve dagitimi).
Normal ve QQ-CPE mutantin enzimatik fonksiyonlarinin incelenmesi.
QQ-CPE'nin hucre i¢i ykimi ve endoplazmik retikulum (ER) stresindeki etkisinin
belirlenmesi.

4. CPE’nin nérodejenerasyondaki rolunun incelenmesi.
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2.2. CPEve QQ CPE’nin biyosentezi ve hiicre digina salinmasinin incelenmesi.

3.1.1. Hiicre Kkiiltiiriiz: CPE’nin biyosentezini ve N2A hicrelerine transfeksiyonunu
belirlemek igcin Western blot methodu kullanildi. N2A hticreleri kontrol olarak -galactosidase
(LacZ) kodlayan (mock), normal CPE ve QQ CPE cDNA konstraklariyla (5 ug)
Lipofactemine-2000 (Invitrogen) transfeksiyon ajaniyla 24 saat inktbe edildi. Hicreler DMEM
(+L-glutamin) ve 10% FBS igeren sivi ortamlarda karbondioksit inkibatérlerinde buayutulda.
Tripsinle kdltirdeki hdcrelerin alinmasindan sonra 3 dakika 2000 rpm‘de santriflj edilerek
tripsin uzaklastirildi. Hlcreler proteaz inhibitdéri (1X mini proteaz inhibitor kokteyli; Roche
Molecular Biochemicals) iceren hicre zarini pargalayan M-PER (Roche) solisyonuyla
parcalandi ve hlcre igindeki ¢oztnebilir proteinler hicrelerin 10,000 rpm’de 10 dk santrifj
edilmesiyle elde edildi. Santrifljden sonra supernatanttaki protein érneklerinin Bradford (Bio-
Rad) yontemiyle miktarlari belirlendikten sonra esit agirliktaki protein miktarlari Western blot
methoduyla analiz edildi (17). Blotlar, anti-CPE (1:8,000, Santa-Cruz) antikorlariyla inkube
edildikten sonra Western blot sinyallerinin goruntilenmesi igin horseradish peroxidaz
(1:10,000) ile baglanmis kegi anti-tavsan IgG ikincil antikoru kullanilarak gelistirilmis
kemiluminesans (Pierce) kullanild.

Proje dnerisinde sundugumuz sekil 2°deki veri degisik zamanlarda da tekrar edilerek benzer
sonuglar elde edilmistir. Bu veriler 1. raporda da sunulmustur. Verilerimiz bos vektor
transfekt edilen hicrelerde CPE sentezlemedidini de gostermekte ve WT ve QQ CPE
ifadelerinde herhangi bir aksaklik gérilmedigini gdstermektedir.

bos normal QQ
vektor CPE  CPE

$ekil 2: Bog wektor, normal we Q0 CPE YWestern Blot analizi: bogwektdr ve CPE cDMA konstraklar
Meuro2a hicrelerine transfekt edilmigtir. Proteinlerin blotlarda belirlenmesi icin anti-CPE kullamimigtir.

3.1.2. Sekresyon egalismalari: Hucreler alti-kuyulu petri kutularinda G¢ kere ayri ayri
ekildikten sonra transfekt edildi. Bazal ve uyarimis salglamanin belirlenmesi ve dlgulmesi
yapildi. Bazal salglama icin 2 ardasik 30 dakikallk periyotlarda 37°C'de 1 ml’lik bazal
salgilama sivisi hlcrelerle bekletilerek her 30 dakikanin sonunda 1 ml’lik hlcre sivisi
toplanip ependorf tuplere konulup buzda bekletildi. Bazal periyotlardan sonra uyarimig
salgilama i¢in htcreler 1 ml'lik %0.01 BSA iceren 50mM KCI/DMEM e uyarilacak tUguncl bir
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30 dakikalik inkibasyonda tutuldu. Bazal ve uyarimig biyime ortaminin esit kantatif
miktarlari CPE immunoreaktivitesi anti-CPE kullanilarak Western Blot methodu kullanilarak
analiz edildi (17, 32). Western blotta gortulen immunoreaktif normal veya QQ mutant CPE

bantlari bu proteinlerin hangi hicre i¢i salinim yolaklarinda oldugunu géstermigtir.

3.2 . Normal ve QQ CPE nin enzimatik aktivitesinin in-vitro olarak belirlenmesi.

Hicreler 24 saatlik transfeksiyondan sonra BSA eklenmis midyumla degistirilerek 24 saat
daha inkibasyon yapildi. Daha sonra midyum alinip, 6lU hicreleri ve hucre atiklarini
¢coktirmek ve supernatant elde etmek i¢in 10,000 rpom’de 10 dk santrifij edildi. Negatif
kontrol olarak, transfekt edilmemis COS7 hucreleri, pozitif kontrol olarak ise normal CPE

kodlayan plazmitler kullanildi.

Analiz: Aktif adrenokortikotropin hormonu (ACTH) olusmasinda CPE rol oynar. Analizler,
1mM CoCl, varliginda ve yoklugunda 50 mM sodyum asetatta, pH 5.5, yapidi. CPE
tarafindan olusturulan Urunler ylksek basingli likid kromatorgrafisi (HPLC, Molekuler Biyoloji
ve Biyoteknoloji Arastirma Merkezi, ODTU, Ankara) ile analiz edildi.

3.3. CPE nin ER stresindeki etkisinin belirlenmesi.

Hipotezimize goére CPE néronlari CPE'nin bozulmasindan yada etkisinin azalmasindan
dolay1 olusabilecek ER stresinden koruyarak nérodejenerasyonu engellemektedir. Bunu test
etmek icin dncelikle QQ CPE'nin hicre igi ylkimi daha sonra ER stresini belirlenmesi

planlanm stir.

3.3.1. WT ve QQ CPE'nin hiicre i¢i yikilmasinin incelenmesi.

WT ve QQ CPE cDNA konstraklariyla (5 ug) N2A hicreleri trasfekt edildikten sonra
ptoeazomlar N-acetyl-leu-leu-methional (MG132, Sigma) ile lizozomlar ise sistein proeaz
inhibitora, kathepsin A, H, L (E64d, Sigma) ile hem ayri hemde birlikte hlicrelere eklenecektir.
immunoblot yontemiyle ve anti CPE kullanilarak bozulmanin protezom yada lizozom kaynakli

olup olmadigi belirlenecektir.
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3.3.2. ER stresinin incelenmesi
CHOP analizi

ER stresin olustugunun gosterilemesinde etkin bir yontemdir. C/EBP Homoloji Protein
(CHOP) yada diger adiyla, blyimeyi engelleyen ve DNA’yl indUkleyen protein 153
(GADD153), katlanmamis protein respons (UPR)’da proteinin 3 kolundan birine baglanarak
ER’daki streste hiicrenin buna tepki olusturmasini saglayan bir transkripsiyon faktoridur.
Hlcrelerde UPR yada yanlis katlanmis protein miktari arttiinda bu hiicrenin devami igin bir
tehlike olup bu durum ER stress olarak adlandirilir. Hicre bu stresten ¢gikmak igin degisik
yollar ararken bir cok sinyal olusturur.BU sinyaller genellikle saperon proteinlerinin
ifadelerinin artmasi, NFkKB sinyalleri ve CHOP ile apoptosis indiklenmesi. CHOP 27 kD
agrrhginda C/EBP dominant negatif inhibitéridur. Bu proteinin amino terminali transkripsiyon
aktivasyonu, C-terminali ise DNA’ya baglanan leusin fermuari dimerizasyon o6zelligini
tasimaktadir. Normalde homodimer olarak aktif olan C/EBP'ye CHOP dominat negatif olarak
baglanarak baglanir. Bu heterodimer DNA'ya baglanmayi azaltr. CHOP hiicrede stres
durumu yokken sitozolde bulunur ve seviyeleri dusuktir. ER stresinde, ER stresin aktive
ettigi kinaz PERK, elFa faktérinun fosforilasyonuna ve sonug olarak ATF4 mRNA seviylerini
artirr. ATF4 CHOP promoterine baglanarak CHOP ifadesini saglar ve bdylece ER streste
CHOP miktar artar. ER-stres bagli apoptozun artmasina nede olan mekanszmalari
bilimemekle birlikte pro-survalvial protein Bcl-2'nun supres ettigi distnilmektedir. CHOP
aktivitesine norodejenerasyon ve kanser gibi hastaliklarda sikga rastlanmaktadir (MESO

Scale Discovery, USA, CHOP assay kit protocol).

Deneylerimizde ER stresi gostermek icin CHOP aktivitesi WT ve QQ CPE transfekte ediimis
hucrelerde anti-CHOP kullanilarak Western blot yontemiyle belirlenmistir.

3.4. CPE’nin norodejenerasyondaki rolliniin incelenmesi.

N2A hicrelerinde WT yada QQ CPE transfeksiyonundan sonra olusabilecek hticre élimleri
ile nérodejenerasyon baglantisi kurulmasi planlanmistir. ki yontemle apoptoz belirlenmeye
calisiimigtrr.

3.4.1. ELISA, apoptoz: WT ve QQ CPEnin apoptoza ugradigini belirlemek igin hicre-61imu

ELISA kitlerini (Roche, Tenay A.S., Ankara) kullandik. WT ve QQ CPE ve proteazom,

lizozomlarin inhibe edildigi hicre hatlarinin hdcre igerikleri kullanilarak kit araciigiyla
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apoptotik hlcreler kantitatif olarak belirlendi. Bos vektdr transfekt edilmis hlcreler bu kitlerde

negatif kontrol olarak kullanildi.

N2A hdcreleri tripsin ile toplandiktan sonra liziz tampon ¢oézeltisi ile sispansiye edildi. Oda

siakligida bu karigimi 30 dakika inkibasyondan sonra 200g de 10 dakika santriflj ederek
supernatant ayrildi. Kuyucuklari 5% BSA ile 1 saat bloklandi.Supernatantlar 20 L er bir

kuyucuklara eklendi ve 80 L immunoreagent de eklenerek oda sicaklijinda 2 saat inkibe
edildi. inkiibasyondan sonra kuyucuklar tampon c¢ézeltisi ile 3 kez yikandi. Analiz i¢in 100 L
ABTS solusyonu eklendi ve fotometrik analiz igin gerekli renk olugsana kadar bekledikten
sonra ABTS stop sollsyonu ile reaksiyonlar durduruldu. ELISA okuyucusunda 405 nm de

orneklerin absorbansi bulundu.

Kitin yonergelerine gore, apoptotoik hiicrelerin hesaplamasinda arka plan degerlerini 6lgim
degerlerimizden cikarttiktan sonra (inkibasyon tampon c¢ozeltisi) sitoplazmanya salinan

mono ve oligonukleozomlar igin (guglendirme faktorl) hesaplamasi gergeklestirildi.
Guglendirme faktorta = érneklerin mU’'su (6len/6lmus hdcreler) / negatif kontrol’dn mU’su
mU=absorbance[107]

3.4.2. Akridin Turuncu Deneyleri

Apoptotik hlcrelerin goruntilenmesinde akridin turuncu (AT) deneyleri de uygulanmigtir.
Proje onerisinde yer almayan bu deneyler apoptotik hlcrelerin gorintlilenmesi amacini
tasimaktadir. AT hicre permibilitesi olan ve nukleik asitlere baglanan bir boyadir. Cift zincirli
DNA'ya baglandiginda yesil floresans isi§1 yayar ve tek zincirli DNA'ya baglandiginda

kirmizi floresans 1191 yayar.

N2A hdcreleri hucre kdltirinde lameller Uzerinde buaydatiimustar. WT ve QQ-CPE
tranfeksiyonu yapilan bu hucrelere AT verilip 1 saat inkubasyonu saglanmistir. PBS ile
yilkamalardan sonra lameller lamlar Uzerine yapistirimigtir. Gorintileme iglemi konfokal

mikroskopta gergeklestiriimistir. AT boyamasi lizozomal lokasyonuda isaret edebilir (59).
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4. BULGULAR

Onceki rapor dénemlerindeki bulgularimizi s6yle siralayabiliriz.

1- WT ve QQ CPE'nin ndron hucre hatlarinda biyosentezi, aktiflestiriimesi ve hicre

disina salinmasi..

2- Immunofloresans mikroskopla QQ-CPE nin hlicre lokasyonunun belirlenmesi.

3- CPE enzim aktivitesi sonuglari.

4- QQ-CPE’nin hicre igi yikimi ile ilgili deneyler baglatiimistir.

5- QQ-CPE’nin hlcre igi agregatlarinin olusumu test edilmigtir.

Son Dénem igindeki Bulgularimiz:

is-Zaman Cizelgesi : Projenin son 6 aylik kapsaminda yapilan iglerin zamanlamasi

asagidaki tabloda verilmistir:
is No 1: Hiicre ici WT ve QQ CPE yikim deneyleri

v Lizozomal yikim
v" Proteosomal yikim

is No 2: ER stres deneyleri, CHOP analizi
is No 3: Apoptoz deneyleri

v" ELISA, hiicre-6lumu kiti
v" Akridin turuncu analizi

§No | 1-2 Ay 3-4. Ay 56. Ay
1 T z
5 ) -
3 *
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4.1 QQ CPE'nin hucre i¢i yikim mekanizmalari

Son dénem verilerimizde QQ CPE’nin hicre i¢i yikimiyla ilgili galigsmalarimizi sonlardirdik.
Bulgularimiza gére QQ CPE hdcre i¢i yikima ugramaktadir. Bu yikim dncelikle lizozomlarda
gerceklesmektedir (Sekil 3). WT ve QQ CPE transfekt edilen hlicrelerde proteazomlar inhibe
edildiginde hem WT hemde QQ CPE hicre i¢i yikima ugramaktadir (Sekil 4). Deneyler n=3
defa tekrarlanmistir. Ayrica, deneylerde lizozomal inhibasyonu artirmak igin pepstatin A
(pepA) proteazi da eklenmigtir. pepA, kathepsin D, E inhibatoérudidr. pepA eklenmis
hucrelerde de S$ekil 3'teki sonuglara benzer veriler elde edilmistir (Sekil 4). CPE nin
proteazomal yikimi da incelenmigtir (Sekil 5). MG132 ile proteazomlari inhibe edilen
hucrelerde hem WT hemde QQ CPE miktarlarinda kontrol hicrelere gére blyuk bir artis
gorulmektedir (Sekil 5). Kontrol amaciyla hem proteazomlari hemde lizozomlari inhibe
edilmis htcrelerde WT ve QQ CPE ifadeleri kargilastirimistir (Sekil 6). Sekil 6°da gortldugu
gibi hdcre i¢i yikik yolaklarinin inhibe edilmesi daha ¢ok QQ-CPE’yi etkilemektedir. Tum

deneyler n=3 seklinde tekrarlanmigtir.

E64d Control

QQ WT BV QQ WT EV

Sekil 3: Lizozomal inhibasyon. EV: bos vektor, WT: yabanil, QQ-CPE transfekte edilmis N2A
hicreleri 20uM E64d kullanilarak lizozomlari inhibe edilmistir. Lizozomlar inhibe edildiginde
ifadeleri artirimis QQ-CPE hicrede agregatlar olusturmaktadir. WT CPE’de 6nemli bir
degisiklik gorilmemektedir. B-actin degerleri internal kontrol olarak ayni hicrelerden ve ayni

immoblottan elde edilmistir.
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PepA Control

QQ WT EV QQ WT EV

PP _ =P

- - — _ B-Actin

Sekil 4: pepA kullanilarak yapilan lizozomal yikkim. EV: bos vektér, WT: yabanil, QQ-CPE
transfekte edilmis N2A hcreleri 2 uM pepA kullanilarak lizozomlari kismen inhibe edilmistir.
QQ-CPE ifadelerinin artmasi1 QQ CPEnin lizzomlarda yikildigini gosterir. WT CPE de énemli
bir degisiklik gorulmemektedir. B-actin degerleri internal kontrol olarak ayni hucrelerden ve
ayniimmoblottan elde edilmigtir.

MG132 Control

QQ WT EV QQ WT EV

CPE oy

B-Actin | s w o w W

Sekil 5: Proteazomal yikim. MG132 ajaniyla N2A hicrelerinin proteazomlari inhibe edilmigstir.
Kontrol hiicrelere gore proteazomlari inhibe edilen hicrelerde hem WT hemde QQ CPE
miktarinda artma goérilmustir. EV: bos vektor. B-actin dederleri internal kontrol olarak ayni

hicrelerden ve ayniimmoblottan elde edilmigtir.
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E64d+PepA+MG132 Control

QQ WT EV QQ WT EV

cre |

B-Actin [w== s = --d

Sekil 6: WT ve QQ CPE proteazomal ve lizozomal yikim. MG132, pepA ve E64d kullanilarak
hucre ici yikim yolaklari inhibe edilmigtir. QQ CPE miktarlart WT CPE "ye gore daha artmis ve
bdylece ylkima ugramistir. EV: bos vektor. B-actin degerleri internal kontrol olarak ayni

hicrelerden ve ayniimmoblottan elde edilmigtir.

4.2 QQ-CPE’in ER stressinin incelenmesi

QQ CPE’'nin ER strese neden olup olmadigi CHOP analizinin Western blot yontemiyle
incelenmesi gergeklestiriimisti. CHOP analizinin detaylari raporun 3.3.2 bdluminde
aciklanmigtir. CHOP analiz sonucu Sekil 7'de gosterilmigtir. CHOP seviyelerinin QQ CPE
transfeksiyonu yapimis hicrelerde artmasi bu hicrelerde ER stres arttigini gosterir.

Deneyler n=3 defa tekrarlanmigtir.

Ev WT 0

. W <«— CPE (52 kDa)
D <« Actin (43 kDa)

Sekil 7: CHOP in Western blot ydontemiyle EV, bos vektdr, WT ve QQ CPE transfekt
edilmis N2A’'de analizi. CHOP seviyeleri QQ CPE ile transfekt edilmis hicrelerde dnemli

derecede artmistir. Bu durum ER strese bagl hiicre 6lim yolaklarinin arttigini gésterir.
n=3.
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4.3 QQ CPE'nin apoptoza yol agmasinin incelenmesi
4.3.1 Hiicre olumiinii belirleyen ELISA deneyleri

Hipotezimize goére QQ-CPE noéronlarin 6lumune yol agmaktadir. Hucre ykiminin
mekanizmalarinin belirlenmesinden sonra hicrelerde apoptoz olusumu ELISA apoptoz kiti
(Sekil 8) ve akridin orange (Sekil 9) deneyleriyle gosterilmistir. Deney tekrari n=3"dur. Bu
deneylerin inhibasyona ugraayn htcrelerle yapimasi 6n gorilmis ancak raporun teslim
tarihine yetismemistir. Bu deneylerin tekrari ve inhibasyona ugramis hudcrelerin sonuglari
yazim agsamasind aolan yayin igin kullanilacaktir.

Glclendirme faktord :

Enrichment Factor (mU)
Ornekler 1 2 3
Pozitif kontrol 952 912 948
QQ CPE 932 914 755
WT CPE 843 739 903
1000
900 k
800 N
700
S
E 600
E 500 9= Positive control
=]
w 300 WTCPE
200
100
0 T T T 1
0 1 2 3 4
sample

Sekil 8: WT, QQ CPE transfekte edilmis N2A hlcrelerinin apoptotik durumlari. Pozitif control

600 mU dan fazla deger verdiginde apoptoz gerceklesmektedir. Hem QQ hemde WT CPE
de apoptoz goérilmekle birlikte QQ CPE deki apoptoz oranlari WT e gore daha fazladr.
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4.3.2 Akridin Turuncu deneyleri.

Akridin Turuncu (AT) ile boyanmig ve konfokal mikroskobide goruntilemesi gerceklestirilen
EV, bos vektdor, WT ve QQ CPE ile transfekte ediimis ve MG132 ile inhibe edilmis N2A
hicreleri Sekil 9°'da gdsterilmistir. AT nin tek zincirli DNA'ya baglanmasi kirmizi ¢ift zincirli
DNA'ya baglanmasi yesil renk olarak yayilr. Oli hiicreler konfokal mikroskopinin ayni
katmanlari birlestirmesi sonucu ortaya ¢ikan panelin sag alt tarfinda goralen turuncu renkli
hucrelerdir.

a- EV-DMSO

b- EV proteazom inhibasyonu +DMSO
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c- WT DMSO

d- WT proteazom inhibasyonu +DMSO
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f- QQ -CPE proteazom inhibasyonu+DMSO

Sekil 9: Akridin Turuncu hucrelerinin konfokal mikroskobisiyle goruntilenmesi. Hucreler; a-
EV DMSO, b-EV+MG132, c-WT DMSO, d- WT+MG132, e-QQ DMSO, f-QQ+MG132 ile
transfekte edilmis ve kontrol hiicrelerine DMSO ilave edilmistir. Proteinlerin hicre igi yikimi
icin MG132 kullaniimistir. MG132 ile inhibe edilmis ve QQ CPE tranfekte edilmis hicrelerde
akridin boyamasi (sar1) EV ve WT transfekte edilen hicrelerden fazladir.
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EV-kontrol 35 7 20

EV_MG132 32 9 28
WT-

kontrol 30 5 16,7
WT-

MG132 28 4 14,3
Qa-

kontrol 30 12 40
QaQ-

MG132 32 15 47

Tablo 1: Akridin Turuncu boyamasi yapilan N2A hiicrelerinin kantitatif degerleri. I- 1 cm? de
sayllan hdcre sayisi. |- akridin tutncuyla boyanan hicre sayisi, Ill- akridin turuncu hucrelerin
1cm? deki yiizde miktar!.
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5. TARTISMA/SONUG

CPE bir eksopeptidaz olarak bulunmustur. Son yillardaki c¢alismalar CPE’nin enzimatik
rolinden farkli bir ¢ok rollerini ortaya ¢ikarmistir (61). CPE KO farelerde sismalik, infertilite,
zayif kemik kutlesi ve norolojik hasarlar (1) tespit edilmistir. CPE néronlarin korunmasinda
(62) ve noronlarin yapilanmasinda (61) énemli roller alimaktadir. KO fare modelinde goérilen
noérolojik aksakliklardan (1) yola ¢ikarak olusturulan hipotezimize gére (63, 64) CPE noéronlari
norodejenerasyondan korumaktadir. Ancak, CPE’nin bu noéroprotektif rolinin htcresel
mekanizmalari heniliz aydinlatimamistir. insanlarda gorilen nérodejeneratif hastaliklarda
taranan mutasyonlarda Alzheimer hastasinin beyin dokusundan bir EST (The Helix
Research Institute, Japan) datasi bulunmustur. Ug adenin insersiyonuyla olusan (QQ CPE)
mutasyon 9 yeni amino asitin CPE 'nin N-terminusuna eklenmesine neden olmaktadir.

Onerilen projede bu mutasyonun hiicresel mekanizmalari galisilarak normal CPE nin de
noroproteksiyondaki rolinun hucresel mekanizmalari aydinlatimaya c¢aligiimistir. Projeden
elde edilen verilere gore QQ CPE'nin enzimatik 6zelligi yoktur. CPE'nin hicre digina
sekresyonu regule edilen yolaklar tarafindan olmaktadir. Bunun tersine QQ CPEnin hicre
disina sekresyonu gerceklesememektedir. liging olarak QQ CPE, WT CPE ile birlikte ko-
transfeksiyon yapidiginda QQ CPE normal CPE’'ninde hicre digina salinmasini
engellemektedir. Bu durumda QQ CPE insanda bir allede goérulse bile WT CPE nin hicre igi
mekanizmasini engelleyerek normal CPE nin gerceklestirdigi néroproteksiyon fonksiyonlarini
hasara ugratacaktir.

Norodejenerasyonun kabul gdren hlcresel mekanizmalarindan biri ER stres, proteinlerin
degredasyonu ve apoptozdur. Projede QQ CPE 'nin bu mekanizmalari arastiridi. Verilerimize
gore, QQ CPE lizozomlarda yikiimaktadir. Ancak, bu proteinlerin fazla ifadelerinde hlcre bu
fazla sentezlenen proteinleri proteazomlara gondererek burada yikima ugratmaktadir.
Deneylerimizde kullandigimiz hem lizzom hemde proteazom inhibe edilen hicrelerde QQ

CPE’nin daha ¢ok hasara ugradigini da gérmekteyiz.

ER stres ve apoptoz sonuglarimiza gére, QQ CPE ER strese yol agmaktadir. Ayrica, QQ

CPE transfekt edilen hiicrelerde apoptoza ugrayan hucre sayilarinda artis goérilmektedir.

Sonug olarak, enzimatik 6zelligi olmayan, hicre digina sekresyonu hasara ugrayan, normal
CPE'nin hdcre i¢i akibetini degistiren QQ-CPE ER stres, lizozomal hdcre igi ykim ve

apoptozla ndronlarin dlumune neden olarak nérodejenerasyona neden olmaktadr.

v" Projede Dig Danisman olarak yer alan Dr. Peng Y. LOH, National Institute of Child
and Human Develoment (NICHD), National Institutes of Health (NIH), Bethesda, MD,
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USA projede hak sahipligine sahiptir. Proteinlerin cDNA konstruklarinin hediyesi LOH
lab tarafindan gergeklestirilmistir.

v Projemiz yayina hazir haldedir.
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