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ÖNSÖZ 

 

Karboksipeptidaz E (CPE) bir eksopeptidazdır. Yapılan araştırmalar bu enzimin aynı 

zamanda intrasellüler bir reseptör olduğunu da göstermiştir. CPE´nin nakavt fare 

çalışmalarında farelerin şişmanlık, tip2 diyabet gib hasarlarının yanısıra nörolojik 

problemleri taşımasıyla EST (expressed sequence tags) veritabanından insanda 

bulunan CPE kaynaklı mutasyon taramalrı yapılmış ve molekülün pro kısmında üç 

adenin insersiyonuyla oluşan mutasyon bir Alzheimer hastasında bulunmuştur. Yeni 9 

amino asitin proteinin sinyal sekanslarını oluşturan kısmına eklendiği ve iki adet 

glutamin (Q) amino asit tekrarından dolayı proje grubu tarafından bu mutasyon “QQ-

CPE” olarak adlandırılmıştır. ETS veritabanından bulunan bu mutasyonun hatalı 

tarama değilde gerçek olduğunu böbrek tümörü olan bir farklı hastada bulunması 

(mutasyonun somatik kökenli olup olmadığı dikkate alınmadan) mutasyonun gerçek 

olduğunu kanıtlaması açısından önemlidir. Tamamlanan proje, QQ-CPE mutasyonun 

hücresel mekanizmalarının ve dolayısıyla yabanıl (WT) CPE´nin aydınlatılmasını 

içermektedir. 

Sonuçlarımıza göre, hem WT hemde QQ-CPE nöroblastoma hücrelerinde ifade 

edilmiştir. WT-CPE hücrede normal bir şekilde hücre dışına sekresyonla atılabilir ve 

hücre içi trafiği normaldir. QQ-CPE hücre içi degregasyona uğrar ve hücre dışına 

sekresyonu olmaz. QQ-CPE hücrede lizozomlarda degredasyona uğrar. Bu durum 

WT-CPE´nin hücre içindeki akışını ve sekresyonunu bozduğu için hücrede WT-

CPE´nin gerçekleştirdiği görevleri; hormonların aktifleştirilmesi, prohormonların trafiği 

gibi aksattığı için nöronların devamlılığını zaman içinde aksatıp nörodejenerasyona 

yol açabilir. Ayrıca, QQ-CPE´nin ER strese yol açtığı ve enzimatik özelliğinin olmadığı 

da sonuçlandırılmıştır.  
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ÖZET 

Karboksipeptidaz E (CPE)´nin endokrin ve nöroendokrin hücrelerinde hem bir ekzopeptidaz 

hemde hücre içi reseptör olarak değişik roller aldığını ispatlamıştır. Yeni yayınlarda CPE´nin 

bu görevlerinin yanında farelerde nöronların korunmasını ve hipokampal nöronların 

devamlılığını sağlayan yeni fonksiyonlarının olduğu da gösterilmiştir. CPE´nin nöronların 

korunması üzerindeki fonksiyonunun mekanizması henüz bilinmemektedir. Önerilen projede, 

CPE´nin nörodejenerasyondaki rolünün hücresel mekanizmalarını aydınlatmayı 

amaçlamaktadır.  

 

İnsanlarda rastlanan nörodejenerasyon hastalıklarındaki CPE mutasyon taramaları EST veri-

bankası kullanılmıştır. Üç adenozinin (A) CPE genine eklenmesiyle oluşan, ikisi glutamin (Q)  

9 yeni amino asitin proteine eklenmesiyle oluşan mutant CPE, QQ-CPE olarak 

adlandırılmıştır. Hipotezimize göre, CPE nöronları ER stresine karşı koruyarak apoptozu ve 

böylece nörodejenerasyonu engellemektedir. CPE´nin palmitat asite maruz kalmış insan 

pankreas adacıklarındaki beta hücrelerini ER stresine karşı korumayı gerçeklestirdiği 

bilinmektedir.  

 

Araştırma sonuçlarımıza göre hem WT hemde QQ CPE cDNA´ları, nöron hücre hatlarında 

ifade edilmiş ve bu proteinlerin biyosentezi incelenmiştir. QQ-CPE´nin hücre mekanizmaları 

incelenerek, hücre içi lokasyonu, trafiği, hücre içi dağıtımı, yıkımı, ER stres bağlantısı ve 

enzim aktivitesi test edilerek bu durumun hücre degredasyonuna ve apoptoza neden olup 

olmadığı belirlenmiştir. Sonuçlarımız, nörodejeneratif hastalıklarda görülen, nöronların 

ölmesinin CPE tarafından nasıl engellendiğini belirlenmesine katkı sağlayarak literatüre yeni 

ve önemli bir bilgi eklemiştir. CPE´nin fonksiyonlarının bilinmesi endokrin ve sinir sistemi 

bağlantılı bir çok hastalık için önemlidir. Çalışma sonuçlarımız henüz tam anlaşılmayan 

nörodejeneratif hastalıkların hücresel mekanizmalarının anlaşılmasına yönelik çalışmalara 

ışık tutacaktır.  

 

Anahtar Kelimeler:  

Karboksipeptidaz E, Endoplazmik Reticulum (ER) Stress, Nörodejenerasyon, Apoptoz    
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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.  

 

Key Words: 

Carboxypeptidase E, Endoplasmic Reticulum (ER) Stress, Neurodegeneration, Apoptosis. 

 

  



vi 
 

SONUÇ RAPORU ANA METNİ 

 

1. GİRİŞ   

Projemizde, gerçekleştirilmesi hedeflenen 4 amaç belirlenmişti; proje sonunda bu amaçlara 

ulaşılmıştır.  Öncelikle, WT ve QQ CPE´nin hücre biyosentezinin, aktifleştirilmesinin ve hücre 

dışına salınmasının hücre hatlarında incelendi.. Sonuçlarımıza göre mutant CPE´nin molekül 

yapısı değiştiği halde biyosentezinde herhangi bir aksaklık görülmemektedir. Ancak, QQ 

CPE´nin salınımlarının hasara uğramış ve ayrıca, WT CPE salınımlarınıda engellemiştir. Bu 

durum nöronlarda hormonların biyolojik aktifleştirilmelerini aksatacaktır. Daha sonra, QQ 

CPE´nin enzimatik aktivitesinin in-vitro olarak belirlenmesi gerçekleştirilmiş ve sonuçta 

mutant CPE´nin hormonların aktifleşmesini sağlayan peptidaz fonksiyonlarının olmadığını 

tespit edilmiştir.  

Nörodejeneresyonun hücresel mekanizmalarında genel kabul gören mekanizmalarıdan biri 

ER stress, degredasyon ve apoptozdur. QQ-CPE´nin ER stresinde incelenmesinde, mutant 

proteinin proteazomlarda yıkıldığını ön görmüştük. Ancak, deney sonuçlarımızda QQ-

CPE´nin hücre içi yıkımının lizozomlarda gerçekleştiğini gösterildi. WT ve QQ CPE 

proteinlerinin hücrede fazla ifade edildiğinde hücrenin bu duruma uyumu için fazla ifade 

edilen proteinlerin protezomlara gönderildiği belirlenmiştir. Uzun süreli ER stres artan 

apoptoza ve buda nörodejeneratif hastalıklarla bağlantılı olabilir. Mutant CPE taşıyan 

hücrelerde apoptozun artmasını sadece hücre mekanizmalarının değişmesini göstererek 

belirledik.  

Projede, yürütücünün dışında iki bursiyer ve ayrıca hak sahipliği olan bir yurt dışı danışman 

yer almıştır.   



 
 

2. LİTERATÜR ÖZETİ   

Nörotrofinlerin ve nöropeptit/nörohormonların sinir sisteminde; nörotransmiter (8, 9), 

nöromodülatör (10, 11) ve trofik faktörler (12) olarak birçok davranışı düzenlemede nöral 

rejenerasyonda (13), büyüme ve farklılaşmada (14) önemli görevleri vardır. Sentezlendiğinde 

biyo-aktif olmayan bu pro-proteinler bir grup enzim tarafindan biyo-aktif peptitlere 

dönüştürülürler. Bu enzimler pro-proteinleri çift bazik aminoasit bölgelerinin karboksil 

kısımlarından veya bunların arasından kesen prohormon konvörtazlar (PC) ile açıkta kalan 

son iki bazik aminoasiti keserek proteini biyo-aktif hale dönüştüren karboksipeptidaz E (CPE) 

dir (15). İnsan CPE molekülü 476 aminoasitten oluşan bir pre-proproteindir. İlk 25 aminoasit 

(1-25) molekülün  sinyal peptitini oluşturur. Aminoasitler, 26-476 proprotein (biyo-aktif 

olmayan), 43-476 ise biyo-aktif proteinin kodlarıdır (GenBank accession number 

NP_001864).  CPE´nin iki ayrı formu bulunur. Bunlardan biri, TGN (trans-golgi ağı) zarında 

bulunan ve lipid raftla ilişkili (46), 55 kDa moleküler ağırlığında, hücre içi reseptör fonksiyonu 

olan (23, 24) örneğin, proopiomelanocrotin (POMC) ve proBDNF (beyin nörofik faktör) için ve 

TGN zarındaki raft ilişkisiyle regüle edilen salgı yolaklarına (RSP) gönderilerek salgı 

keseciklerindeki hormon paketlenmesi sırasında olan görev alan (45) diğeri ise, enzimatik 

özellikteki çözünebilir formdur (22). Zar formunun bir kısmı C-terminalindeki ~21 amino asitin 

salgı keseciklerinde ayrılmasıyla çözünebilir formuna dönüştürüllür ve böylece enzim salgı 

keseciklerinin içinde yer alır (47).  

CPE molekülünün peptiderjik nöronlarda ve endokrin hücrelerinde RSP keseciklerine 

bulunması şu sebeplerden dolayı önemlidir. 1) salgı keseciklerinde asidik pH’la hormonları 

aktifleştiren enzimlerin oto-aktivasyonu, 2) pro-nöropeptit/peptit hormon biyolojik olarak aktif 

hale dönüştürülebilmesi, 3) biyolojik olarak aktif peptitlerin kontrollü bir şekilde salgılanması. 

Hücre içinde nöropeptitlerin, nörotrofik faktörlerin ve peptit hormonların RSP’ye gitmesinde 

ve burada aktifleştirilmesinde herhangi bir aksaklık, aktif olmayan pro-proteinlerin kontrolsüz 

salgılanmasına neden olur ve buda bu peptitlere bağlı fonksiyonlarda aksaklıklara neden 

olarak insanda hastalık oluşmasına neden olabilir. Örneğin, literatürde insanda pro-insülinin 

aktifleştirilmesideki eksiklikten dolayı ailesel hiperproinsülinemi (16), kokain ve amfetaminle 

regüle edilen transkriptin (CART) aktifleştirlme problemlerinden dolayı obezite (17) ve pro-

BDNF’teki problemlerden dolayı bellek bozukluklari (18) bildirilmiştir. Bu örneklerdeki 

aksaklıklar tek gen mutasyonları sonucu ortaya çıkmış ve mutasyondan dolayı yapısı 

değişen pro-proteinler CPE tarafından TGN´den kontrollü salgı yolaklarına taşınamamıştır. 

Trofik faktör olan Pro-BDNF´in CPE´ye bağlanamayıp kontrolsüz salgılanan yolaklara 

gitmesi, proBDNF’in p75 reseptörüne bağlanmasıyla apoptoza, bu durumda uzun süreli 

depresyona (19) ve nöronal yaşamda karışıklığa neden olduğu da gösterilmiştir (20).  
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Son yıllardaki birçok çalışma CPE´nin sinir sisteminde ve endokrin sistemde ifade edildiğini 

ve bir peptidaz olmasının yanı sıra bir çok enzimatik olmayan rollerininde olduğunu 

göstermiştir (21). Transmembran CPE formunun sitoplazmik kuyruğunun, adrenokortikotropik 

hormon (ACTH) ve BDNF keseciklerinin, post-Golgi dağıtım sistemiyle salınım bölgelerine 

gönderilmesi için mikrotübüle dayalı taşıma sistemine bağlanmasında rol aldığı gösterilmiştir 

(25, 26). Bu nedenle, CPE’nin endokrin sisteminin ve sinir sisteminin işleyişinde önemli bir 

etkisi olduğu ileri sürmekteyiz. Ayrıca, CPE geni nakavt edilmiş (CPE KO) farelerde diyabet, 

kısırlık ve obezite gibi endokrinolojik bozuklukların (27) yanı sıra, düşük kas tonusu (27) ve 

retinogramlarında glutamat iletimine bağlı β-dalgasının düşmesi (28) gibi nörolojik 

bozuklukların yanısıra kemik yoğunluğunda azalma (67) görülmüştür. CPE KO farelerde, 

CPE’nin olmayışı aktiviteye bağlı BDNF salgılanmasının azalmasına neden olmuştur (24). 

CPE’si olmayan mutant bir C. elegans’ta nöromusküler yoldaki asetilkolin (Ach) 

nörotransmisyonunda bozukluk gözlemlenmiştir (29). Ayrıca, CPE-KO farelerde CPE’nin 

olmayışı, bu hayvanların hafızasında, sinaptik fizyolojisinde ve hipokampüsün hücresel 

yapısında çok önemli değişikliklere neden olmuştur (1). Yetişkin CPE-KO hayvanlarla yapılan 

davranışsal testlerde; örneğin, Morris su tankında, obje tercihinde ve yiyecek seçimi 

testlerinde bellek kazanımında bozukluklar olduğunu gösterilmiştir (27). CPE KO farelerde 

uyarılmış uzun süreli öğrenme potansiyeli yoktur. Bunlara ek olarak, Woronowich ve 

arkadaşlarının (2008) gösterdiği gibi 4 haftalık veya daha yaşlı, fakat 3 haftalık olmayan, 

CPE KO farelerin, normalde yüksek seviyelerde CPE ifade eden hipokampal CA3 

bölgesindeki piramidal nöronlarında önemli ölçüde dejenerasyon görülmüştür. 

İmmünohistokimya sonuçlarına göre, CPE KO farelerin CA3 alanında nöronal işeretleyici, 

NeuN, azalırken, gliosisin işareti olan glial işaretleyicinin, GFAP, arttığı belirlenmiştir. 

Kalbindin boyaması, bu farelerde, mosi fiberlerin CA1 bölgesine ulaşmadan önce erken 

bitişini göstermiş ve bu nedenle, CPE’nin yokluğu, CA3 nöronlarının dejenerasyonuna, 

hipokampüsün hücre yapısında karışıklığa ve bellek bozukluklarına neden olmuştur. Benzer 

sonuçlar, CPE proteinindeki tek bir mutasyona (Ser202Pro) sahip olan farelerdede 

görülmüştür (31). Ser202Pro mutasyonu, CPE’nin enzim aktivitesini düşürmüştür (30-32). 

Ex-vivo çalışmalar, CPE’nin fazla ifade edilmesinin, kültür ortamındaki hipokampal nöronları 

H2O2 oksidatif stres kaynaklı hücre ölümünden koruduğunu göstermiştir (1). Bu bulgular, 

yetişkin hipokampal CA3 nöronlarının normal kognitif fonksiyonları devam ettirmeleri için 

hayatta kalmasında CPE’nin önemini göstermektedir. Ayrıca, geçici global iskemiden sonra 

hipokampüsün CA3 bölgesinde, bu nöronların hayatta kalmalarıyla ilgili olarak, CPE 

ekspresyonunda daha fazla ve sürekli bir artış olduğu belirtilmiştir (33). CA1 bölgesindeki 

nöronlarda, CPE ekspresyonunda geçici bir artış gözlemlenmiş ve bu nöronların daha 
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savunmasız olduğu belirtilmiştir (33).  Ayrıca, son bir araştırmaya göre CPE´nin yeni ve ilginç 

bir rolü daha keşf edilmiştir (53). Bu çalışmada CPE´nin dopamine tranportunun (DAT) C-

terminaline bağlandığı ve böylece DAT bağlantılı dopamine geri emilimine neden olduğu 

gösterilmiştir. CPE, DAT´ın hiper fosfosrilasyonuna neden olarak, DAT´ın stabilitesine ve 

sonuç olarak DAT´ın hücre membranına lokasyonuna neden olmaktadır (53). Zhang ve 

arkadaşları (2009), CPE´nin dopamine bağlı hastalıklarda örneğin, ilaç bağımlılığı ve 

şişmanlıkta önemli olacağını belirtmişlerdir. Başka yeni bir araştırmaya göre Caruso ve ark 

(2010), hipotalamustaki alfa melanokortin hormonunun (alfa-MSH) inflamasyondan 

kaynaklanan nörodejenerasyonu engelleyebildiğini göstermişlerdir. Alfa MSH bir prepro-

protein olan POMC üründür (15). PC ve CPE enzimleri kullanılarak POMC alfa MSH´e 

dönüştürülür, ayrıca; CPE POMC için hücre içi reseptördür (23). CPE enzim aktivitelerinin 

aksaması da CPE´nin diğer nöronların korunmasını sağlayan nöropeptit/hormonların (55) 

fonksiyonlarını gerçekleştirememelerine neden olabilir.  

CPE’nin yetişkin farelerde nöronların korunması, hipokampal nöronların hayatta kalması, 

öğrenme ve bellek kazanımında önemli görevleri olduğunu göstermiştir. Fakat, CPE’nin bu 

işlemleri nasıl kontrol ettiği bilinmemektedir. Tüm bu bulgular CPE’nin insanda nöronların 

korunmasında önemli bir rolü olup olmadığını belirlemek için araştırmalarımızı genişletmemiz 

gerektiğini göstermektedir. Bu nedenle, proje ekibi tarafından CPE´de görülmüş ve 

nörodejenerasyonla alakalı insan CPE genindeki genetik mutasyonlar için tarama yapılmış 

ve ETS veri-tabanınından insan CPE´si nükleotit dizisini (giriş numaraları NM_001873.2 ve 

NM_013494.3) kullanılarak bir mutasyon bulunmuştur. Ayrıca, yinelenmeyen (non-

redundant) nükleotit dizini veritabanıyla GenBAnkası EST veritabanını (dbEST) karşılaştırdık.  

Alzheimer hastalığından ölen bir hastanın beyin korteks doku tipinde bulunan EST dizisi 

(Genbank giriş numarası DA134138) BLAST yöntemiyle manuel taranarak bulunmuştur CPE 

mutasyonu NCBI veritabanının Build 36.3’ünün NT_016354 kontig bölgesinde, Homo 

sapiens 4. kromozom genomik  90848734, 90848754 ve 90848762 bölgelerinde 3 adenozin 

(A) eklenmesiyle oluşmuştur. Bu üç A´nın CG bazları arasına eklenmesi ile oluşan mutasyon, 

CPE´nin pro bölgesinde ikisi glutamin (Q) amino asiti olan 9 yeni amino asitin CPE´ye 

eklenmesine neden olur (Şekil 1). Bu nedenle yeni mutant CPE formu, QQ CPE olarak 

adlandırılmıştır. Şekil 1´de QQ CPE´nin biyoinformatik analizi gösterilmektedir (analiz çizimi, 

projemizde yurt dışı danışman olan Dr. P. Loh araştırma grubu tarafından çizilmiştir). QQ 

CPE sadece tek bir hastada değil böbrek tümöründen ölen başka bir hastada da tespit 

edilmiştir (52). Yeni aminoasit eklenmesi sonucu oluşan bu tip bir mutasyonun en az iki ayrı 

vakkada görülmesi mutasyonun doğruluğunu kanıtlamaktadır. Ayrıca, genom araştırmaları 

ileri düzeyde dizileme teknikleriyle yapılmıştır (52).  
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Şekil 1: QQ CPE biyoinformatik analizi: 

 

 

CPE mutasyonları insanlarda görülen hastalıklarla ilişkilidir. Diyabetli (34, 35) ve 

kardiyovasküler problemleri olan hastalarda (36-38) CPE mutasyonları bulunmuştur. Bu 

mutasyonlarda CPE enzim aktivitesinin olmadığı tespit edilmiştir (35) ancak diğer 

mutasyonlarda CPE fonksiyonlarının nasıl değiştiği gösterilmemiştir. Jeffrey ve ark 

(2008)´nın yaptığı çalışmaya göre, CPE palmitat asite maruz kalmış pankreatik beta 

hücrelerinde ER stresin ve apoptozun engellenmesini sağlamıştır (50). Bu çalışma 

hiperlipidemiadan dolayı ortaya çıkan beta hücrelerinin ölmesiyle oluşan diyabette CPE´nin 

önemli bir rolü olduğunu ileri sürmektedir.  

Diğer mutasyonlarda ilgi çekici olması ve çalışılması gerektiği halde proje ekibi CPE´nin 

nörodejenerasyondaki rolünü belirlemek üzere bu projeyi başlatmıştır. CPE’nin yokluğu, 

yetişkin fare nöronlarında nörodejenerasyona neden olduğundan (1), ve CPE geninin fazla 

ifade edilmesi nöronları (1) ve palmitat asite maruz kalmış pankreatik beta hücrelerini 

apoptoza karşı koruduğundan (50) bu projede CPE genine adenozin ekleriyle ortaya çıkan 

ve potansiyel hatalı olan QQ CPE mutantın (Şekil 1) yaşlanmayla ortaya çıkan 

nörodejenerasyon bozukluklarına neden olabilir. QQ-CPE mutasyonunun hücresel 
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mekanizmalarını CPE´nin yeni ve farklı bir rolü olan nöroproteksiyonu daha iyi anlamımızı 

sağlayacaktır.  
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3- GEREÇ VE YÖNTEM 

Hücre hatları:  

N2A: Fare nöroblastoma hücreleri. CPE sentezlemeyen bu hücreler hormon salgı yolakları 

olduğu için nörohormonlar ve onları aktifleştiren enzimlerin incelenmesi için uygun (45) ve sık 

kullanılan bir modeldir 

COS7: Maymun böbrek hücreleri. CPE veya CPE benzeri moleküllerin aktivitelerini 

içermezler. Bu hücrelerin regüle edilen salgı yolakları (RSP) yoktur; bu nedenle, CPE gibi 

normalde RSP’ye gönderilen proteinler sürekli olarak kontrolsüz salınımla hücre kültürü 

büyüme ortamına salgılanırlar. Enzim aktivitesi çalışmalarında negative kontrol grubu olarak 

seçilmiştir. 

Molekül modelleri: Normal ve mutant CPE´yi pcDNA3.1 plasmidi içine koyarak elde edilen 

cDNA konstraktı Loh lab., National Institutes of Health (NIH), USA tarafından oluşturulmuş ve 

proje yürütücüsüne hediye edilmiştir.  

YÖNTEM  

Western Blot analizi: Yanik ve ark. (17)´da ve uygulandığı gibi (ayrıntılar ilgili bölümdedir). 

Moleküllerin sentezi, aktifleştirilmesi ve hücre dışına salınmasıyla ilgili deneyler. Bozulan 

proteinlerin hücre içi yıkım mekanizmalarının incelenmesi. 

Immunofloresans mikroskop: Yanik ve ark. (17)´da, Cawley ve ark (32)´da uygulandığı gibi 

(ayrıntılar ilgili bölümdedir). CPE´nin hücre içi lokasyonlarını belirlenmesiyle ilgili deneyler.  

Yüksek basınçlı likid kromatorgrafisi (HPLC): Cawley ve ark (27)´de uygulandığı gibi 

(ayrıntılar ilgili bölümdedir). Enzim aktivasyonunu belirlenmesini sağlayan deneyler.  

ELİSA deneyleri: Apoptozun belirlenmesiyle ilgili deneyler.  

 

Projedeki amaçlarımıza uygun olarak belirlediğimiz yöntemin sıralaması aşağıdaki gibidir.  

 

1. Normal CPE´nin QQ-CPE´le biyosentez, aktifleştirilmesinin ve hücre dışına 

salınmasının karşılaştırılması (hücre içi trafiği ve dağıtımı).  

2. Normal ve QQ-CPE mutantın enzimatik fonksiyonlarının incelenmesi.   

3. QQ-CPE´nin hücre içi yıkımı ve endoplazmik retikulum (ER) stresindeki etkisinin 

belirlenmesi.  

4. CPE´nin nörodejenerasyondaki rolünün incelenmesi.  
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2.2. CPE ve QQ CPE´nin biyosentezi ve hücre dışına salınmasının incelenmesi. 

 

3.1.1.  Hücre kültürü:  CPE’nin biyosentezini  ve N2A hücrelerine transfeksiyonunu 

belirlemek  için Western blot methodu kullanıldı. N2A hücreleri kontrol olarak -galactosidase 

(LacZ) kodlayan (mock), normal CPE ve QQ CPE cDNA konstraklarıyla (5 ug) 

Lipofactemine-2000 (Invitrogen) transfeksiyon ajanıyla 24 saat inkübe edildi. Hücreler DMEM 

(+L-glutamin) ve 10% FBS içeren sıvı ortamlarda karbondioksit inkübatörlerinde büyütüldü. 

Tripsinle kültürdeki hücrelerin alınmasından sonra 3 dakika 2000 rpm´de santrifüj edilerek 

tripsin uzaklaştırıldı. Hücreler proteaz inhibitörü (1X mini proteaz inhibitör kokteyli; Roche 

Molecular Biochemicals) içeren hücre zarını parçalayan M-PER (Roche) solüsyonuyla 

parçalandı ve hücre içindeki çözünebilir proteinler hücrelerin 10,000 rpm’de 10 dk santrifüj 

edilmesiyle elde edildi. Santrifüjden sonra süpernatanttaki protein örneklerinin Bradford (Bio-

Rad) yöntemiyle miktarları belirlendikten sonra eşit ağırlıktaki protein miktarları Western blot 

methoduyla analiz edildi (17). Blotlar, anti-CPE (1:8,000, Santa-Cruz) antikorlarıyla inkübe 

edildikten sonra Western blot sinyallerinin görüntülenmesi için horseradish peroxidaz 

(1:10,000) ile bağlanmış keçi anti-tavşan IgG ikincil antikoru kullanılarak geliştirilmiş 

kemiluminesans (Pierce) kullanıldı.  

Proje önerisinde sunduğumuz şekil 2´deki veri değişik zamanlarda da tekrar edilerek benzer 

sonuçlar elde edilmiştir. Bu veriler 1. raporda da sunulmuştur.  Verilerimiz boş vektör 

transfekt edilen hücrelerde CPE sentezlemediğini de göstermekte ve WT ve QQ CPE 

ifadelerinde herhangi bir aksaklık görülmediğini göstermektedir.  

                                              

 

3.1.2. Sekresyon çalışmaları: Hücreler altı-kuyulu petri kutularında üç kere ayrı ayrı 

ekildikten sonra transfekt edildi. Bazal ve uyarılmış salgılamanın belirlenmesi ve ölçülmesi 

yapıldı. Bazal salgılama için 2 ardaşık 30 dakikalık periyotlarda 37oC’de 1 ml´lik bazal 

salgılama sıvısı hücrelerle bekletilerek her 30 dakikanın sonunda 1 ml´lik hücre sıvısı 

toplanıp ependorf tüplere konulup buzda bekletildi. Bazal periyotlardan sonra uyarılmış 

salgılama için hücreler 1 ml´lik %0.01 BSA içeren 50mM KCl/DMEM’le uyarılacak üçüncü bir 
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30 dakikalık inkübasyonda tutuldu. Bazal ve uyarılmış büyüme ortamının eşit kantatif 

miktarları CPE immünoreaktivitesi anti-CPE kullanılarak Western Blot methodu kullanılarak 

analiz edildi (17, 32). Western blotta görülen immünoreaktif normal veya QQ mutant CPE 

bantları bu proteinlerin hangi hücre içi salınım yolaklarında olduğunu göstermiştir.  

 

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

 

Hücreler 24 saatlik transfeksiyondan sonra BSA eklenmiş midyumla değiştirilerek 24 saat 

daha inkübasyon yapıldı. Daha sonra midyum alınıp, ölü hücreleri ve hücre atıklarını 

çöktürmek ve supernatant elde etmek için 10,000 rpm’de 10 dk santrifüj edildi. Negatif 

kontrol olarak, transfekt edilmemiş COS7 hücreleri, pozitif kontrol olarak ise normal CPE 

kodlayan plazmitler kullanıldı.  

Analiz: Aktif adrenokortikotropin hormonu (ACTH) oluşmasında CPE rol oynar.  Analizler, 

1mM CoCl2 varlığında ve yokluğunda 50 mM sodyum asetatta, pH 5.5, yapıldı. CPE 

tarafından oluşturulan ürünler yüksek basınçlı likid kromatorgrafisi (HPLC, Moleküler Biyoloji 

ve Biyoteknoloji Araştırma Merkezi, ODTÜ, Ankara) ile analiz edildi.     

 

3.3. CPE´nin ER stresindeki etkisinin belirlenmesi.  

 

Hipotezimize göre CPE nöronları CPE´nin bozulmasından yada etkisinin azalmasından 

dolayı oluşabilecek ER stresinden koruyarak nörodejenerasyonu engellemektedir. Bunu test 

etmek için öncelikle QQ CPE´nin hücre içi yıkımı daha sonra ER stresini belirlenmesi 

planlanmıştır. 

3.3.1. WT ve QQ CPE´nin hücre içi yıkılmasının incelenmesi. 

 

WT ve QQ CPE cDNA konstraklarıyla (5 ug) N2A hücreleri trasfekt edildikten sonra 

ptoeazomlar N-acetyl-leu-leu-methional (MG132, Sigma)  ile lizozomlar ise sistein proeaz 

inhibitörü, kathepsin A, H, L (E64d, Sigma) ile hem ayrı hemde birlikte hücrelere eklenecektir. 

İmmunoblot yöntemiyle ve anti CPE kullanılarak bozulmanın protezom yada lizozom kaynaklı 

olup olmadığı belirlenecektir.  
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3.3.2. ER stresinin incelenmesi 

CHOP analizi 

ER stresin oluştuğunun gösterilemesinde etkin bir yöntemdir. C/EBP Homoloji Protein 

(CHOP) yada diğer adıyla, büyümeyi engelleyen ve DNA´yı indükleyen protein 153 

(GADD153), katlanmamış protein respons (UPR)´da proteinin 3 kolundan birine bağlanarak 

ER´daki streste hücrenin buna tepki oluşturmasını sağlayan bir transkripsiyon faktörüdür. 

Hücrelerde UPR yada yanlış katlanmış protein miktarı arttığında bu hücrenin devamı için bir 

tehlike olup bu durum ER stress olarak adlandırılır. Hücre bu stresten çıkmak için değişik 

yollar ararken bir çok sinyal oluşturur.BU sinyaller genellikle şaperon proteinlerinin 

ifadelerinin artması, NFkB sinyalleri ve CHOP ile apoptosis indüklenmesi. CHOP 27 kD 

ağırlığında C/EBP dominant negatif inhibitörüdür. Bu proteinin amino terminali transkripsiyon 

aktivasyonu, C-terminali ise DNA´ya bağlanan leusin fermuarı dimerizasyon özelliğini 

taşımaktadır. Normalde homodimer olarak aktif olan C/EBP´ye CHOP dominat negatif olarak 

bağlanarak bağlanır. Bu heterodimer DNA´ya bağlanmayı azaltır. CHOP hücrede stres 

durumu yokken sitozolde bulunur ve seviyeleri düşüktür. ER stresinde, ER stresin aktive 

ettiği kinaz PERK, eIFα faktörünün fosforilasyonuna ve sonuç olarak ATF4 mRNA seviylerini 

artırır. ATF4 CHOP promoterine bağlanarak CHOP ifadesini sağlar ve böylece ER streste 

CHOP miktarı artar. ER-stres bağlı apoptozun artmasına nede olan mekanşzmaları 

bilimemekle birlikte pro-survalvial protein Bcl-2´nun supres ettiği düşünülmektedir. CHOP 

aktivitesine nörodejenerasyon ve kanser gibi hastalıklarda sıkça rastlanmaktadır (MESO 

Scale Discovery, USA, CHOP assay kit protocol). 

Deneylerimizde ER stresi göstermek için CHOP aktivitesi WT ve QQ CPE transfekte edilmiş 

hücrelerde anti-CHOP kullanılarak Western blot yöntemiyle belirlenmiştir. 

 

3.4. CPE´nin nörodejenerasyondaki rolünün incelenmesi.  

 

N2A hücrelerinde WT yada QQ CPE transfeksiyonundan sonra oluşabilecek hücre ölümleri 

ile nörodejenerasyon bağlantısı kurulması planlanmıştır. İki yöntemle apoptoz belirlenmeye 

çalışılmıştır. 

 

3.4.1. ELISA, apoptoz: WT ve QQ CPE´nin apoptoza uğradığını belirlemek için hücre-ölümü 

ELİSA kitlerini (Roche, Tenay A.Ş., Ankara) kullandık. WT ve QQ CPE ve proteazom, 

lizozomların inhibe edildiği hücre hatlarının hücre içerikleri kullanılarak kit aracılığıyla 
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apoptotik hücreler kantitatif olarak belirlendi. Boş vektör transfekt edilmiş hücreler bu kitlerde 

negatif kontrol olarak kullanıldı. 

 

N2A hücreleri tripsin ile toplandıktan sonra liziz tampon çözeltisi ile süspansiye edildi. Oda 

sıaklığıda bu karışımı 30 dakika inkübasyondan sonra 200g de 10 dakika santrifüj ederek 

süpernatant ayrıldı. Kuyucukları 5% BSA ile 1 saat bloklandı.Süpernatantlar 20 L er bir 

kuyucuklara eklendi ve 80 L immunoreagent de eklenerek oda sıcaklığında 2 saat inkübe 

edildi. İnkübasyondan sonra kuyucuklar tampon çözeltisi ile 3 kez yıkandı. Analiz için 100 L 

ABTS solüsyonu eklendi ve fotometrik analiz için gerekli renk oluşana kadar bekledikten 

sonra ABTS stop solüsyonu ile reaksiyonlar durduruldu. ELISA okuyucusunda  405 nm de 

örneklerin absorbansı bulundu. 

Kitin yönergelerine göre, apoptotoik hücrelerin hesaplamasında arka plan değerlerini ölçüm 

değerlerimizden çıkarttıktan sonra (inkübasyon tampon çözeltisi) sitoplazmanya salınan 

mono ve oligonükleozomlar için (güçlendirme faktörü) hesaplaması gerçekleştirildi. 

Güçlendirme faktörü = örneklerin mU’su (ölen/ölmüş hücreler) / negatif kontrol’ün mU’su  

mU=absorbance[10-3] 

3.4.2. Akridin Turuncu Deneyleri 

Apoptotik hücrelerin görüntülenmesinde akridin turuncu (AT) deneyleri de uygulanmıştır. 

Proje önerisinde yer almayan bu deneyler apoptotik hücrelerin görüntülenmesi amacını 

taşımaktadır. AT hücre permibilitesi olan ve nükleik asitlere bağlanan bir boyadır. Çift zincirli 

DNA´ya bağlandığında yeşil floresans ışığı yayar ve tek zincirli DNA´ya bağlandığında 

kırmızı floresans ışığı yayar. 

N2A hücreleri hücre kültüründe lameller üzerinde büyütülmüştür. WT ve QQ-CPE 

tranfeksiyonu yapılan bu hücrelere AT verilip 1 saat inkubasyonu sağlanmıştır. PBS ile 

yıkamalardan sonra lameller lamlar üzerine yapıştırılmıştır. Görüntüleme işlemi konfokal 

mikroskopta gerçekleştirilmiştir. AT boyaması lizozomal lokasyonuda işaret edebilir (59).  
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4. BULGULAR  

Önceki rapor dönemlerindeki bulgularımızı şöyle sıralayabiliriz. 

1- WT ve QQ CPE´nin nöron hücre hatlarında biyosentezi, aktifleştirilmesi ve hücre 

dışına salınması..  

2- Immunofloresans mikroskopla QQ-CPE´nin hücre lokasyonunun belirlenmesi. 

3- CPE enzim aktivitesi sonuçları.  

4- QQ-CPE´nin hücre içi yıkımı ile ilgili deneyler başlatılmıştır.  

5- QQ-CPE´nin hücre içi agregatlarının oluşumu test edilmiştir.  

 

Son Dönem İçindeki Bulgularımız: 

İş-Zaman Çizelgesi : Projenin son 6 aylık kapsamında yapılan işlerin zamanlaması 

aşağıdaki tabloda verilmiştir: 

İş No 1: Hücre içi WT ve QQ CPE yıkım deneyleri 

 Lizozomal yıkım 

 Proteosomal yıkım 

İş No 2: ER stres deneyleri, CHOP analizi 

İş No 3: Apoptoz deneyleri 

 ELISA, hücre-ölümü kiti 

 Akridin turuncu analizi 

 

İş No 1-2. Ay 3-4. Ay  5-6. Ay 

1 * *  

2  * * 

3   * 
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4.1 QQ CPE´nin hücre içi yıkım mekanizmaları 

Son dönem verilerimizde QQ CPE´nin hücre içi yıkımıyla ilgili çalışmalarımızı sonlardırdık. 

Bulgularımıza göre QQ CPE hücre içi yıkıma uğramaktadır. Bu yıkım öncelikle lizozomlarda 

gerçekleşmektedir (Şekil 3). WT ve QQ CPE transfekt edilen hücrelerde proteazomlar inhibe 

edildiğinde hem WT hemde QQ CPE hücre içi yıkıma uğramaktadır (Şekil 4). Deneyler n=3 

defa tekrarlanmıştır. Ayrıca, deneylerde lizozomal inhibasyonu artırmak için pepstatin A 

(pepA) proteazı da eklenmiştir. pepA, kathepsin D, E inhibatörüdür. pepA eklenmiş 

hücrelerde de Şekil 3´teki sonuçlara benzer veriler elde edilmiştir (Şekil 4). CPE nin 

proteazomal yıkımı da incelenmiştir (Şekil 5). MG132 ile proteazomları inhibe edilen 

hücrelerde hem WT hemde QQ CPE miktarlarında kontrol hücrelere göre büyük bir artış 

görülmektedir (Şekil 5). Kontrol amacıyla hem proteazomları hemde lizozomları inhibe 

edilmiş hücrelerde WT ve QQ CPE ifadeleri karşılaştırılmıştır (Şekil 6). Şekil 6´da görüldüğü 

gibi hücre içi yıkık yolaklarının inhibe edilmesi daha çok QQ-CPE´yi etkilemektedir. Tüm 

deneyler n=3 şeklinde tekrarlanmıştır. 

 

 

Şekil 3: Lizozomal inhibasyon. EV: boş vektör, WT: yabanıl, QQ-CPE transfekte edilmiş N2A 

hücreleri 20µM E64d kullanılarak lizozomları inhibe edilmiştir. Lizozomlar inhibe edildiğinde 

ifadeleri artırılmış QQ-CPE hücrede agregatlar oluşturmaktadır. WT CPE´de önemli bir 

değişiklik görülmemektedir. β-actin değerleri internal kontrol olarak aynı hücrelerden ve aynı 

immoblottan elde edilmiştir. 
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Şekil 4: pepA kullanılarak yapılan lizozomal yıkım.  EV: boş vektör, WT: yabanıl, QQ-CPE 

transfekte edilmiş N2A hücreleri 2 µM pepA kullanılarak lizozomları kısmen inhibe edilmiştir. 

QQ-CPE ifadelerinin artması QQ CPE´nin lizzomlarda yıkıldığını gösterir. WT CPE´de önemli 

bir değişiklik görülmemektedir. β-actin değerleri internal kontrol olarak aynı hücrelerden ve 

aynı immoblottan elde edilmiştir. 

 

                                       

 

Şekil 5: Proteazomal yıkım. MG132 ajanıyla N2A hücrelerinin proteazomları inhibe edilmiştir. 

Kontrol hücrelere göre proteazomları inhibe edilen hücrelerde hem WT hemde QQ CPE 

miktarında artma görülmüştür. EV: boş vektör. β-actin değerleri internal kontrol olarak aynı 

hücrelerden ve aynı immoblottan elde edilmiştir. 
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Şekil 6: WT ve QQ CPE proteazomal ve lizozomal yıkım. MG132, pepA ve E64d kullanılarak 

hücre içi yıkım yolakları inhibe edilmiştir. QQ CPE miktarları WT CPE´ye göre daha artmış ve 

böylece yıkıma uğramıştır. EV: boş vektör. β-actin değerleri internal kontrol olarak aynı 

hücrelerden ve aynı immoblottan elde edilmiştir. 

 

4.2 QQ-CPE´in ER stressinin incelenmesi  

QQ CPE´nin ER strese neden olup olmadığı CHOP analizinin Western blot yöntemiyle 

incelenmesi gerçekleştirilmiştir. CHOP analizinin detayları raporun 3.3.2 bölümünde 

açıklanmıştır. CHOP analiz sonucu Şekil 7´de gösterilmiştir. CHOP seviyelerinin QQ CPE 

transfeksiyonu yapılmış hücrelerde artması bu hücrelerde ER stres arttığını gösterir. 

Deneyler n=3 defa tekrarlanmıştır.  

 

  

Şekil 7: CHOP´ın Western blot yöntemiyle EV, boş vektör, WT ve QQ CPE transfekt 

edilmiş N2A´de analizi. CHOP seviyeleri QQ CPE ile transfekt edilmiş hücrelerde önemli 

derecede artmıştır. Bu durum  ER strese bağlı hücre ölüm yolaklarının arttığını gösterir. 

n=3.  
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4.3 QQ CPE´nin apoptoza yol açmasının incelenmesi 

4.3.1 Hücre ölümünü belirleyen ELISA deneyleri 

Hipotezimize göre QQ-CPE nöronların ölümüne yol açmaktadır. Hücre yıkımının 

mekanizmalarının belirlenmesinden sonra hücrelerde apoptoz oluşumu ELISA apoptoz kiti 

(Şekil 8) ve akridin orange (Şekil 9) deneyleriyle gösterilmiştir. Deney tekrarı n=3´dür. Bu 

deneylerin inhibasyona uğraayn hücrelerle yapılması ön görülmüş ancak raporun teslim 

tarihine yetişmemiştir. Bu deneylerin tekrarı ve inhibasyona uğramış hücrelerin sonuçları 

yazım aşamasınd aolan yayın için kullanılacaktır.  

Güçlendirme faktörü : 

Enrichment Factor (mU) 

Örnekler 1 2 3 
Pozitif kontrol 952 912 948 

QQ CPE 932 914 755 
WT CPE 843 739 903 

 

 

              

Şekil 8: WT, QQ CPE transfekte edilmiş N2A hücrelerinin apoptotik durumları. Pozitif control 

600 mU dan fazla değer verdiğinde apoptoz gerçekleşmektedir. Hem QQ hemde WT CPE  

de apoptoz görülmekle birlikte QQ CPE deki apoptoz oranları WT´e göre daha fazladır.  
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4.3.2 Akridin Turuncu deneyleri. 

Akridin Turuncu (AT) ile boyanmış ve konfokal mikroskobide görüntülemesi gerçekleştirilen 

EV, boş vektör, WT ve QQ CPE ile transfekte edilmiş ve MG132 ile inhibe edilmiş N2A 

hücreleri Şekil 9´da gösterilmiştir. AT´nin tek zincirli DNA´ya bağlanması kırmızı çift zincirli 

DNA´ya bağlanması yeşil renk olarak yayılır. Ölü hücreler konfokal mikroskopinin aynı 

katmanları birleştirmesi sonucu ortaya çıkan panelin sağ alt tarfında görülen turuncu renkli 

hücrelerdir.   

a- EV-DMSO 

 

b- EV proteazom inhibasyonu +DMSO 
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c- WT DMSO 

 

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

 

Şekil 9: Akridin Turuncu hücrelerinin konfokal mikroskobisiyle görüntülenmesi. Hücreler; a- 

EV DMSO, b-EV+MG132, c-WT DMSO, d- WT+MG132, e-QQ DMSO, f-QQ+MG132 ile 

transfekte edilmiş ve kontrol hücrelerine DMSO ilave edilmiştir. Proteinlerin hücre içi yıkımı 

için MG132 kullanılmıştır. MG132 ile inhibe edilmiş ve QQ CPE tranfekte edilmiş hücrelerde 

akridin boyaması (sarı) EV ve WT transfekte edilen hücrelerden fazladır.  
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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 

    QQ-
kontrol  30 12 40 

    QQ-
MG132 32 15 47 
     

     I                 II                 III 

Tablo 1: Akridin Turuncu boyaması yapılan N2A hücrelerinin kantitatif değerleri. I- 1 cm
2
 de 

sayılan hücre sayısı. II- akridin tutncuyla boyanan hücre sayısı, III- akridin turuncu hücrelerin 

1cm2 deki yüzde miktarı. 
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5. TARTIŞMA/SONUÇ 

 

CPE bir eksopeptidaz olarak bulunmuştur. Son yıllardaki çalışmalar CPE´nin enzimatik 

rolünden farklı bir çok rollerini ortaya çıkarmıştır (61). CPE KO farelerde şişmalık, infertilite, 

zayıf kemik kütlesi ve nörolojik hasarlar (1) tespit edilmiştir. CPE nöronların korunmasında 

(62) ve nöronların yapılanmasında (61) önemli roller almaktadır. KO fare modelinde görülen 

nörolojik aksaklıklardan (1) yola çıkarak oluşturulan hipotezimize göre (63, 64) CPE nöronları 

nörodejenerasyondan korumaktadır. Ancak, CPE´nin bu nöroprotektif rolünün hücresel 

mekanizmaları henüz aydınlatılmamıştır. İnsanlarda görülen nörodejeneratif hastalıklarda 

taranan mutasyonlarda Alzheimer hastasının beyin dokusundan bir EST (The Helix 

Research Institute, Japan) datası bulunmuştur. Üç adenin insersiyonuyla oluşan (QQ CPE) 

mutasyon 9 yeni amino asitin CPE´nin N-terminusuna eklenmesine neden olmaktadır. 

Önerilen projede bu mutasyonun hücresel mekanizmaları çalışılarak normal CPE´nin de 

nöroproteksiyondaki rolünün hücresel mekanizmaları aydınlatılmaya çalışılmıştır. Projeden 

elde edilen verilere göre QQ CPE´nin enzimatik özelliği yoktur. CPE´nin hücre dışına 

sekresyonu regüle edilen yolaklar tarafından olmaktadır. Bunun tersine QQ CPE´nin hücre 

dışına sekresyonu gerçekleşememektedir. İlginç olarak QQ CPE, WT CPE ile birlikte ko-

transfeksiyon yapıldığında QQ CPE normal CPE´ninde hücre dışına salınmasını 

engellemektedir. Bu durumda QQ CPE insanda bir allede görülse bile WT CPE´nin hücre içi 

mekanizmasını engelleyerek normal CPE´nin gerçekleştirdiği nöroproteksiyon fonksiyonlarını 

hasara uğratacaktır.  

Nörodejenerasyonun kabul gören hücresel mekanizmalarından biri ER stres, proteinlerin 

degredasyonu ve apoptozdur. Projede QQ CPE´nin bu mekanizmaları araştırıldı. Verilerimize 

göre, QQ CPE lizozomlarda yıkılmaktadır. Ancak, bu proteinlerin fazla ifadelerinde hücre bu 

fazla sentezlenen proteinleri proteazomlara göndererek burada yıkıma uğratmaktadır. 

Deneylerimizde kullandığımız hem lizzom hemde proteazom inhibe edilen hücrelerde QQ 

CPE´nin daha çok hasara uğradığını da görmekteyiz.  

ER stres ve apoptoz sonuçlarımıza göre, QQ CPE ER strese yol açmaktadır.  Ayrıca, QQ 

CPE transfekt edilen hücrelerde apoptoza uğrayan hücre sayılarında artış görülmektedir.  

Sonuç olarak, enzimatik özelliği olmayan, hücre dışına sekresyonu hasara uğrayan, normal 

CPE´nin hücre içi akıbetini değiştiren QQ-CPE ER stres, lizozomal hücre içi yıkım ve 

apoptozla nöronların ölümüne neden olarak nörodejenerasyona neden olmaktadır.  

 Projede Dış Danışman 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 sahipliğine sahiptir. Proteinlerin cDNA konstruklarının hediyesi LOH 

lab tarafından gerçekleştirilmiştir.  

 

 Projemiz yayına hazır haldedir.  


