TURKIYE
SAGLIK
ENSTITOLERI
BASKANLIGI

iletisim / Correspondence:

Dr. Ogr. Gor. / Lecturer
Yeditepe Universitesi,
basak.aru@yeditepe.edu.tr
ORCID: 0000-0002-2987-0523

2Acibadem Universitesi,
ahmet.develioglu®@live.aciba
dem.edu.tr

3Yeditepe Universitesi,
gizembgurel@gmail.com
ORCID: 0000-0002-4073-3343

4Prof. Dr. / Prof.

Yeditepe Universitesi,
gulderen.ydemirel@yeditepe.
edu.tr

ORCID: 0000-0001-5775-491X

Gelis Tarihi: 07.12.2022
Kabul Tarihi: 03.04.2023

Received Date: 07.12.2022
Accepted Date: 03.04.2023

Anahtar Kelimeler:
Alzheimer hastaligi, deneysel
hayvan modelleri, hticre
kaltard

Keywords:

Alzheimer's disease,
experimental animal models,
cell culture

DOI:
10.54537/tusebdergisi.
1213712

TURKIYE . 5
SAGLIK ENSTITULERI BASKANLIGI
DERGISI

JOURNAL OF HEALTH INSTITUTES OF TURKEY

Alzheimer Hastaligr'nda In Vivo ve In Vitro
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Ozet

Alzheimer Hastaligi (AH), amiloid beta plaklarinin ve hicre icinde hiper-
fosforile mikrotUbudl iliskili proteinin birikimi sonucu meydana gelen
norofibriler yumaklar ile karakterize olan geri dénlssuz bir nérodejeneratif
hastaliktir. AH patolojisinin anlasilmasi ve yeni terapoétik ydntemlerin
gelistiriimesinde deneysel AH modelleri kritik énem tasirlar. Ancak
¢ahsmalar, temel arastirmalar sonucu elde edilen verilerin klinik
calismalarda oldukca disik oranda basari gosterdigini ifade etmektedir.
Dolayisiyla literatirde bulunan modellerin glcli ve zayif yanlarinin
degerlendirilmesinin ve calismalarin hastaligin farkli yénlerini kapsayici
modellerle  gerceklestiriimesinin  potansiyel tedavilerin  basarilarini
artiracagl 6ngorilmektedir. Bu makalede, farkh in vivo ve in vitro AH
modellerinin patolojik ve molektler 6zellikleri ele alinmis ve bu baglamda
geleneksel olarak kullanimda olan transgenik hayvan modelleri ile kanser
hiicrelerinin noéral farklilastirmalarina dayali yontemlere ek olarak giincel
hacre kaltard calismalarinin odak noktalari olan induklenebilir kok hicre
kdkenli organoid yapilari ve ndral 6ncul hucre kaynaklh AH modelleri
karsilastiriimistir.

In Vivo and In Vitro Models in Alzheimer's
Disease

Abstract

Alzheimer's Disease (AD) is an irreversible neurodegenerative disease
characterized by neurofibrillary tangles resulting from the accumulation of
amyloid beta plaques and hyper-phosphorylated microtubule-associated
protein in the cell. Experimental models of AD are critical to understanding AD
pathology and the development of new therapeutic modalities. However, studies
indicate that the data obtained from basic research contribute to clinical studies
with very low success rate. Therefore, it is predicted that evaluating the strengths
and weaknesses of the models in the literature and carrying out studies with
models that cover different aspects of the disease will increase the success of
potential treatments. In this review article, pathological and molecular features
of different in vivo and in vitro AD models are discussed. In this context, in
addition to traditionally used transgenic animal models and methods based on
neural differentiation of cancer cells, induced stem cell-derived organoid
structures and neural progenitor cell-derived AD models, which are the focus of
current cell culture studies, were compared.
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1. Alzheimer Hastaligina Genel
Bakig

Yirminci yuzyll basinda gelismis Ulkelerde
ortalama 47 yil olan insan dmr(, 21. yGzyil basinda
77,8 yila yukselmistir, ancak biyolojik yaslanma
tum organizmalarin geri donussiz ve kaginilmaz
kaderidir (Ramalingam, Kim, Lee ve Lee, 2018).
insan
prematlire 6lumlerin oraninda meydana gelen
azalmaya karsilik nérodejeneratif hastaliklarin da
dahil oldugu yaslanma iliskili kronik hastaliklarda
artis  gorulmektedir.  Biyolojik
yaslanma oldukca karmasik bir sUrectir ve beyin

omrunun uzamasinin sonucunda

sistemlerde

yapisi ile fonksiyonlarinda belirgin farkhlklara yol
acar. Yasla iliskili noérodejeneratif hastaliklar
gittikce bUylyen sosyoekonomik bir problemdir
ve tium dunyada yasam kalitesinde azalmaya yol
acmaktadir (Hou ve dig., 2019; Karadakovan,
2005).

Demans, bilissel yeteneklerin bireyin gunltk
hayatin gereksinimlerini yerine getirmesine engel
olacak derecede zayiflamasini ifade eden genel
bir terimdir (Kumar, Sidhu, Goyal ve Tsao, 2022).
AH, demansin en yaygin sebebidir ve 65 yas Uzeri
bireylerde tim demans vakalarinn en az
2/3'tnden sorumludur. Hastalik Amerika Birlesik
Devletlerinde (ABD) tum yetiskinler arasinda en
yaygin altinci, 65 yas Uzeri bireylerde en yaygin
besinci 6lim nedenidir. Bu durum AH'yi yasa bagh
en yaygin noérolojik hastaliklardan biri konumuna
getirmektedir (Wong, 2020). Hastalik,

donusstz olup normal yasllik stresince hafiza

geri

kaybi ve bilissel bozukluklarin izlendigi progresif
néronal dejenerasyona yol acar (Ramalingam ve
dig., 2018). Hastaligin erken evrelerinde hafif
bilissel bozukluklar gérilmekle birlikte hastahigin
ilerlemesi sonucu hafiza kaybina ek olarak diger
bilissel becerilerde de bozulmalar izlenmektedir.
Gec¢ evrelerde hastalarin kisiliklerinde degisimler
goérulmektedir ve hastalarin vicut fonksiyonlarini
yerine getiremedikleri bilinmektedir (Association,
2021). Ginumuzde yalnizca ABD'de 65 yas ve Ustu
6,2 milyon birey AH tanisi tagimaktadir. Hastaligin
gelisimini yavaslatan veya hastaligl tedavi eden bir
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gelisme olmadigi senaryoda bu sayinin 2060 yilina
kadar 13,8 milyona ulagmasi beklenmektedir.
Yine 2021 yilinda Turkiye istatistik Kurumu
tarafindan yayimlanan raporda ise tlkemizde AH
sebebiyle hayatini kaybeden bireylerin sayisinin
2015 yihinda 12 bin 59 iken 2019 yihinda 13 bin
498'e yukseldigi belirtilmistir (TUIK, 2021).

Hastalik hastanin yasina gore erken baslangich
AH ve ge¢ baslangicl AH olmak Uzere iki alt tipe
ayrilir. Erken baslangicli  AH,
yaklasik %1 ila %6'sini olusturur. Bu bireylerde
hastaligin baslangi¢ yasi 30 ila 60-65 yas arasinda
degisir. AH'nin en yaygin sekli olan ge¢ baslangicli
AH, 60-65 yasindan sonra tani koyulan vakalari
kapsar. Pozitif aile Oykisu olan kisilerde hem

tum vakalarin

erken baslangicll AH hem de geg baslangicl AH
Erken baslangigli
yaklasik %60'Inin ailelerinde birden fazla AH
baslangichh  AH
vakalarinin ise %130 otozomal baskin gecis
gosterir ve en az Ug¢ nesli etkiler (Bekris, Yu, Bird
ve Tsuang, 2010). GinUumuzde AH gelisimine katki
sagladigi bilinen cok sayida gen mevcuttur. Ancak
AH, (yUksek penetrasyonlu,
otozomal baskin) bir AH alt grubunu tanimakla
birlikte tim AH vakalarinin %1'inden daha azini

izlenebilir. AH vakalarinin

vakasli vardir; ailesel erken

ailesel kalitsal

meydana getirirken hastalarin %90'dan fazlasinin
ge¢ baslangich AH goézlenen sporadik vakalar
oldugu belirtilmektedir (Bertram ve Tanzi, 2004;
Selkoe ve Hardy, 2016). Dahasi, farkh ¢ahsmalar
tarafindan yalnizca apolipoprotein E (APOE) geni
sporadik ge¢ baslangicli AH icin risk faktoru olarak
ifade edilmekle birlikte riskli aleli (€4) tasiyan pek
cok bireyin 90'll yaslara dek yasiyor olusu, farkl
genetik ve/veya
varligina isaret etmektedir.

cevresel risk faktorlerinin

AH  senil  plaklari getiren
¢b6zinemeyen [ amiloid peptit (AB) birikimi ve
tabdlin - iligkili (tau)
yumaklarinin  (neurofibrillary tangles - NFT)
yapilari ile karakterizedir. Hastaligin patolojik

belirteclerinin hem ailesel

meydana

hiper-fosforile birim

hem de sporadik
nedeniyle  bu
tim AH

formlarinda ortak  olmasi

mutasyonlara yoénelik arastirmalar,
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formlarinda hastaligin temel mekanizmalarinin
aydinlatilabilmesi acisindan énem tasimaktadir
(Arber ve dig., 2020). Hastalik iliskili patolojik
degisimler, hastaligin temel belirtisi olan hafiza
kaybindan yillar 6nce baslar ve néronal yitim, tani
aninda geri cevrilemez duzeye ulasmis olur. Bu
nedenle daha etkili tedavilerin gelistirilebilmesi
icin AH'nin patofizyolojisinin daha iyi anlagiimasi
gereklidir (Li, Bao ve Wang, 2016).

2. Alzheimer Hastaliginin
Gelisimine Dair Hipotezler

Alzheimer Hastalg kompleks, multifaktoriyel
bir hastaliktir ve elde edilmis veriler hastaligin
insanlara 6zgl oldugunu belirtmektedir. Hastalar
arasinda taninin koyuldugu yas ile hastaligin
ilerleyis  hizi varyasyon
gostermektedir. Hastaliga yol acan cesitli cevresel
ve genetik faktorler bilinmekle beraber bu risk
hastalik
etiyolojisine katkilarinin aydinlatilmasina yonelik
arastirmalar devam etmektedir (Drummond ve
Wisniewski, 2017).

yuksek derecede

faktorleri  arasindaki iliskiler ile

2.1. Amiloid Hipotezi

Amiloid kaskadi hipotezi veya AB hipotezi
olarak da bilinen amiloid hipotezi, AH'nin
patogenezinde mekanizmadir
(Kametani ve Hasegawa, 2018). Amiloid oncul

en  bilinen
proteini (APP), amiloidojenik yolakta B-bolgesi
(BACE) ve y-sekretaz
enzimleri tarafindan parcalanan 695 amino asitlik
bir
bolgelerindeki

APP  boélinme enzimi
membran proteinidir. APP'nin degisken

y-sekretaz araclli bdélinmeler
sonucunda, beyinde en yaygin formlari olan iki
farkh uzunluktaki peptit AB40 ve AB42 olusur
(Ricciarelli ve Fedele, 2017). Amiloid hipotezine
gore yas veya patolojik kosullar, APP'den B- ve y-
sekretaz tarafindan Uretilen AB'nin  yikimini
azaltarak AP peptitlerinin  (AB40 ve AP42)
birikmesi ile sonuglanir (Breijyeh ve Karaman,
2020). Ap42/AB40 artisi, nodrotoksisite ve tau
patolojisine neden olan AB amiloid fibrillerinin
olusumu

sonucu nodronal hicre olimu ve
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nérodejenerasyona
Karaman, 2020).

(Breijyeh ve

yol acar

2.2, Tau-iligkili Hipotez

Tau, esas olarak aksonca zengin néronlarda
bulunan, bir iskele proteini (Du, Wang ve Geng,
2018; Li ve Gotz, 2017) olarak gorev yapan ve
tubulin grup stabilitesini diizenleyen (Kametani ve
Hasegawa, 2018), mikrotubul ile iliskili bir
proteindir. Patolojik kosullarda tau birikimi
aksonal iletime engel olarak nérodejenerasyon ile
sonuglanir (Du, Wang ve Geng, 2018). Translasyon
sonrasli surecte tau; fosforilasyon,
monometilasyonu, lizin  asetilasyonu,
monometilasyonu, lizin dimetilasyonu ve lizin
Ubikitinasyonu  dahil
modifikasyona ugrar (Morris ve dig., 2015).
hiper-fosforilasyonu, NFT'lerin
bileseni olan eslestirilmis sarmal filamentlerin

arginin
lizin
Uzere

olmak bircok

Tau'nun ana
(paired helix filaments - PHF) olusumuna yol acar
(Harris, 2012). Tau patolojisi Braak evrelemesi ile
degerlendirilir: NFT'ler transentorhinal bdlgede
baslar (evre I ve Il), limbik bdlgeye ilerler (evre IlI
ve IV) ve neokortikal bolgelere (evre V ve IV) yayilir.
Tau patolojisinin  yayilimi, bilissel
semptomlarla korelasyon gosterir (Kametani ve
Hasegawa, 2018).

ve klinik

2.3.Kolinerjik Hipotez

Asetilkolin (ACh) korteks, bazal ganglionlar ve
bir
hem de

bazal ©6n beyin boyunca aktif olan
nérotransmitterdir ve hem merkezi
periferal sinir sisteminde goérevlidir (Ferreira-
Vieira, Guimaraes, Silva ve Ribeiro, 2016; Hampel
ve dig., 2018; Mesulam, 2013). Kolinerjik hipoteze
gore, AH'de kolinerjik fonksiyondaki bozulma,
Ozellikle neokorteks ve hipokamptis gibi 6grenme,
hafiza, davranis ve duygusal reaksiyonlarla ilgili

beyin alanlarinda ¢cok énemlidir (Mesulam, 2013).

Alzheimer Hastaliginda en belirgin Kklinik
bulgu, néronlar arasinda elektriksel uyarilarin
iletiimesinden sorumlu bir nérotransmitter olan
ACh seviyelerinin, asetilkolinesteraz enzimi (AChE)

tarafindan hizli hidrolizi nedeniyle azalmasiyla
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ortaya ¢lkan beyin atrofisidir (Anand ve Singh,

2013). AH'de kolinerjik noéronlarin
dejenerasyonunun bilissel islevlerde ve hafiza
kaybinda  degisikliklere yol actuig ifade

edilmektedir (Ferreira-Vieira ve dig., 2016).

3. Deneysel Alzheimer Hastaligi
Modelleri

Deneysel AH modelleri, hastaligin patolojisinin
aydinlatilmasi ve yeni gelistirilen tedavilerin klinik
oncesi calismalarinin gerceklestirilmesi
asamalarinda  yuksek 6nem  tasimaktadir.
GUnumuzde amiloid plak ve NFT yapilarini
olusturmalari amaciyla gelistirilen transgenik fare
modelleri, kullanimda olan en yaygin modeller
olup ilk AH fare
modelinden bu yana, her biri hastalhigin farkl
Ozelliklerini yansitan ¢ok sayida farkl transgenik

1995 yihinda gelistirilen

XS
WA
et el
< *3“5 ode\\ B

N “a\“'\

o

In vitro

soy Uretilmistir (Games ve dig., 1995). Ancak bu
klinik 6ncesi modellerin kullanildigl calismalara
dayali klinik calismalarin yiksek oranda basarisiz
olmalari (~%99,6) kullanimda olan modellerin
gecerliliklerinin  sorgulanmasina yol
(Cummings, Morstorf ve Zhong, 2014; Schneider
ve dig., 2014). Arastirmacilar gelisen htcre kulttra
yontemleri ile insan dokularindan elde edilen
induklenebilir pluripotent kdk hucrelerin ya da
noral hacrelerin - kullanildigi  deneysel
modellerin tirler arasi farkliliklarin yol actig
engelleyebilecegini ifade
Zira bu hdcrelerin  kullanimlari,
yetiskin insan hucresi tabanl deneysel modellerin
gelistiriimesi 6nundeki temel engel olan post-

acmistir

oncul

tutarsiz  sonuglari

etmektedir.

mortem beyin dokularina olan ihtiyaci ortadan
kaldirmaktadir (Yang, Li, He, Cheng ve Le, 2016).
GUnUmuzde kullanimda olan in vitro ve in vivo AH
modelleri Sekil 1'de 6zetlenmistir.

U
. O’Oqe//e
Sry

In vivo -

g.lénapoi,u
uedig

Q°°’
\)z\\:\))\}é
T

Sekil 1. Literatiirde mevcut in vitro ve in vivo AH modellerine genel bakis. AH: Alzheimer Hastalig

3.1.In Vivo Modeller

insanlarda 6zellikle presemptomatik seviyede

AH iliskili  patolojik  degisimlerin  simule
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edilmesinde hayvan modelleri sikhkla kullanilir (Li
ve dig., 2016). Calismalarda
manipulasyonlarinin kolayhg sebebiyle fareler

bakimlari ve

siklikla tercih edilir. ilk ve en yaygin tercih edilen
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fare AH modelleri, insan APP transgenini ifade
etmek Uzere Uretilmistir ve erken calismalar bu
farelerde AP birikimi ile davranissal Ozellikleri
yansittiklarini, ancak senil plaklara sahip
olmadiklarini godstermistir. Bu durum, bilissel

bozukluklarin plak formasyonundan bagimsiz, A3
fibril formasyonu ile iliskili oldugunu gosterir
niteliktedir. GUnimuzde yaygin olarak kullanilan
in vivo AH modellerinin avantajlari  ve
dezavantajlari bu bélimde detaylandiriimaktadir.

Tablo 1. In vivo AH modellerinin avantaj ve dezavantajlari

Model organizma

Avantajlar

Dezavantajlar

C. Elegans

Cogalma ve gelismeleri diger in
vivo modellere nazaran oldukga
hizhdir.

Genetik manipulasyon
uygulamalari oldukca kolaydir.
Organizma canli gérunttleme icin
uygundur.

Pek cok hucresel sinyal yolagi
insanlar ile homoloji
gostermektedir.

Kullanimlari 6ntnde etik engeller
bulunmaz.

AH patolojisinden sorumlu
genlerin ortologlari genellikle
hastalik gelisiminde yuksek 6nem
taslyan bolgelere sahip degildir.
insan APP, AB ve/veya Tau
transgenlerini ifade etmedikleri
surece calismalarda kullanilamaz.
Modellerin ila¢ tarama ¢alismalari
icin kullanimlari uygun olsa da
elde edilen sonuclarin omurgali
hayvan modelleri ile
dogrulanmasi énerilir.

Meyve sinegi (Drosophila o
melanogaster)

Cogalma ve gelismeleri diger in
vivo modellere nazaran oldukga
hizlidir.

Genetik manipulasyon
uygulamalari oldukca kolaydir.
Organizma canli gérunttleme icin
uygundur.

Pek cok hucresel sinyal yolagi
insanlar ile homoloji
gostermektedir.

Kullanimlari éntinde etik engeller
bulunmaz.

AH patolojisinden sorumlu
genlerin ortologlari genellikle
hastalik gelisiminde yuksek 6nem
taslyan bolgelere sahip degildir.
insan APP, AB ve/veya tau
transgenlerini ifade etmedikleri
surece calismalarda kullanilamaz.
Modellerin ila¢ tarama ¢alismalari
icin kullanimlari uygun olsa da
elde edilen sonuclarin omurgali
hayvan modelleri ile
dogrulanmasi onerilir.

Zebra balig (Danio rerio -
Zebrafish)

Cogalma ve gelismeleri diger in
vivo modellere nazaran oldukga
hizlidir.

Genetik manipulasyon
uygulamalari oldukca kolaydir.
Pek cok hucresel sinyal yolagi
insanlar ile homoloji
gostermektedir.

Organizma canli géruntileme icin
uygundur.

Kullanimlari 6ntinde etik engeller
bulunmaz.

Omurgal canlilar olduklari icin
merkezi sinir sistemine yonelik
modellemelerde C. elegans ve
zebra baligi modellerine gore
avantajlidirlar.

Ozellikle ilag tarama
calismalarinda ilacin solungaglar
ve deri yolu ile emilimi, bahgin
tim viicudu su ile temas halinde
oldugundan rastlantisaldir.
Modellerin ila¢ tarama ¢alismalari
icin kullanimlari uygun olsa da
elde edilen sonuclarin omurgali
hayvan modelleri ile
dogrulanmasi onerilir.

Fare

Literaturde ¢ok yaygin olarak
kullanilmakta olup ¢ok sayida
farkh fare AH modeli mevcuttur.

Canl goéruntuleme igin uygun
degillerdir.
Tau patolojisi nadirdir.
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e Davranis testlerin
uygulanabilmesi, AH
modellerinde plak olusumu
Odncesinde meydana gelen
kognitif degisimlerin analizine

Sican ve primatlara kiyasla
davranis bicimleri sinirhdir.

AH olgularinda izlenen
inflamasyon, fare modellerinde
henuz karakterize edilememistir.

olanak tanir.
e Yaslihayvanlar, AH

potansiyeli tasir.

arastirmalarinda kullanim

e Yaslihayvanlar, AH

potansiyeli tasir.

yakindir.
e Davranis testlerin

arastirmalarinda kullanim

Farelere nazaran fizyolojik,
morfolojik ve genetik 6zellikler
bakimindan insanlara daha

e Canli gérintuleme icin uygun
degillerdir.
e Literatirde gorece daha az model

Sican . . tanimli olmasi sebebiyle daha
uygulana.bllmesu AH kapsamli karakterizasyon
mode!lerlnde plak olusumu calismalarina ihtiyag vardir.
Odncesinde meydana gelen
kognitif degisimlerin analizine
olanak tanir. Bu baglamda
davranis fenotipleri, farelere
kiyasla kompleks davranissal
testlere imkan tanir.

e Yasl hayvanlar, AH
arastirmalarinda kullanim e Canli gérantuleme icin uygun
potansiyeli tasir. degillerdir.

Primat e Primat a proteini, insanile %100 | ¢ Tau patolojisi nadirdir.

sekans homolojisine sahiptir. .
e Metabolizma ve bagisiklik

sistemleri kemirgenlere nazaran

insanlara daha benzerdir.

Yaygin kullanimlari dniinde etik
ve mali engeller mevcuttur.

AB: Amiloid beta, APP: amiloid prekiirsér protein, C. elegans: Caenorhabdlitis elegans

3.1.1. Fare Modelleri

Transgenik farelerde calismalar,
amiloid plaklarin dinamik 6zelliklerini ve hastalik
gelisiminde etkili, beyindeki cesitli yapitaslar ile
etkilesecek ve plak olusturacak AB agregatlarinin
meydana gelisinde rol oynayan AR peptitini
aydinlatmaya yardimc olmaktadir (LaFerla ve
Green, 2012). Fare AH modelleri, literatirde en sik

yapilan

kullanilan in vivo modeller olup giinimtizde 200'e
yakin transgenik AH fare soyu
Transgenik AH fare modellerinde amiloid plak
olusumu insanlarda oldugu gibi yasa bagli olarak
gelismektedir ancak slreg insanlara kiyasla daha
hizhdir. Cogu transgenik AH modelinde amiloid
plaklarin olusumu 6ncesinde bilissel problemler
ve hafiza

mevcuttur.

bozukluklari izlenmektedir. Bu

gozlemler bilissel sorunlara aracilik edebilecek
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patolojik AB turlerinin arastiriimasini saglamis, bu
dogrultuda plak
oncullerine ve AP birikiminin

arastirmalar yapisinin
toksisitesine
odaklanmistir. insanlardaki gibi transgenik AH
fare modellerinde de bilissel bozulmalar direkt
AB  plak korelasyon
gdstermemektedir. modellerinin
aksine insanlarda, beyinde ylksek miktarda A
birikimi bilissel
izlenmez (LaFerla ve Green, 2012).

olarak yuka ile

Ancak fare

gostermeden bozulmalar

insanlarda AH'nin bir diger ayirt edici 6zelligi
NFT birikimidir. Amiloid kaskadi hipotezi, tau
hiper-fosforilasyonunun AB birikiminin bir sonucu
olarak meydana geldigini ifade eder fakat yuksek
seviyede APP ifadesine sahip transgenik farelerle
yapilan calismalardan elde edilen veriler, bu
konuda celiskili sonuclar vermistir, zira APP
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transgenik hayvanlarda tau hiper-fosforilasyonu
izlense de nadiren NFT olusumu ve néronal kayip
goraltr. Bu durumun sebepleri arasinda insan AR
birikiminin NFT olusumuna yol agmak icin yeterli
olmamasi; kemirgenlerde tau proteininin yapi ve
dizi itibariyle agregat olusumuna meyilli
olmamasi; insanlarda 10 yillara varan bir surecte
gelisen bu yapilarin farelerin gérece kisa émurleri
suresince olusmamasl ya da tim bu nedenlerin
kimulatif etkisi sayilabilir (LaFerla ve Green,
2012).

insanlarda
modellemek

Arastirmacilar, gorulen  NFT
yapilarini amaciyla APP
mutasyonlarina ek olarak mutant insan tau
proteini ifade eden ya da bu patolojiyi yansitmasi
amaciyla nitrik oksit sentaz genine sahip olmayan
transgenik soylari  gelistirmistir.  Bu
multigenik AH modelleri insan beyninde
gorulenlere benzer NFT yapilari gelistirerek AB ile

fare

tau arasindaki iliskinin aciklanmasina yardimci
olmus, AB ya da tau manipulasyonlarinin diger
genlerin ve protein UrUnlerinin ifadelerini nasil
etkilediklerini arastirmaya imkan saglamistir. A3
agregasyonu ile bu agregasyonun sonucu olan
tau patolojisi arasindaki baglantilardan birisi
AH'de gorilen inflamasyondur, fakat hastalikta
izlenen inflamasyon henuz farelerde tam olarak
modellenebilmis degildir. Bunun nedeni insanlar
ve hayvan modelleri arasinda inflamasyonun
dogasi ve siddeti baglaminda 6nemli farkhliklar
bulunmasidir. Yine de fare modellerinden elde
AB
agregasyonunun, Ozellikle de fibriler AB'nin bir
sonucu olarak meydana geldigini, strecin reaktif
(ROS)
actigini, tim bunlarin sonucu olarak kompleman
sistem aktivasyonu ve inflamatuar sitokinlerin
saliminin tau patolojisine katki sagladigina isaret
etmektedir (LaFerla ve Green, 2012).

edilen veriler, inflamasyonun

oksijen tdrevlerinin olusumlarina yol
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Yaslilikta hafiza kaybi genellikle tim in vivo
modellerde ortak o6zelliktir (Li ve dig., 2016). Bu
nedenle yash hayvanlar da potansiyel demans
modelleri  olarak  kullanilabilir.  Yashhkta
kemirgenlerden insan olmayan primatlara kadar
cesitli hayvanlarin spontane AH ndropatolojisi
gelistirdigi ve ardindan hastalarda gozlenenlere
benzer bilissel bozulmalar tespit edildigi
belirtiimektedir. Bu hayvan modelleri non-invaziv

dogalart ve herhangi bir ndérokimyasal
manipulasyon  gerektirmemeleri nedeniyle
hastaligin dogal patofizyolojisini aydinlatma

amagl kullanilabilecek degerli araglardir (Li ve
dig., 2016).

3.1.2. Sigan modelleri

Fare modellerine kiyasla sayica daha az da olsa
cesitli  sican de
raporlanmistir (Drummond ve Wisniewski, 2017).
Sican modellerinin kullanimi farelere nazaran

literatiirde modelleri

fizyolojik, morfolojik ve genetik ozellikler

daha yakin olmalar,
beyinlerinin daha buylk olmasi nedeniyle beyin
omurilik sivisi (BOS) toplamasi, elektrofizyolojik

bakimindan insanlara

deneyler ve goruntilemenin kolaylgl ve daha
kompleks davranissal testlere imkan taniyan

zengin davranis fenotipleri sebebiyle daha
avantajidir (Do Carmo ve Cuello, 2013).
Transgenik  sican  modellerinin  fenotipleri

transgenik farelerle olduk¢a benzerdir; her iki
grup da AH patolojisinin izlenmesi Uzere ailesel
ifade etmekte olup APP
ifadesinin miktari, bolgeleri ve yayilimi kullanilan
promotor
(Drummond ve Wisniewski, 2017). GUnUmuUzde
kullanimda olan 17 adet sican AH modeli vardir ve

AH mutasyonlarini

tarafindan belirlenmektedir

Tablo 2'de bu modellerin AH iliskili néropatolojik
Ozellikleri sunulmustur.
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Tablo 2. Literatiirde kullanimda olan sican AH modelleri, sahip olduklari mutasyonlar ve
noéropatolojileri

Model Gen Mutasyon Modifikasyon | Noropatoloji
Amiloid plaklar ve serebral amiloid anjiyopati,
enjeksiyondan 30 ay sonra izlenmistir. Fosforile
APP Tau varligy, (6n)dugum benzeri yapilarin varhigini
APP, KM67Q/671 NL APP- Viriis dusandarar. FEnJ.eksF.)/cindan 30'ay sonras'lna
AAV-AD PSENT (Swedish), APP PSENT: Viriis kadar astrogliosis gérulmemistir. (Audrain,
V7171, PSEN1 ’ Souchet, Alves, Fol, Viode, Haddjeri, Tada,
M146L (A>C) Orefice, Joséphine, Bemelmans, Delzescaux,
Déglon, Hantraye, Akwa, Becher, Billard, Potier,
Dutar, Cartier ve Braudeau, 2018)
30 aya kadar plak izlenmemektedir. Disilerde 19
APP APP: aya kadar hipokampus ve kortekste nekrotik
KM670/671NL ) . néronlar gézlemlenmistir; 19 aylik erkeklerin
APP21 APP (Swedish), APP Transgenik kortekslerinde ndron kaybi
V717F (Indiana) gbzlenmemistir.(Agca, Fritz, Walker, Levey, Chan,
Lah ve Agca, 2008)
APP knock-in B|Id|r|I?n en buyuk}/a§ olan ug ay‘da.plak, NFT .
(humanized AB) APP APP: Knock-In | veya noron kaybi gdzlemlenmemistir. (Tambini,
Yao ve D'Adamio, 2019)
APP knock-in iki yasina kadar plak veya NFT olusumu
(humanized AB) | APP APP: Knock-In | gbzlenmemektedir. (Serneels, T'Syen, Perez-
(Leuven) Benito, Theys, Holt ve De Strooper, 2020)
APP knock-in
(humanized AB) APP: Knock-In o
omers | 877 | et wnasr | e o | KIS0 Pl ot
PSEN1 knock-in In & : &
(M139T)
ﬁggak:cj’iik"” APP A673T
APP (Icelandic) APP: Knock-In Bilinmiyor (Tambini, Norris ve D'Adamio, 2020)
mutasyonu ve
humanized ApB)
APP kr70ck-/n APP Bildirilen en blyUk yas olan 3. ayda plak, NFT
(Swedish KM670/671NL i - L -
APP ) APP: Knock-In | veya noron kaybi gdézlenmemistir. (Tambini ve
mutasyonu ve (Swedish) dig., 2020; Tambini ve dig., 2019)
humanized ApB) & ' &
Amiloid plaklar, homozigot knock-in'lerde 1 ay
gibi erken bir zamanda ortaya ¢ikmaktadir. 22
APP ;
aylikken NFT olmaz, ancak tau fosforilasyonu,
KM&70/67TNL agregasyonu ve konformasyonel degisikliklerde
APP NL-G-F (Swedish), APP gregasy ontormasyonel 9esis
. APP . APP: Knock-In | artis olur. Astrogliosis, mikrogliosis, sinaps ve
Knock-in sican E693G (Arctic), R o ;
noéron kaybi gorulur. (Pang, Jiang, Zhang, Yang,
APP |716F o .
(Iberian) Li, Shimozawa, Tambaro, Mayer, Zhang, Li,
Wang, Liu, Yang, Chen, Liu, Winblad, Han, Jiang,
Wang, Nilsson, Guo ve Lu, 2022)
APP APP: 19 aylikken hipokampus ve kortekste amiloid
KM670/671NL . o . . .
APP (Swedish), APP Transgenik; plaklar, serebral amiloid anjiyopati ve nekrotik
APP+PS1 PSEII\H V717E ! PSEN1: noronlar izlenir. (Agca, Klakotskaia, Schachtman,
(Indiana) Transgenik Chan, Lah ve Agca, 2016; Klakotskaia, Agca,
PSENT L166P Richardson, Stopa, Schachtman ve Agca, 2018)
APP APP: Hemizigotlar: Bir haftaya kadar hipokampds ve
McGill-R-Thy1- KM670/671NL ) . & T y . P . P
APP . Transgenik kortekste intrandronal AP gézlemlenir, ancak
APP (Swedish), APP ileri yaslarda bile plak tespit edilmemistir
V717F (Indiana) yas P P 2
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Homozigotlar: Bir haftada boyunca
hipokampuse ve kortekste intrandronal APP
izlenir; hipokamptuste 6 ayda baslayan, kortekste
13 ayda baslayan amiloid plaklar gézlemlenir.
(Leon ve dig., 2010)
PSEN1 L435F iiim' PSENT L435F ;Si’\;L/;Z(;CCIZ 15 gunlik sicanlarda higbir belirte¢ gézlenmedi.
knock-in In, ’ (Tambini ve D'Adamio, 2020a)
NFT yapilari 9-10 aydan baslayarak korteks,
hipokampdse talamus ve beyin sapinda
MAPT: birikmektedir. Hipokampus veya kortekste ndron
SHR24 MAPT Transgenik kaybi gdzlenmemistir. (Filipcik, Zilka, Bugos,
Kucerak, Koson, Novak ve Novak, 2012;
Valachova, Brezovakova, Bugos, Jadhav, Smolek,
Novak ve Zilka, 2018)
NFT yapilari ilk olarak 9. ayda ortaya ¢ikmakta
olup 6zellikle beyin sapi ve omurilikte belirgindir.
10 ila 12 aylik hayvanlarin beyin sapi ve
SHR318 MAPT _ll\_/IAPT: ik omuriliginde aksonal dejenerasyon
ransgen gozlemlenmektedir. (Hrnkova, Zilka, Minichova,
Koson ve Novak, 2007; Zilka, Filipcik, Koson,
Fialova, Skrabana, Zilkova, Rolkova, Kontsekova
ve Novak, 2006)
Gallyas gimus boyamasi, son asamadaki (7-8
aylk) hayvanlarin beyin saplari ve
MAPT: omuriliklerinde NFT yapilari tespit etmistir. Bu
SHR72 MAPT Transgenik asamada kromatolitik néronlar ve hasarli
aksonlar gozlemlenmektedir. (Koson, Zilka,
Kovac, Kovacech, Korenova, Filipcik ve Novak,
2008)
Amiloid plaklar ve mikrogliozis izlenir.
Astrogliozis olasidir. Nadiren ndronlarin
APP APP- e§lg§tirilmi§ §arma| filama.n tau i(;(.erdigi
APP, KM6E70/671NL Transgenik; gorlJ.Im('ek'c'edlr...Dem|yel}n.|zas.yon |zIen|.r. Azalén
SHRSP/FAD . kalbindin immunoreaktivitesi ve artan islenmis
PSEN1 | (Swedish), PSEN1: ! - . .
PSEN1: deltaE9 | Transgenik kaspaz seviyeleri néron kaybini gostereblllr..
(Denver, D'Adamo, Hu, Zuo, Zhu, Okuma, Kim,
Castro, Jones, Leal, Mekkittikul, Ghadishah, Teter,
Vinters, Cole ve Frautschy, 2019)
6 aya kadar amiloid plaklar, mikrogliozis ve
APP APP: S .
APP. KM670/671NL Transgenik: aftrogllom.s izlenmektedir. 1‘6 ayda NFT yapilar
TgF344-AD ) gozlemlenir. 16 aya kadar hipokampus ve
PSEN1 | (Swedish), PSEN1: . N -
PSEN1: deltaE9 | Transgenik kortekste ya'lfla§|k yuzde 40 néron kaybi izlenir.
(Cohen ve dig., 2013)
TREM2, TREM2: Knock-
Z;i:}ji;“m APP | TREM2R47H | In; APP: Knock- | Bilinmiyor (Tambini ve D'Adamio, 2020b)
In

TUm sican modellerde ylksek amiloid plak
birikimi gdzlemlenmektedir, ancak TgF344-AD
sicanlarda NFT da
raporlanmistir (Cohen ve dig., 2013). Yine tum
sican AH modellerinde bilissel
izlendigi ifade edilmesine karsilik yalnizca McGill-

olusumu izlendigi

bozulmalar
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R-Thy1-APP  sicanlarda  bilissel bozulmanin
derecesi Uzerine detayll arastirma yapiimistir
(Leon ve dig., 2010). Ozet olarak transgenik
sicanlar, AH arastirmalarinda transgenik farelere
kiyasla cesitli avantajlar tasimalarina karsilk

literatirde daha nadir kullanimlari sebebiyle
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Uzerlerinde daha fazla karakterizasyon calismasi
yapilmasina ihtiyag vardir.

3.1.3. Primat Modelleri

insan olmayan primatlar, AH néropatolojisini
en iyi yansitan modellerdir; hastaligi modellemek
icin insan olmayan primatlari
avantajlari arasinda biyolojik agidan
yakinlklari, kompleks davranislari, gérintileme
calismalari ya da BOS toplamaya elverisli buytk
beyinleri AB %100
homolojisine sahip dogal AP birikimi yer alir.
Karmasik bilissel ve sosyal davranislara sahip

kullanmanin
insana

ve insan ile sekans

olan, temelde gorsel ve isitsel duyularla iletisim
kuran yeni dinya primatlari yaygin marmosetler
(Callithrix jacchu) nérobilim ¢alismalarinda yaygin
olarak AH
baglaminda marmosetlerin beyinlerinde yedi yas
civarinda AP birikimi izlendigine dair yayinlar
(Geula, 2002;
Rodriguez-Callejas, Fuchs ve Perez-Cruz, 2016).

kullanimdadirlar. modellemesi

mevcuttur Nagykery ve Wou,
Marmosetlerin esaret altinda émurlerinin 10-15
yll arasi oldugu g6z onune alindiginda, bu
organizmalar yasla iliskili hastaliklarin
arastirilmasinda ideal modeller olarak 6n plana
¢lkmaktadirlar. Ek olarak kemirgen modelleri
aksine marmosetlerin bagisiklik sistemleri ve
metabolik fonksiyonlari da insanlarla benzerlik
gosterir (t Hart ve Massacesi, 2009; Tardif,
Mansfield, Ratnam, Ross ve Ziegler, 2011). Farkl
insan disi primat turleri arasinda cinsel olgunluga
hizli erismeleri, ¢coklu dogum yapmalari ve kisa
gestasyon sureleri
modifikasyonlara sahip hayvan modellerinin
tasarlanmasinda da avantaj tagimaktadir (Tardif
ve dig., 2003).

ile  marmosetler, genetik

Eski dunya primatlari (rhesus maymunlari
(Macaca mulatta), (Papio  spp.),
sinomolgus maymunlari (Macaca fascicularis),
vervet maymunlari (Chlorocebus pygerythrus))

babunlar

arasinda rhesus maymunlari, AH arastirmalarinda
gorece yaygin kullanilan tdrdir (Drummond ve
Wisniewski, 2017). insanlarda oldugu gibi rhesus
maymunlarinda da beyin Ap seviyeleri yasla
birlikte artis gosterir ve korteksteki seviyeleri
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insan AH bulgularina yakindir. 25 yas Uzeri rhesus
maymunlarinda plaklar siklikla gézlemlenir ve
dagihmlari insanla benzerdir. Ancak insan ve

rhesus maymunu tau protein sekanslari
arasindaki  yuksek benzerlige karsihk bu
maymunlarda tau patolojisine

rastlanmamaktadir; babunlarda ise yasa bagh
olarak hipokampuste tau birikimi izlenir ancak
beynin diger bdlgelerinde amiloid plak birikimi
gerceklesse dahi NFT olusumu goértlmez. Daha
nadir olmakla beraber AH iligkili noropati
arastirmalarinda vervetlerin kullanildig
calismalar da bulunmaktadir. Vervetlerin 6mdurleri
esaret altinda ortalama 30 yil olup yasa bagl
olarak AR birikimi, gliozis ve néronal distrofi
gosterirler. AB birikimi ortalama 15 yas civarinda
g6zlemlenmekte olup NFT olusumu izlenmez
(Drummond ve Wisniewski, 2017).

3.1.4. Diger In vivo Alzheimer Hastaligi
Modelleri

Bir model olarak nematod
Caenorhabditis elegans (C. elegans), ilk kez
programlanmis hicre 6lim mekanizmalarina

yonelik calismalarda kullanilmis olup ginimuze

organizma

dek gen ifadesinin dizenlenmesi, metabolizma,
hicre farklilasmasi, embriyojenez, yaslanma ve
stres sinyal yolaklari dahil olmak tzere ¢ok sayida
biyolojik aydinlatilmasinda bu
organizmadan yararlaniimistir (Brenner, 1974). C.
elegans,
homolojisine
manipulasyonlara

surecin

memeli
sahip  olmasi
yatkinhgl sebebiyle
hastaliklarinin arastiriimasi icin degerli bir model
organizma kabul bu
baglamda hem RNA interferans (RNA interference
- RNAi) hem de clustered regularly interspaced
repeats  (CRISPR)/Cas9
teknolojileri, C. elegans hastalik modellerinin
olusturulmasinda basariyla kullanilmis ve dahasi
bu organizma, tim ndron ve baglantilarinin
(konnektom) haritalandigl ilk model olmustur
(Cook ve dig., 2019; Corsi, 2006; Dickinson, Ward,
Reiner ve Goldstein, 2013; Fire ve dig., 1998). AH
modellemesinde kullanilan ilk C. elegans model

genleri ile yutksek sekans
genetik

insan

ve
olarak

goérmektedir;

short  palindromic
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calismasi 1995 yilinda yayinlanmis olup AB42
peptitinin vldcut duvari
gosterdigini ve yasa bagh olarak felce yol actigini
ifade etmektedir (Link, 1995). Ancak ilerleyen
dénemlerde bazi modellerde ifadesi izlenen bu
proteinin tam uzunlukta AP42 peptiti degil,
peptitin kesilmis bir formu oldugu tespit edilmis
ve APB42 peptitinin dogru kesimini saglamak Gzere
orijinal AB peptitinin modifiye edildigi C. elegans
modelleri ( gelistirilmistir McColl ve dig., 2009;
McColl ve dig., 2012). AH'de tau patolojisinin
arastirimasina yonelik ilk ¢alismalarda
frontotemporal demansin (FTD) ailesel bir formu
olan FTDP-17'de izlenen mutasyonlarin genetik
manipulasyon yolu ile ifadesine dayanan C.

hicrelerinde birikim

ise

elegans modelleri kullaniimistir (Kraemer ve dig.,
2003). Bu calismalarda elektron mikroskopisi ile
yapilan analizler, tau birikiminden etkilenen
néronlarin sergiledikleri norodejeneratif
bulgularin meyve sinegi Drosophila melagonaster
(D. Melanogaster) ve fare tau modelleri ile
benzerligine isaret etmistir (Lewis ve dig., 2000;
Wittmann ve dig., 2001). Bir diger C. elegans tau
modeli, organizmanin tim néronlarinda proteinin
psddo hiper-fosforile yol acgacak
mutasyon tastyici (PHP; 10 Ser/Thr reziduleri Glu

ile degistirilmistir) bir model olup psédo hiper-

olmasina

fosforile taunun motor néronlarin gelisiminde
defektlere yol actigi raporlanmistir (Brandt,
Gergou, Wacker, Fath ve Hutter, 2009).

Alzheimer Hastaligi arastirmalarinda kullanilan
bir diger model organizma, meyve sinegi olup
arastirmacilar  bu
cesitli hastaliklara yol acmakta olan genlerin
neredeyse %70'inin ortologlarina sahip oldugunu
ifade etmektedir (Fortini, Skupski, Boguski ve
Hariharan, 2000). Meyve sinegi calismalarin etik
onay gerektirmemesi, organizmanin Uretiminin
kolaylig,
genomunun iyi tanimlanmis olmasi ve C. elegans
da dahil olmak Uzere diger omurgasiz modellere
kiyasla gérece kompleks bir canli olmasi sebebiyle
AH de dahil
hastaliklarda

organizmalarin insanlarda

ve genetik  manipulasyonlarinin

olmak Uzere nodrodejeneratif

meyve modellerinin

kullaniminin ¢ok sayida avantaji bulunmaktadir

sinegi
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(PruBing, Voigt ve Schulz, 2013). AH 6zelinde,
meyve sinegi APP ortologu dAPP1 genine ve y-
sekretaz kompleksinin tim bilesenlerine sahiptir;
buna karsiik organizmanin zayif [-sekretaz
aktivitesi ve dAPPlin AR peptitlerine denk gelen
bdlgesinde anlamli bir homoloji bulunmamasi
nedeniyle sinekte endojen AP Uretimi izlenmez
(Carmine-Simmen ve dig., 2009; Luo, Tully ve
White, 1992; Yagi, Tomita, Nakamura ve Suzuki,
2000). Genetik manipulasyonlar ile [B-sekretaz
aktivitesinin artirilmasi, dAPPIin islenerek insan
AR peptitine denk bir Urtin vermesini saglayabilir
ve bu fragment birikerek yasa baglh davranissal
bozulmalara ve nérodejenerasyona yol acabilir
(Carmine-Simmen ve dig., 2009). Endojen AR
Uretiminin yani sira insan AB42 indikli toksisite
ve norodejenerasyonun c¢alisiimasi icin farkh
transgenik sinekler de udretilmistir. Yapilan bir
calismada insan APP, insan (-sekretaz ve mutant
meyve sinegi y-sekretaz presenilin ifade eden Gglu
transgenik sinekler kullaniimis ve bu sineklerin
yas bagmli olarak ndérodejeneratif fenotip
gosterdigi belirtilmistir (Greeve ve dig., 2004; Ye ve
Fortini, 1999). Tau patolojisi ise
yabanil tip ya da mutant insan tau proteinlerinin
meyve sinegi sinir sisteminde ifadelerinin beyinde
vakuolizasyona ve patolojik fosforilasyona yol

baglaminda

agmasina karsin filamentoz yapida birikimlere
neden olmadigi raporlanmistir (Wittmann ve dig.,
2001). Ancak fenotipik bulgular, tau ifadesinin
artirillmasi ya da ¢esitli mutant tau izoformlarinin
ifadelerinin  saglanmasi ile
(Wittmann ve dig., 2001).

agirlastinlabilir

Alzheimer Hastaligi arastirmalarinda kullanilan
bir diger model zebra balgidir (Danio rerio). C.
elegans ve meyve sinegi modellerinde oldugu gibi
zebra baliklari da hizh cogalir; bir disi bir batinda
200-250 yavru Uretebilir, doéllenmenin 24 saat
sonrasinda tUm vUcut yapisi olusur ve 96 saatte
kalp, karaciger ile bobrek gibi ic organlar gelisir
(Shenoy, Banerjee, Upadhya, Bagwe-Parab ve
Kaur, 2022). Larvanin seffaf yapisi, gelisimin in
vivo izlenmesini olanakli kilar. Bu baliklar farkli
genleri ifade etmeleri igcin genetik olarak manipule
edilebilirler  ve ilag

embriyolari  aday
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taramalarinda  kullanima uygundur. Zebra

baliklari omurgali olmalari sebebiyle C. elegans ve
meyve sinegi modellerine kiyasla evrimsel olarak
insanlara ¢cok daha yakindir ve larvalar déllenme
sonrasl bes gune kadar yasal dizenlemelerden
muaftir. Yapisal baglamda zebra baliklarinin
memeli beyin yapisina benzerlik
gostermektedir; ancak memeli beyninde bulunan
hipokampus, amigdala, substantia nigra gibi baz
bolgeler baliklarda bulunmaz, fakat balk
beyninde bu gorevleri Ustlenebilecek benzer
bélgeler bulunmaktadir (Guo, 2009; Schmidt,
Strahle ve Scholpp, 2013).

beyinleri

3.1.5.In Vivo Alzheimer Hastaligi
Modellerinin Kisitlamalari

Kullanimda olan pek c¢ok farkli hayvan
modeline karsilik AH tedavisini hedefleyen klinik
deneylerin gorece dusuktar;
arastirmacilar nedeninin AH
patolojisini sinirll seviyede yansitabilen hayvan

basarilari
bunun insan
modellerinden elde edilen basarih sonuglarin

klinige erken dbénemde yansitilmasindan
kaynaklandigini ifade etmektedir (Drummond ve
Wisniewski, 2017). Ayrica insan AH olgularinda
transgenik hayvanlarin olusturulmasinda
kullanilan AH mutasyonlarinin beraber izlenmesi
olduk¢a nadirdir (Li ve dig., 2016).

modellerinin AH arastirmalarinda kullanimlarinin

Hayvan

diger kisitlamalari arasinda transgenik ya da yasli
hastalik
surecleri, kompleks in vivo kosullarin hedef

hayvanlarin patolojisini  gelistirme
dokuya erisimi kisitlamasi, biyolojik degisimlerin
eszamanl degerlendiriimesinin olanaksizligi ve
Ozellikle primatlarla yapilan ¢alismalarin etik
sinirlandirilmasi bulunmaktadir (Trinchese ve dig.,

2004).

In vivo AH modellerinden elde edilen

sonuclarin AH patogenezini yansitma basarisi
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tartismali bir konu olup farkh modellerin her
birinin guclt ve zayif yoénlerinin daha iyi
anlasiimasi potansiyel terapileri
degerlendirmek Uzere cok sayida farkli modelin
kullanilmasi, klinik 6ncesi calismalardan hastalara
terapi cevirisinin basarisini artirmaya yardimci
olacaktir (Li ve dig., 2016). Farkli hayvan turlerinin
kullanildig calismalarda modelin insan disi bir tar
olmasina bagh olarak yaniltict sonuglar elde
edilebilir. Bu durum, AH calismalarinda insan
dokularinin kullanimi ile 6nlenebilir. Ancak bu
noktada  temel yetiskin
hucrelerinden gelistirilecek deneysel modellerin
Uretilmesi icin  uygun post-mortem beyin
dokusuna ulasimin gucltigudar (Drummond ve
Wisniewski, 2017).

ve

sorun, insan

3.2.In Vitro Modeller

In vivo hayvan modellerinin aksine, in vitro AH
modelleri,
patolojik degisiklikleri aydinlatmak ve néronlarin
potansiyel tedavilere yanitlarini incelemek icin
hizli bir secenektir. Literattirde bulunan éncul in

hastalik slUresince meydana gelen

vitro AH calismalari, insan ya da kemirgen kékenli

kanser hicre hatlarinin néronlara
farkhlastirlmasini  takiben
oligomerik AB42 ilavesine dayahdir. Hlcre kaltirt
sayesinde
guncel calismalar, genetik manipulasyonlar ile
ailesel AH mutasyonlarini ifade eden néral 6ncdl

hidcre hatlarinin ve AH risk alellerini tasiyan

kiltir  ortamina

yontemlerinde izlenen gelismeler

bireylerden alinan indiklenebilir kdk hiicrelerden
farkhlastirilan hicresel modellerin kullanimlarina
odaklanmaktadir (Raska ve dig., 2021; Yagi ve dig.,
2012). GUnUmduzde kullanimda olan farkli in vitro
AH Tablo 3'te
Ozetlenmektedir.

modeli yaklasimlari
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Tablo 3. In vitro AH modellerinin avantaj ve dezavantajlari

Model

Avantajlar

Dezavantajlar

Kanser hicre hatlari
kokenli modeller

Dusuk maliyetlidir.

Kanser hicrelerinin kalturleri, iPSC ve
NPC'lere kiyasla oldukga kolay ve iyi
tanimhdir.

Hem insan, hem de kemirgen kokenli farkli
hacre hatlariicin noral farkhlastirma
protokolleri mevcuttur.

Kullanimlari 6nunde etik engeller bulunmaz.
Molekuler degisimler eszamanli olarak
mikroskopi ile takip edilebilir.

Kemirgen kokenli hucreler insan AH
patolojisini yansitmakta yetersiz kalabilir.
Noroblastom hucreleri stispansiyon ve
adheren poptlasyonlardan olugsmakta
olup kultur icinde populasyonlarin biri
digerine baskinlk saglayabilir.

Kanser hucrelerinden gelistirilen
modeller saglikli olgun néronlardan
yapisal farkliliklar géstermektedir.

induklenebilir
pluripotent kdk
hicre modelleri

AH iliskili mutasyonlari tasiyan bireylerden
alinan hicrelerden elde edilen iPSC'ler
sayesinde genetik manipulasyonlara ihtiyac
duyulmaz.

Kanser ya da NPC kdkenli AH modellerinin
aksine kultur ortamina farkli kisilerden alinan
primer hicreler veya hucre hatlari
eklenmesine gerek duyulmaz, bir kisiden elde
edilen iPSC'ler beyinde bulunan tum htcre
tiplerine farklilasma kapasitesi tasir.

Bireye 6zgu tedavi yontemlerinin
degerlendirilmesine uygundur.

Molekuler degisimler eszamanl olarak
mikroskopi ile takip edilebilir.

iPSC kulturlerinin gelistiriimeleri ve
devamhliklarinin saglanmasina yonelik
standardize protokollerin eksik eksiktir.
Yeniden programlama, dondr hucrelerde
mevcut olan epigenetik
modifikasyonlarin korunmalarinin éniine
gecemez.

Farkli bireylerden elde edilen iPSC hatlari
arasinda yuksek fenotipik varyasyonlar
gorulmektedir.

iPSC elde ve karakterizasyonlari, 6zellikle
kanser hicre hatlari ve NPC kokenli
kulturlere nazaran daha maliyetlidir.

Serebral
organoidler

iPSC kokenli serebral organoidler bireye 6zgu
tedavi yontemlerinin degerlendirilmesine
uygundur.

AH iliskili mutasyonlari tasiyan bireylerden
alinan hiicrelerden elde edilen iPSC kokenli
organoidlerde genetik manipulasyonlara
ihtiya¢ duyulmamaktadir.

Beyin dokusunu simile ederek bagisiklik
sistemi hucreleri de dahil olmak Gzere ¢ok
sayida farkli hiicre arasindaki etkilesimin
incelenmesine olanak tanirlar.

Molekuler degisimler eszamanl olarak
mikroskopi ile takip edilebilir.

Stabil kaltur ortaminda yetersiz oksijen
ve besin difizyonu sonucu nekrotik
bélge olusumu, sonuclari olumsuz
etkilemektedir.

Vaskuler yapiya sahip beyin organoidleri
ile yapilmis calismalar oldukga sinirli
olup bu modellere kan hucreleri hentz
entegre edilmemistir.

Serebral organoidlerin kulturleri, gorece
yuksek maliyetlidir ve yUksek seviyede
yetkinlik gerektirir.

Noronal éncil
hicre modelleri

Genetik yontemlerle AH iliskili genleri ifade
etmek Uzere modifiye edilen NPCller,
noronlara farklilastirilana dek AH iliskili
proteinleri disuk seviyede ifade ederler.
Dolayisiyla bu NPC'ler olgun néronlara
farklilastirlmadikca kolaylikla cogaltilabilirler.
Kulttr ortaminda ekstraselltler matriks
kullanimi, ap diflzyonunun 6nuine gecerken
NFT olusumunu gelisimini kilar.

Ticari NPC hatlarinin kiltdrleri, deneysel
serebral organoid modellerine gore gorece
daha kolay ve dusuk maliyetli olup etik onay
gerektirmez.

Molekuler degisimler eszamanl olarak
mikroskopi ile takip edilebilir.

NPC'ler mikroglialara
farkhlasamamaktadir.

NPC'lerden beynin farkli bélgelerinde
bulunan farkli tiplerde néronlarin
farklilastirilmalarina yodnelik detayli
protokoller mevcut degildir.
Ekstraselltler matriks yoklugunda NPC
AH modelleri, NFT yapilarini olusturamaz
ve af'nin besiyerine diffiize olmasi
sebebiyle amiloid birikimleri ytksek
toksisite gosteremez.

Ticari NPC hatlari, bireye 6zgu tedavilerin
degerlendirilmelerinde kullanima uygun
degildir.

AB: Amiloid beta, iPSC: indtiklenebilir pluripotent kbk hiicre, NPC: néral progenitér hiicre, NFT: nérofibriler

yumak
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3.2.1. Kanser Huicre Hatlari Kékenli
Modeller

insan néroblastoma hiicre hatlari 20 yili askin
AH
kullaniimaktadir. Bu hucreler retinoik asit, forbol
esterler ve beyin kokenli norotrofik faktér gibi
norotropinler gibi farkh ajanlarla inkibasyon
sonucu noéronal hucre tiplerine donusebilirler.
Literatirde SH-SY5Y hicre hatti, siklikla olgun
noéron benzeri hicreler olusturmada
kullanilmistir (Shipley, Mangold ve Szpara, 2016).
Bu hicre hattinin retinoik asitle muameleyi
takiben hucrelerin bir ekstraselluler matriks

suredir hicresel modellemesinde

Uzerinde kultirlenmesi ve besiyerine noérotrofik
faktoér, noregulin B1, néron buylime faktord,
vitamin D3 eklenmesi ile yetiskin ndronlar
meydana getirdigi raporlanmistir. Bu hucreler
ayrica yetiskin tau izoformlarini ifade etmeleri
nedeniyle 6zellikle AH modeli olarak kullanima
uygun ifade edilmistir (Agholme,
Lindstrém, Kagedal, Marcusson ve Hallbeck,

olduklari

2010). AH modellemesinde kullanilan bir diger
hicre hatti sican feokromasitoma hucre hatti
PC12'dir (Liu ve dig., 2021; Meng, Zhang, Ai, Wu ve
Peng, 2021; Tong ve dig., 2018; Yu, Li ve Mu, 2020;
Zeng, Xu ve Zheng, 2017). SH-SY5Y huicre hattinda
oldugu gibi PC12 hiicrelerinde de sinir buyime
faktoru farkhlasma
saglanabilir (Sierra-Fonseca ve dig., 2014).

uygulamasi ile ndéronal

3.2.2. indiiklenebilir Pluripotent Kok
Hlicre Modelleri

2007 yihnda tanimlanmalarindan bu yana

induklenebilir  pluripotent  kdék  hucrelerin
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(inducible pluripotent stem cells - iPSC) beyin
hdcreleri de dahil olmak Uzere farkli somatik
hacrelere farklilastirilmalarina yénelik ¢ok sayida
protokol tanimlanmistir (Penney, Ralvenius ve
Tsai, 2020). Ailesel AH mutasyonlarina sahip
bireylerden alinan fibroblastlar, kan hticreleri ya

da idrar epitel hucrelerinin olgun beyin
hicrelerine  farkhlastinimasi, in  vitro AH
modellerinin  olusturulmasinda guncel  bir

yontemdir (Drummond ve Wisniewski, 2017).

Ailesel ve sporadik AH hastalarindan alinan
donor hucrelerle iPSC hiicre hatlari karakterize
etmis olup bu hucrelerin farklilasmanin erken
asamalarindan itibaren ayni yasta, ancak demans
iPSC'lere
nazaran yuksek seviyede AP42 Uretimine sahip
gorulmustur (Israel ve dig., 2012;
Muratore ve dig., 2014; Penney ve dig., 2020; Yagi
ve dig., 2011). Bazi hucre hatlarinda yuksek

izlenmeyen bireylerden elde edilen

olduklari

glukojen sentaz kinaz 3-fB aktivitesi gibi ek AH-
iliskili patolojiler de izlenmistir (Israel ve dig.,
2012). Ayrica tek bir 6ncdl huacrenin beyni
meydana getiren tim  hacre  tiplerinin
farklilastirilabilme potansiyeli sayesinde hucreler
etkilesimleri  yansitabilecek

Uretilmesi de muUmkundur,

arasl modeller
ancak bu hucre
tiplerinin elde edilmeleri icin protokollerin

olusturulmalarina devam
etmektedir (Penney ve dig., 2020). Bu hicrelerden
farkhlastirilan hucre tipleri ve olusturulan AH

modellerinde izlenen karakteristik dzellikler, Sekil

yonelik ¢alismalar

2'de sunulmustur.
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Indiiklenebilir pluripotent kok hiicre

e I

Néron Astrosit Mikroglia Serebral organoid Néral kok hiicre
D9
7 /(0
4 ([
7 [ (@ (2
& S
-~ )
Q=X
|
«  AB birikimi + AB42 salinimi « AB ve Tau oligomerlerinin *  AB dretimi T * APP ve AB'nin sunulmasina
* Anormal aB40 ve aB42 salimi *  Sitokin diizensizligi fagositozu * AB birikimi bagli olgunlasma/matiirasyon
+ AB42/apaot * Ca2+ dengesinde bozulmalar + Mikroglial AH risk genleri * AB42/AB4O T * AB42/AB4O T
+ ABA42 hassasiyeti * ROS 1 ve Laktat | (TREM2, Sp1, CD33) 1 * Tau fosforilasyonu + Noral kdk hiicre belirtegleri |
+ GSK3P aktivasyonu * Bozulmus lipid ve kolesterol «  Siirlt hiicresel 8lim * Endozomal anomaliler + Erken néral belirtecler

metabolizmasi
« Atrofik profiller
« Astroglial belirteglerin
delokalizasyonu
* Noronal sagkalim destegi
* Sinaptogenez \,
+ Bozulmus AB klirensi

* Tau hiperfosforilasyonu
+ Sinaptik yitim ve elektrofizyolojik
bozulmalar
¢ ERstres™
* ROST
+ Endozomal disfonksiyon
* Kolesterol metabolizmasinda
bozulmalar

* AB hiicre icine amil,

*» Prematiire farkhlasma
+ Kendi kendini yenileme,
* Niikleer laminada bozulmalar

Sekil 2. indiiklenebilir pluripotent kék hiicrelerden elde edilen olgun sinir sistemi hiicreleri ve AH
modellerinde gorilen karakteristik 6zellikleri. AB: Amiloid beta, APP; Amiloid 6ncll proteini, ER:
Endoplazmik retikulum, GSK3[: Glikojen sentaz kinaz-3 beta, ROS: Reaktif oksijen tirevi.

In vitro AH modellemesinde hasta kdkenli iPSC
bayuk avantaj, hastalik
yansitilmasi icin genetik

kullanimmin  en
patolojilerinin

manipulasyon da ya kultir ortamina A eklemesi
gibi ihtiyac
(Penney ve dig., 2020). Bu nedenle her ne kadar
dezavantajlari olsa da iPSC modellerinin AH

mudahalelere duyulmamasidir

patomekanizmalarinin
katkilari g6z ardi edilemez. Ek olarak bu hucreler
ile bireye 06zgli modellerin olusturulmasinin
gelecekte Kkisisellestirilmis tip uygulamalarinda
kullanim potansiyeli bulunmaktadir (Penney ve
dig., 2020).

aydinlatilmalarina olan

3.2.3. Serebral Organoidler

iki boyutlu (2D) kulturlerde olusturulan AH

modelleri, hastaligin mekanizmalarin
aydinlatilmasina dnemli katkilar saglamis olsa da
hastalikta farkli hucre tipleri ile bagisiklik sistemi
hicreleri arasindaki etkilesimin incelenmesi, farkl
néronal populasyonlarin degerlendirilmeleri ve
NFT ile senil plaklarin karmasik doku benzeri
analizlerin

ortamda olusumlarinin

gerceklestirilebilmeleri icin serebral dokunun
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simulasyonuna ihtiya¢c duyulmaktadir (Barak ve
dig.,, 2022). Hastalik Uzerine gerceklestirilen
calismalar da bu dogrultuda insan multipotent
kék hucrelerinden elde edilen G¢ boyutlu (3D)
serebral organoidlerin gelistiriimesi sonucu farkli
bir boyut kazanmistir. Serebral organoidler insan
fetal beyin gelisimini yansitan iPSC kokenli 3D
hacresel
2016a; Lancaster ve dig., 2013). Bu yapilarin
modellenen organda yer almasi beklenen belirli
fonksiyonlara sahip hucrelerin tamamini icerme

agregatlardir (Kelava ve Lancaster,

kapasiteleri, organoidleri beyin arastirmalar
konusunda ilgi  c¢ekici  hedefler

getirmektedir (Barak ve dig., 2022).

haline

Serebral organoidlerin gelistiriimesinde dncu
protokoller, kék hucrelerin intrinsik birlesme ve
noronal diziye farklilasma yeteneklerine dayaldir;

bu ydntem ile organoid icinde beynin farkli
bolgelerinin  bulundugu 3D tam  beyin
organoidleri olusturulabilir (Lancaster ve dig.,

2013). GUncel modellerde ise kultir ortamina
beyin bdlgesine 6zgli buyime ve farkhlasma
belirli  htcresel
belirli  beyin

ile inhibitorlerin

yoluyla

faktorleri

eklemesi bdlgelerinin
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organoidlerinin gelistiriimesi hedeflenmektedir.
Bu nedenle farkli beyin bélgelerine 6zgu serebral
organoidler huicresel bilesimi, yapisal 6zellikleri ve
molekuler suregleri simule etme kapasiteleri ile
modellenen beyin bdlgesini yansitmakta daha
basarilidir (Qian, Song ve Ming, 2019). 3D serebral

organoidlerin gelistirilmelerine yonelik
protokollerin iyilestirilmeleri, hicre kualtara
ortaminda AH de dahil olmak Uzere

noérodejeneratif hastaliklara yonelik arastirmalara
onemli katki saglamistir: ginimuzde serebral
organoidler in vitro insan hicre kltara sistemleri
ile  hayvan modelleri arasindaki boslugu
doldurmaktadir (Qian ve dig., 2019).

3.2.4. Noronal Onciil Hiicre Modelleri

GUndmuzde iPSC AH modelleri Gzerine yapilan
calismalar agirhkh
farkhlastirilan olgun néronlarla iligkili olsalar da
literatirde AH kokenli néral o6ncul hucrelerin

olarak bu hiucrelerden

(neural progenitor cells - NPC) fenotip, davranis ve
molekuler 6zelliklerine odaklanan sinirli sayida
calisma mevcuttur. 2012 yilinda yayimlanan ilk
cahismada Koch ve digerleri, insan embriyonik kok
hacrelerinden farklilastirilan NPC'lerde lentiviral
transduksiyon ile ailesel AH mutasyonu PSEN1
(L166P, D385N) etkisini incelemis ve APP ile A
salimlarinin olgunlasma bagiml oldugunu ortaya
koymustur. Bu ¢alismaya gore kendini yenileme
kapasitesine sahip NPClerde APP ve AP ifade
seviyesi dusuk olup her iki protein de farkhlasma
sUreci sonrasinda tespit edilebilir seviyelere
ulasmaktadir (Koch ve dig., 2012). PSEN1
mutasyonlari (A246E VE M146L) tasiyan iki ailenin
bireylerinden elde edilen iPSClerin kullanildig
2014 tarihli bir calismada ise PSEN1 mutant
NPClerin  kontrol grubuna kiyasla anlaml
derecede yuksek AB42/AB40 oranlarina sahip
olduklart raporlanmistir (Sproul ve dig., 2014).
Saglikli  bireylerden veya erken ailesel AH
mutasyonlarina (PSEN1 M146L) ya da geg
sporadik AH mutasyonuna (APOE4/4) sahip
bireylerden elde edilen iPSClerin karsilastirldig
bir diger calismada ise NPC belirtecleri PAC6 ve

NESTIN ifadelerinde ve NPC buyume hizlan
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arasinda anlamli fark tespit edilememistir; tUm
gruplardan elde edilen NPClerin karakteristik
morfolojileri ile  karakteristik  belirteclerini
koruduklari ve etkin sekilde olgun noéronlara
farkhlasabildikleri belirtilmistir (Jones, Atkinson-
Dell, Verkhratsky ve Mohamet, 2017). 2019 yilinda
yayimlanan bir diger calismada ise arastirmacilar
sporadik AH hastalarindan elde edilen iPSC'lerde
saglkl bireylerden elde edilen hucrelere kiyasla
ndral farklilagsma iliskili genlerde anlamli artis ve
dusuk kendini yenileme kapasitesi raporlamistir
(Meyer ve dig., 2019). Bu bulgular, gelisimsel
surecte NPC'lerin baskilanmalarinda ya da néral
devrelerin  olusumlarinda meydana gelen
bozulmalarin sporadik AH gelisiminde rol oynama
potansiyelini isaret etmekte olup bu durum, her
ne kadar geng yetiskinlerde belirgin bilissel
sorunlara yol agmasa da yasam boyu kronik stres
maruziyeti ile

birlesince noérodejenerasyona

neden olabilir (Meyer ve dig., 2019).

NPC kokenli olgun néronlar ilk kez 2014 yilinda
in vitro AH modellemesinde kullaniimistir (Choi ve
dig., 2014). Choi ve digerleri (2104)., bir
ekstraselluler matriks Uzerinde APP
Swedish/London ve Presenilin ekzon 9 delesyon
mutasyonlarini tasiyan bir insan NPC modeli
gelistirerek hicre kultirinde AB plaklarr ile NFT

iskele

yapilarini géstermistir, bu c¢alisma ile in vitro
ortamda ilk kez NPC kdkenli bir AH modeli elde
edilmistir (Choi ve dig., 2014). Laboratuvarimizda
NPC hicre hatti RenCell VM'in viral
transdtksiyon  yolu ile  Swedish/Indiana
mutasyonlarina sahip APP ifade eden olgun
ndronlarin

ticari

ekstraselluler matriks Gzerinde
kaltarlerinin hem AB42 protein seviyelerinde hem
de AB42/AB40 oranlarinda anlamli derecede
yukselme saptanmistir. Park ve digerleri (2018),
insan kok hucrelerinden Uretilen ndronlar ve
astrositlerin tekerlek sekilli bir mikroakiskan ¢ip
merkezinde, U¢ boyutlu bir matriks Uzerinde
bir kaltar

tasarlamistir (Park ve dig.,, 2018). Calismada

bUyutaldugu  yeni uclu sistemi
lentiviral Swedish ve London mutasyonlarina
sahip APP vektoru ile transdikte edilen néronlar

ve astrositlerde AB ve p-tau izoformlar tespit
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edilmistir. Yine bu calismada kulttr besiyerinde
IFN-y, TNFa ve nitrik oksit gibi
belirteclerin bulundugu tespit edilmis ve bu
inflamatuar belirteglerin bazilarinin G¢ boyutlu
6zgl  oldugu ifade edilmistir
(Henstridge ve Spires-jones, 2018). Ancak bu
calismada néron ve astrosit hicreleri (néral kdk
hiicrelerden olgunlastirilan néron ve astrositler)
ile mikroglia hacreleri (simian virus 40 - SV40) T
antijen ile immortalize bir hucre hatti) kullaniimis
olup arastirmacilar, insan iPSC-kokenli ya da
primer mikroglialarin  kullaniminin  sonuglarin
dogrulanmasinda onemli oldugunu
belirtmektedir (Park ve dig., 2018).

inflamatuar

kaltlrlere

3.2.5. In vitro Alzheimer Hastaligi
Modellerinin Kisitlamalari

Oncul hucrelere ve iPSC tabanli yéntemlere
kiyasla kanser hucre hatlari kékenli modeller,
kolay kulturleri ve farklilastirilmalari Uzerine pek
¢cok farkh protokol tanimh olmalari sebebiyle
tercih edilmektedir. Ancak SH-SY5Y hducreleri,
néron benzeri fenotipe sahip olmayan S-tipi
(substrat adheren) ve noritik siirece sahip N-tipi
(néroblastik) hicrelerden meydana gelmektedir
kulturde
Ustunluk saglayabilirler (Kovalevich, Santerre ve
Langford, 2021). Ayrica hicrelerin néroblastoma
kokenleri sebebiyle sahip olduklar farkhlasma,
canhlk, biyuime performansi, genom stabilitesi

ve uzun doénemde S-tipi hicreler

ve metabolik o6zellikleri;
néronlardan ayirmaktadir (Xicoy, Wieringa ve
Martens, 2017). Bu nedenle hastalik modellerinin
olusturulmasinda kanser kdkenli olmayan, daha

bu hucreleri gercek

stabil néronal modellerin kullanimi, kullanilan
tipine  bagh gelebilecek
varyasyonlari azaltabilir. PC12 hicre hatti ise
kanser kokenli olmasina ek olarak kemirgen

hicre meydana

tarevli olmasi nedeniyle insan AH néropatolojisini
kalabilir ve kullanildig
calismalarin yaniltict sonuglar vermesine yol
acabilir (Xie ve dig. 2022).

yansitmakta yetersiz

indiiklenebilir kék hiicrelerin kesifleri, direkt
olarak hasta kokenli hiicrelerin kullanimlari ve bu
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hicrelerin  teoride tum  hucre tiplerine
farkhlastirilabilmeleri  sebebiyle bu hacreleri
hastaliklarin modellenmesinde ilgi c¢ekici bir

alternatif haline getirmistir (Kim, 2015). Bu
hacreler, cesitli hastaliklara ait genetik izleri cesitli
manipulasyonlara gerek kalmaksizin tasimaktadir
ve elde edilmelerini takiben hem hastalik
mekanizmalarinin  arastirildigi  calismalar
hem de ila¢ arastirma gelistirme calismalari icin

icin,

sinirsiz kaynak saglama potansiyelleri
bulunmaktadir. Ancak glnimizde hala bu
hicrelerin  gelistirilmeleri  ve  kdlturlerinin

devamlliginin saglanmasina yodnelik standardize
protokollerin eksik olmasi, dondr hucrelerde
mevcut epigenetik
programlamadan

olan modifikasyonlarin

yeniden korunma
potansiyeli ve bireysel iPSC hatlarinda izlenen
fenotip varyasyonlari, bu htcrelerin kullanimlarini

sinirlandiran etmenler arasindadir (Drummond

sonra

ve Wisniewski, 2017). Diger bir engel ise AH ile
iliskili fenotipin gelisimi sutrecinde hucrelerin
yaslanmasi  olup  post-mitotik
kullanildigi calismalarda bu fenotipi elde etmek

noronlarin

teknik olarak zor olabilir. Ancak gelecekteki
calismalarla bu hucre hatlarinin daha kapsamli
bu
bazilari muhtemelen asilacaktir (Drummond ve
Wisniewski, 2017).

tanimlanmasi sayesinde sinirlamalardan

Hucresel AH modellerinde

iPSC'lerden farkl olarak NPC'ler de
kullaniimaktadir, ancak bu hucrelerin
mikroglialara donldsememeleri sebebiyle
olusturulan modellerde mikroglialar  ya

bulunmamaktadirlar ya da kiltir ortamina farkli
hicre mikroglialarin
gelistirilen

hatlari veya primer

eklenmeleri yolu ile modeller
kullanilmaktadir (Park ve dig., 2018). Bu modellere
iliskin bir diger dezavantaj ise ndral farklilasmanin
D'Aiuto
digerleri, 2014 yilinda yayimlanan calismalarinda
iPSC kokenli NPC'lerden farklilastirilan olgun
néronlarin agirlikh olarak vezikiler glutamat
transporter-1 (VGLUT1)  pozitif noéronlara
farkhlastigini belirtmistir (D'Aiuto ve dig., 2014).
Donato ve digerleri (2007), insan ticari NPC hicre

hatti RenCell VM'in agirlikh olarak dopaminerjik

karakterizasyonuna  yoneliktir: ve
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noéronlara farkhlastirilmasina olanak taniyan bir
protokol yayimlamistir (Donato ve dig., 2007).
Ancak bu hucreler ile beynin farkli bolgelerinde
farkh tiplerde néronlarin
olusturulmalarina yoénelik detayli protokoller
acisindan eksiklikler mevcuttur.

bulunan

Serebral organoidlerin basta AH olmak Uzere
nérodejeneratif hastaliklarin modellenmesinde
kullanimlari éntndeki temel engeller htcrelerin
heterojenitesi vaskularizasyonun
ortaminda modellenememesidir (Barak ve dig.,

ve kaltar

2022). Kudltr ortaminda vaskularizasyonun
saglanamamasinin  yol actigi nekrotik bdlge
olusumu, geleneksel organoid kullanimini

sinirlayan bir diger etmendir. Norodejeneratif
hastaliklarin modellenmesinde vaskularize insan
kortikal organoidlerinin kullanimlari gincel bir
yaklasim olup bu yéntemde serebral organoidler,
kortikal vaskuler yapiy! taklit eden bir perfizyon
sistemi ile baglantihdir (Kelava ve Lancaster,
2016b). Bu yapi siki baglanti proteinleri ve besin
taslyici proteinleri ifade etmesi ve transendotelyal
elektrik direncine sahip olmasi ile klasik kan beyin
bariyeri 6zelliklerini de yansitmaktadir; ancak yine
de bu organoidlerin vaskuler vyapilar,
Yakin  gelecekte
vaskularize organoidlerin kan beyin bariyeri

kan
hacrelerinden  yoksundur.
gecirgenligi calismalarinda, merkezi sinir sistemi
perifer iliskileri
kullanilacaklari 6ngdérulmektedir (Cakir ve dig.,
2019). AH
organoidlerinin bir diger dezavantaji ise ¢ogu
mikroglialardan
(Lancaster ve Knoblich, 2014). AH patogenezinde
AB aracih mikroglia aktivasyonu onemli
oynamaktadir. Bu hicreler AB maruziyetini
takiben cesitli inflamatuar aracilar salarlar ve
AH patolojik
sUrecinin bir parcasidir (Zuroff, Daley, Black ve
Koronyo-Hamaoui, 2017). Ormel ve digerleri
(2018), Knoblich
olusturulan 6ncll modeli gelistirerek organoide

ve arasindaki incelemede

Literatirde bulunan serebral

modelin yoksun  olusudur

rol

aktivasyon ile proliferasyonlari

Lancaster ve tarafindan
mikroglialari
olmustur (Ormel ve dig., 2018). Nzou ve digerleri

(2018), mikroglialari,

entegre eden ilk arastirmacilar

insan mikrovaskdler

71

endotelyal hucreleri, periferik sinir hacreleri,
astrositler ve oligodendrositleri kullanarak kan
beyin bariyerine sahip ve mikroglialari iceren bir
organoid modeli gelistirmistir (Nzou ve dig., 2018).
Song ve digerleri (2019) ise insan iPSClerinden
izojenik mikroglia-benzeri hiicreler elde ederek
bu hucreleri serebral organoidlere entegre
etmistir (Song ve dig., 2019). Bu oncuil calismalar,
farkhlastirilan hucrelerin es kdltur yéntemi ile
organoidlere dahil edilerek daha kapsamli
organoid modellerinin eldelerinin  mimkin
oldugunu ortaya koymaktadir.

4. Alzheimer Hastalig:
Arastirmalarinda Uygun
Modelin Se¢imi

Alzheimer Hastaligi modelleri Gzerinde yapilan
ndropatolojik bilissel bozulmalarin
incelenmelerine yodnelik arastirmalar, AH'nin
insanlara 6zgl bir hastalik oldugunu ifade
etmektedir (Zhou ve dig., 2015). Bu durum goz
alindiginda hastaligin tedavisini
klinik  arastirmalarin
%99.6'sinin  basarisiz olma nedeninin in vivo

ve

onune
hedefleyen yaklasik
modellerden elde edilen basarili sonuglarin erken
klinige

(Cummings,

dénemde oldugu ileri
2018). AH

calhismalarinda hayvan modellerinin kullaniminin

yansitilmasi
sUrtlmustar

kuskusuz en buyUk avantaji, yeni terapodtik
girisimlerin basarilarinin degerlendirilmesinde in
vitro ortamda yapilmasi mimkuin olmayan bilissel
analizlerin gerceklestiriimelerine olanak
tanimalaridir (Drummond ve Wisniewski, 2017).
AH arastirmalarinda en yaygin kullanilan modeller
ikili, U¢li ve besli transgenik fare modelleri olup
hastaligin biyolojisinin arastiriimasi amaciyla farkl
gen

olusturulmustur; bu modellerin pek ¢ogunda

knock-in ve knock-out modelleri

amiloidojenik sureclerin insan AH olgularina
benzer sekilde kortikal plak olusumuna yol actig
belirtilmistir  (Cummings, 2018). Fakat bu
transgenik hayvanlarda tau birikimi ya da néron
6lumu izlenmez ve inflamatuar degisimler cok
dustk seviyelerdedir. Ayrica meydana gelen
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bilissel degisimler insan AH olgulari kadar agir
seyretmez. TUm bu bulgular, amiloid yukinin
azaltlmasini amaglayan terapoétik girisimlerin
hayvanlarda bilissel performansta belirgin
duzelme saglarken insanlarda etkisiz kalma
sebeplerine 1sik tutmaktadir. Fakat in vivo AH
calismalarinin tamamen ekarte edilmesi de dogru
degildir, zira bu modeller her ne kadar spesifik
yolaklara uygulanan mudahalelerin yol actig
degisimlerin aydinlatiimasinda énem tasisalar da
aday tedavilerin hastalar Uzerindeki etkilerini
yansitmada yetersiz kalabilirler (Sabbagh, Kinney
ve Cummings, 2013).

In vivo modellerden elde edilen sonuglar ile
klinik arasindaki uyumsuzluk, insan odakli in vitro
yontemlerin katki
(Drummond ve Wisniewski, 2017). Bu yontemler
hala gelistiriilme asamasinda olup modellerin
detayl karakterizasyon calismalarina gereksinim

gelisimine saglamistir

vardir. Ayrica her ne kadar hastalik patogenezine
Islk tutma ve hastaya 06zgl ilag seciminde
kullanilma potansiyeline sahip olsalar da in vitro
AH modellerinin klinik éncesi ¢calismalarda in vivo
calismalarin yerini almalari mumkan degildir.
Arastirmacilar ~ AH
standardin insan doku ©rnekleri

modellemesinde  altin
oldugunu
belirtmekte ve mUmkin olan tim kosullarda
insan doku Orneklerinin kullanim gerekliliginin
altini ¢cizmektedir. Klinik 6ncesi calismalarda ise
yeni gelistirilen ilac adaylarinin AH'nin farkl
patolojilerini yansitan farkli in vivo modeller
Uzerinde test  edilmelerinin,
donusturiucalik potansiyellerine katki saglayacagi
ifade edilmektedir (Drummond ve Wisniewski,

2017).

calismalarin
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