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ÖZET

KAİNİK ASİT İLE HÜCREDE EKSİTOTOKSİSİTE MODELİNİN OLUŞTURULMASI VE GLUTAMAT TAŞIYICISI-1 (GLT-1)'İN İNCELENMESİ

Uyarıcı R. Adnan Menderes Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Tıbbi Biyoloji (Tıp Fakültesi) Programı Yüksek Lisans Tezi, Aydın, 2019
Eksitotoksisite, MSS’ nin moleküler işleyişinde sinaptik boşluğa salınan glutamatın, anormal ve aşırı artışı olarak tanımlanan bir durumdur. Çoğunlukla glutamatı sinaptik boşluktan temizleyecek glutamat taşıyıcılarının, glutamatın taşınımını gerçekleştirememesi sonucu gerçekleşir ve hücre ölümüyle sonuçlanır. Kainik asit,  glutamat reseptör agonisti olarak bilinen güçlü bir nörotoksindir ve nöronal hasar oluşumu ve gelişimini tetikleyerek eksitotoksisiteye neden olur. MSS normal işleyişinde, presinaptik nöronlardan sinaptik boşluğa salınan glutamatın, astrositlerin ve postsinaptik nöronların membranlarında bulunan glutamat taşıyıcıları tarafından hücrelere alımı ve sinaptik boşluktan temizlenmesi gerçekleştirilmektedir. En fazla glutamat taşınımı GLT-1 ile sağlanmaktadır. Bu çalışmada; nöroblastoma ve glia hücrelerinde, kainik asit ile eksitotoksisitenin indüklenmesi sonucu GLT-1’in ifadesinde meydana gelen değişiklikler ve bu taşıyıcıların normal süreçteki glutamat taşınımında önemi gösterilmek istenmiştir. MTT Assay Testi ile 50, 200, 500, 1000 µM dozlarda kainik asit, N2A ve IHA hücrelerine verilerek 24 saat sonunda hangi dozda eksitotoksisite durumu ile hücre ölümü gerçekleştiği belirlenmiş, belirlenen dozda  petrilerde kültüre edilen hücrelere kainik asit verilmiştir. 24 saat inkübasyon sonrası kontrol ve kainik asit verilen hücrelerden protein ekstraktları elde edilmiş ve protein miktar tayini gerçekleştirilmiştir. Western Blot tekniği kullanılarak GLT-1 taşıyıcısının protein düzeyindeki ifadesine bakılmıştır. Protein ifadesi belirlenemeyen hücrelerden RNA izolasyonu gerçekleştirilmiş, cDNA üretilmiş ve RT-PCR tekniği kullanılarak GLT-1’in mRNA düzeyindeki ifadesi kontrol ve kainik asit verilen örnekler arasında karşılaştırılmıştır. Bu çalışmalar sonucunda, kullanılan N2A hücre hattı için kainik asit ile indüklenen GLT-1 protein ifadesi Western Blot tekniği ile görüntülenemedi. Bu nedenle, kontrol ve kainik asit verilen N2A hücrelerinden RNA elde edilerek GLT-1’in mRNA düzeyi araştırıldı. GLT-1’in mRNA düzeyindeki ifadesinin, kainik asit verilmiş hücrelerde kontrole oranla arttığı gözlemlendi. Bununla birlikte, glia hücrelerinde yapılan çalışmalarda ise kainik asit verilen hücrelerin GLT-1 protein seviyesinin kontrol hücrelerine göre arttığı gözlemlendi. Her iki hücre türünde alınan sonuçlar birbiri ile uyumlu olup eksitotoksisite durumunda, sinaptik boşlukta fazla bulunan glutamatı toplamak için GLT-1 seviyesinde beklenen artışın görüldüğü bulundu.

Anahtar Kelimeler: EAAT-2, eksitotoksisite, glutamat taşınımı, kainik asit

ABSTRACT
THE FORMATION OF AN EXCITOTOXICITY MODEL WITH KAINIC ACID IN CELLS AND THE EXAMINATION OF GLUTAMATE TRANSPORTER-1 (GLT-1)
Uyarici R.  Aydin Adnan Menderes University Health Sciences Institute of Medical Biology (Medical Faculty) Program, Master Thesis, Aydin, 2019

Excitotoxicity is the abnormal and excessive increase of the neurotransmitter glutamate released into the synaptic space in the CNS. Usually, this condition occurs due to the dysfunctioning of the glutamate transporters which clear glutamate from the synaptic space, resulting in cellular death. Kainic acid is a potent neurotoxin which is known as a glutamate receptor agonist and it induces neuronal damage, leading to excitotoxicity. Normally, glutamate is released from the presynaptic neurons to the synaptic cleft and taken up by the glutamate transporters on the postsynaptic neurons or astrocytes. The majority of the glutamate transport is carried out by GLT-1.  In this study; by inducing excitotoxicity via kainic acid in N2A and IHA cells, the changes in the expression of GLT-1 and the importance of glutamate transporters in the normal process of glutamate transport were tried to be shown. 50,200,500,1000 µM doses of kainic acid were applied to N2A and IHA cells for 24 hours, and the cell viability was assessed with MTT assay. A specific dose was determined, kainic acid was applied to the cultured cells in petri dishes. After 24 hour incubation, protein extracts were made from both kainic acid treated and control cells and the concentrations of the protein extracts were quantified. The expression of GLT-1 transporter at the protein level was examined using the Western Blot technique. For the samples whose protein expression could not be determined by Western Blot technique, RNA isolation was performed from the cells, cDNA was produced and the expression of GLT-1 at mRNA level using RT-PCR technique was carried out comparing kainic acid treated and control cells. A a result of the studies, kainic acid-induced GLT-1 protein expression could not be visualized by Western Blot technique for the N2A cell line used. Therefore, mRNA level of GLT-1 was investigated by obtaining RNA from kainic acid treated or control N2A cells and it was observed that the expression of GLT-1 mRNA level increased in kainic acid treated celss compared to control cells. It was observed that GLT-1 protein levels were increased in kainic acid treated glial cells compared with control cells. The results obtained in both cell types were consistent with each other and it was found that, in the case of excitotoxicity, the expected increase in GLT-1 was observed to collect the excess glutamate.
Key Words: EAAT-2, excitotoxicity, glutamate uptake, kainic acid.
1. GİRİŞ
          Eksitotoksisite;  memelilerde bulunan ve  nörotransmitter olarak sinirsel iletimde görevli glutamatın, sinaptik boşlukta  birikmesi ve sinirsel iletimde kesintiye  neden olması ile karakterize  bir durum olarak tanımlanmaktadır. Yapılan çalışmalarla  eksitotoksisitenin; Alzheimer, Parkinson, ALS (Amiyotrofik Lateral Skleroz), MS (Multipl sklerozis) gibi nörodejeneratif hastalıklarda görülen bir  durum olduğu gösterilmiştir. Ayrıca eksitotoksisite, Merkezi Sinir Sistemi’ni önemli derecede etkileyen, nöronal fonksiyonların doğru şekilde işlemesini engelleyen birçok disfonksiyona neden olan ve aynı zamanda ölümle sonuçlanabilecek rahatsızlıkların temelinin dayandığı toksik bir durumdur (Zoia ve ark, 2004).
          Glutamat alınımı, ekstraselüler matriks ya da sinaptik boşlukta uzun süre ve yoğun konsantrasyonda bulunmaması gereken glutamatın glial hücreler ya da postsinaptik nöronlar tarafından alınarak temizlenmesi işlemidir (Danbolt, 2001). Bu işlem postsinaptik nöronlar ve glial (astrosit)  hücreler üzerindeki glutamat taşıyıcıları aracılığı ile yapılır. Glutamat alınımı mekanizmasında gerçekleşen olağandışı bir durumla glutamatın sinaptik boşluktan temizlenememesi ve birikmesi sonucu eksitotoksisite meydana gelmektedir (Şekil 11) (Zoppi ve ark, 2011; Vargas-Sánchez ve ark, 2012). 
          Glutamat alınımı süreci şu şekilde işlemektedir; presinaptik nöron olarak adlandırılan glutamerjik nöronlar tarafından glutaminden sentezlenen ve nörotransmitter olarak sinaptik boşluğa salınan glutamat, diğer hücreler üzerinde bulunan metabotropik ve iyonotropik reseptörlerce tanınır ve iyon kanalları üzerinden gerçekleşen iyon değişimleri ile astrositler ya da postsinaptik nöronlar tarafından hücre içine alınır (Danbolt, 2001). Hücrelere alınan glutamat tekrar kullanılmak üzere Glutamin Sentetaz (GS) tarafından glutamin formuna dönüştürülür veya sitrik asit döngüsünde hücrelere ATP üretmek için kullanılır. Süreç bu şekilde devam ettiği sürece nöronların uyarımı ve glutamat döngüsü düzenli bir işleyiş içerisinde sağlanmaktadır (Şekil 1) (Karaca ve ark, 2011).

          Eksitotoksisite ile ilişkili nörodejeneratif hastalıkların ve temelinde yatan eksitotoksik sebebin moleküler mekanizmasını araştırmak için in vivo ve in vitro eksitotoksisite modellemesi yapılmaktadır (De Groot ve ark, 2005). Eksitotoksik ajanlarla toksisite oluşumu; in vivo çalışmalarla model organizmalar üzerinde, in vitro çalışmalarla hücre hatları üzerinde gerçekleştirilmiştir (Carulla ve ark, 2015). Toksik ajan olarak ise kainik asit gibi glutamat agonisti maddeler kullanılmıştır (Zhang ve Zhu, 2011). 
          Bu çalışmadaki amaç,  nöroblastoma (N2A) ve glia (IHA-immortalized human astrocytes) hücrelerinde, kainik asit verilerek oluşturulan eksitotoksisite sonucunda glutamat taşıyıcısı GLT-1 ifadesi üzerindeki değişimleri araştırmaktır. Bu etkinin hangi şekilde ve ölçüde olduğunun görülmesi eksitotoksisitenin moleküler mekanizmasının aydınlatılmasını sağlayacak ve ileride nörodejeneratif hastalıklar üzerinde yapılacak olan çalışmalara kaynak oluşturacaktır. Ayrıca kullanılan hücre hatlarının da birer eksitotoksisite modeli olabileceğini gösterecektir. 
2.GENEL BİLGİLER

2.1. Kısa Bir Tarihçe
          Bundan 75-80 yıl önce beyinde özellikle de Santral Sinir Sistemi (SSS)’ nde glutamatın metabolik açıdan önemi farkedilmiş ve beyin dokusunun glutamat alınımına karşı yüksek bir afinite gösterdiği görülmüştür (Danbolt, 2001). Glutamatın beyindeki metabolik aktivitesinin farkedilmesinden yaklaşık 20 sene sonra glutamat-glutamin metabolizmasının aydınlanmasına bağlı olarak da glutamatın beyindeki indükleyici etkisi araştırılmaya başlanmıştır (Danbolt, 2001). Bu bulgular ışığında, glutamat gibi bir aminoasitin eksitatör bir nörotransmitter olup olmadığı anlaşılmaya çalışılmıştır. Farklı bir biçimde bir dizi aspartat ve glutamat analoğu sentezlenerek 2 ana tipte glutamat reseptörü olduğu sonucuna varılmıştır. Bunlar, metabotropik ve iyonotopik reseptörlerdir. İyonotopik reseptörler de NMDA (N-metil-D-aspartat) reseptörleri ve AMPA/Kainat (α-amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoksazolepropiyonik asit) reseptörleri (ilk olarak quisqualate adlandırılmıştır) olarak ikiye ayrılmışlardır (Tüm reseptör grupları Şekil 4’ de görülmektedir, Gözen 2008). 
          1970 ve 1980’li yıllara gelindiğinde birkaç grup tarafından glutamat alınımı ya da taşınımı ile ilgili çalışmalar göstermiştir ki; glutamat alınımı hücrelerin ekstraselüler ve intraselüler sıvıları arasında gerçekleşen bir Na+ ve K+ depolarizasyonu ve repolarizasyonu ile sağlanmaktadır (Danbolt, 2001). Glutamat alınımının hem nöronlarda hem de astrositlerde mevcut olduğu görülmekle birlikte daha sonraki yıllarda alınımın yalnızca az önce de bahsedilen Na+ ve K+ depolarizasyonu ve repolarizasyonu gibi basit bir aktivasyonla değil daha kompleks ve karmaşık şekilde gerçekleştiği görülmüş ve bu sinaptik iletim üzerinden çalışmalar devam ettirilmiştir (Danbolt, 2001). Devam eden çalışmalar neticesinde ise glutamat taşıyıcılarıyla glutamat alınımı ve metabolize edilmesi ile ilgili basamaklarda glutamatın tekrar nörotransmitter olarak kullanılması için glutamine dönüştürüldüğü ve ayrıca sitrik asit döngüsünde ATP oluşumunun kaynağı olduğu ortaya çıkartılmıştır (Karaca ve ark, 2011).
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Şekil 1: Astrosit ve glutamerjik nöron arasında gerçekleşen glutamat-glutamin ve sitrik asit döngüsü. Karaca ve ark. 2011’ den adapte edilmiştir.
 2.2. Bir Eksitatör Nörotransmitter: Glutamat
          Glutamat, farklı metabolik yollarla sentezlenebilen, esansiyel olmayan bir amino asittir. Memelilerin Santral Sinir Sistemi (SSS)’ndeki eksitatör sinyallerin ana aracısı olan glutamat; beynin, hafıza, öğrenme, bilişsel beceri ve etkinlikler gibi fonksiyonlarında rol oynayan ve ayrıca birçok farklı reaksiyonda hem substrat hem de ürün olarak işlev gören önemli bir nörotransmitterdir. Glutamat sadece endokrin hücrelerde değil periferal organlarda ve dokularda da bir sinyal molekülü olarak rol oynamaktadır (Khadrawyb ve Ezza, 2014).
          Glutamat; beynin, hafıza, öğrenme, biliş gibi fonksiyonlarının haricinde sinaps indüksiyonu ve eliminasyonu, hücre göçü, farklılaşma ve ölüm de dahil olmak üzere merkezi sinir sisteminin oluşumundan gelişimine kadar her basamakta önemli rol oynar (Danbolt, 2001; Rueda ve ark, 2016; Walker ve van der Donk, 2016).

          Beyinde bulunan glutamat çoğunlukla intraselüler sıvıdadır ve sürekli olarak metabolize edilerek nörotransmitter olarak kullanılmaktadır. Özellikle sinir terminallerinde yüksek konsantrasyonlarda bulunan glutamat çok dinamik ve hassas bir denge içinde bulunmaktadır. Çünkü glutamat, sürekli olarak presinaptik nöronlardan salınmakta, postsinaptik nöronlar ve astrositler tarafından kusursuz bir biçimde toplanmaktadır. Bu alınım ya da taşınım sırasında düşük glutamat konsantrasyonunda tutulmaya çalışılan ekstraselüler sıvı kritik bir önem taşımaktadır (Ottersen ve ark, 1992; Storm-Mathisen ve ark, 1992; Ottersen ve ark, 1996). Eğer ekstraselüler sıvıda glutamat düşük konsantrasyonlarda tutulamazsa, glutamatın toksik etkisi ile birlikte aşırı reseptör uyarımı gerçekleşecek ve kusursuz işleyen sistemde dengesizlikler meydana gelecektir. Bunun aksi olarak, intraselüler sıvıya aktarılan glutamat hem metabolize edildiği hem de sinaptik iletimde engel oluşturmadığı için intraselüler sıvı içerisinde toksik etki oluşturmamaktadır.
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Şekil 2: Glutamatın yapısı.
2.3. Glutamat ve Biyosentezi
          Glutamin ve α-ketoglutarattan sentezlenen glutamat, memeli organizmalarda en fazla bulunan ve aminoasit yapıda bir nörotransmitter olduğu için oldukça ilgi çekmiş ve araştırma konusu olmuştur (Şekil 2). Özellikle de sinaptik iletim sırasındaki uyarıcı görevi üzerinde durularak, glutamat ile bağlantılı birçok mekanizmanın araştırılmasında önemli bir rol oynamaktadır (Danbolt, Furness ve Zhou, 2016).
          Glutamatın biyosentezi; aktivatörler ve inhibitörler tarafından düzenlenen enzimlerle katalize edilen dönüşümlü tepkimelerden meydana gelmektedir. Bu enzimler glutamat dehidrogenaz, glutamin sentetaz, glutaminaz, glutamat oksalasetat transaminazdır. Bu enzimler tepkimeyi katalizleyip, metabolik ürünler açığa çıkararak glutaminden glutamat ve glutamattan TCA siklusuna katılacak olan α-ketoglutaratı meydana getirmektedir (Yelamanchi ve ark, 2016). Bu döngü Şekil 3’ de gösterilmiştir. 
[image: image3.png]GLUTAMIN

ADP+P, H,0
Glutamin Sentetaz D < Glutaminaz
NH,* +ATP NH,*

GLUTAMAT

NAD* a Oksalasetat
Glutamat dehidrojenaz > < Glutamat oksalasetat transaminaz
NH,* +NADH 4 Aspartat

a -ketoglutarat





Şekil 3: Glutamat Biyosentezi şeması.  Walker ve ark. 2016’ dan değiştirilerek adapte edilmiştir.

2.4. Glutamat Reseptörleri
          Membran üzerinde bulunan reseptörler, glutamat taşınımı için öncül olmakla birlikte Ca+2, Na+ ve K+ ile etkin hale gelmektedir. Daha önce de bahsedilen bu reseptörler 2 ana sınıf olarak karşımıza çıkmaktadır (Kew ve Kemp, 2005). Bunlar;  
1)İyonotopik reseptörler

   a)NMDA reseptörleri (N-Metil-D-Aspartat)

   b) AMPA (α-amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoksazolepropiyonik asit )/ kainat reseptörleri

2)Metabotropik reseptörler dir. 

          Bu reseptörlerin ayrıldığı alt gruplar da Şekil 4’ de gösterilmiştir.

 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



Şekil 4: Glutamat reseptörlerinin sınıflandırılması. Gözen 2008’ den adapte edilmiştir.
2.4.1. İyonotopik Reseptörler 
2.4.1.1. NMDA (N-metil-D-aspartat) reseptörleri
          Eksitatör (uyarıcı) etki oluşturan, Ca+2, Na+ ve K+ 'ya karşı geçirgen olan NMDA (N-metil-D-aspartat) reseptörleri, farklı fizyolojik ve farmakolojik özelliklere sahip ve yine farklı şekilde dağılmış olan tetramerik, heteromerik yapıdaki NMDA1 ve NMDA2 alt birim gruplarından oluşmaktadır (Şekil 5). Bu alt birimlerin farklı kombinasyonları vardır ve çeşitli NMDA reseptör aracılı postsinaptik yanıtlar üretirler (Benveniste ve Mayer, 1991; Clements ve Westbrook, 1991; Kew ve Kemp, 2005). Bu reseptörler beyin ve omurilikte bulunan nöronlarda yaygın olarak görülmektedirler. Üzerinde glutamin, Zn+2, Mg+2, glutamat ve poliamin gibi agonistlere özel bağlanma bölgeleri bulundururlar (Newcomer, Farber ve Olney, 2000). Bu bağlanma bölgelerine spesifik maddelerin bağlanarak NMDA reseptörlerini aktive etmesi ile hücre içi ve dışı arasındaki Ca+2, Na+, K+ iyonlarının değişimleri gerçekleşir. Depolarizasyonun oluşması ve sonrasında sinaptik iletimin başlamasıyla, glutamat taşıyıcılarının aktivasyonu ve glutamatın sinaptik boşluktan temizlenmesi için NMDA reseptörleri önemli iyonotopik reseptörlerdir.
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Şekil 5: NMDA reseptörü ve bağlanma bölgeleri. Krzystanek  ve Pałasz , 2019’dan adapte edilmiştir.
          NMDA reseptörleri üç birimden (NR1, NR2, NR3) oluşmaktadır ve bu reseptörler iyonotopik reseptörler oldukları için bazı iletim yolu mekanizmaları ile aktive edilmektedirler (Kew ve Kemp, 2005).
2.4.1.2. AMPA (α-amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoksazolepropiyonik asit)/kainat reseptörleri
          AMPA (α-amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoksazolepropiyonik asit) ve kainat reseptörleri Ca+2, Na+ iyonlarının intraselüler ve ekstraselüler sıvılar arasındaki geçişi ile glutamat taşımına öncülük eden reseptörlerdir (Geiger ve ark, 1995). AMPA reseptörleri NMDA (N-metil-D-aspartat) reseptörlerine göre daha az glutamat afinitesine sahip olsa da NMDA reseptörlerinin aktivasyonu için önce AMPA reseptörlerinin aktivasyonunun gerçekleşmesi gerekmektedir (Kew ve Kemp, 2005). 
          AMPA reseptörleri çeşitli mekanizmalarla öğrenme, bellek, eksitotoksisite ve nöron koruma ile ilgili sinaptik plastisite süreçlerine katkıda bulunurlar. Uyarıcı yanıtın başlatıcısı olan AMPA reseptörleri, üstlendikleri bu özellikleri nedeniyle fizyolojik, patolojik ve terapötik davranışlarda da önemlidir (Kew ve Kemp, 2005). Bununla birlikte, AMPA reseptörlerinin aşırı aktivasyonu, sinir sistemine zarar verebilir; konvülsiyon (geçici nörolojik işlev bozukluğu) veya nöronal ölüm meydana getirebilir. Kainat reseptörleri, nöronal uyarım ve inhibisyon arasındaki dengeyi hassas bir şekilde ayarlayarak modülatör (düzenleyici) roller oynamaktadırlar (Gasparini ve ark, 2013).
2.4.2. Metabotropik reseptörler
          Postsinaptik iyon kanallarının açılıp kapanmasını sağlayan ikinci reseptör ailesi olan metabotropik reseptörler, iyonotopik reseptörler gibi doğrudan iyon kanallarına bağlanmazlar. Bu reseptörlerin aktivasyonu için G proteinleri olarak adlandırılan ara moleküllerin aktive olması gerekmektedir. Bu yüzden metabotropik reseptörler G-protein bağlı reseptör olarak da adlandırılmaktadırlar (Danbolt, 2001). Metabotropik reseptörler nörotransmitter bağlanma bölgesi içeren ekstraselüler domain ve G-proteinlerinin bağlandığı intraselüler domain içeren monomerik yapıdaki proteinlerdir. 
          Metabotropik reseptörlere bağlanan nörotransmitter, G-proteinlerini aktive ederek reseptörden ayrılır ve doğrudan iyon kanalları ile etkileşir veya enzim gibi diğer efektör proteinlere bağlanır. Sonuç olarak iyon kanallarını açan veya kapatan hücre içi haberciler oluşmaktadır (Purves, Augustine, Fitzpatrick ve ark, 2001). Metabotropik reseptörler 3 sınıfa ayrılmıştır. Sınıf I (mGluR1, mGluR5) ve Sınıf II (mGluR2, mGluR3) reseptörler fosfolipaz C’nin aktivasyonunda, Sınıf III (mGluR4, mGluR6, mGluR7, mGluR8) reseptörler ise adenilat siklazın inhibisyonunda rol oynarlar (Şekil 6 ve 7) (Kew ve Kemp, 2005).
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Şekil 6: Metabotropik reseptörlerin alt grupları ve iletim yolu mekanizmaları.
          Bu sınıflandırmayla farklı enzimler ile görevini yapan metabotropik reseptörlerin, çeşitli efektör mekanizmalara bağlanarak aktivasyonu sağlanır (Gasparini ve ark, 2013; Spampinato ve ark, 2018). 
[image: image7.png]ASTROSIT

PKC: Protein Kinaz C
PLC: Fosfolipaz C
DAG: Diasilgliserol

mGluRS
mGluR1

PRESINAPTIK
H.

® :Glutamat

PLD: Fosfolipaz D

MAPK: Mitojenle Etkinlesen Protein q
Kinaz POSTSINAPTIK
1P3: inositol (1,4,5)-trifosfat mGluRS





Şekil 7: Glutamat reseptörlerinin postsinaptik, presinaptik ve glia (astrosit) hücreleri üzerindeki yerleşimleri. Gasparini ve ark. 2013’ den değiştirilerek adapte edilmiştir.
2.5. Glutamat Taşıyıcıları 
          Beyinde;  presinaptik nöronlardan sinaptik boşluğa salınan glutamatın, postsinaptik nöronlar ve glia hücreleri tarafından alınmasını sağlayacak protein yapıda çok sayıda glutamat taşıyıcısı bulunmaktadır (Şekil 8). Bu taşıyıcılardan bazıları plazma zarları üzerinde bulunurken bazıları da hücre içindedir (Danbolt, 2001). Glutamat taşıyıcıları fazla glutamatı sinaptik boşluktan temizleyerek sitrik asit döngüsüne ve tekrar sinaptik boşluğa salınmak üzere ilgili metabolik yolağa aktarırlar. Sitrik asit döngüsüne katılan glutamatın bir kısmı ATP (adenozin tri fosfat) üretiminde kullanılırken glutamatın bir kısmı astrositlerde glutamin formuna dönüştürülür (Karaca ve ark, 2011). Glutamin, glutamerjik nöronlar tarafından glutamat formuna dönüştürülür ve sinaptik boşluğa salınır. Glutamat konsantrasyonu bu belirtilen durumdan dolayı astrositlerdeki sinaptik terminallerde değil nöronlardaki sinaptik terminallerde daha yoğun olarak bulunmaktadır (Danbolt, 2001).  
          Glutamat taşıyıcıları 5 alt tip olarak sınıflandırılmışlardır. Bunlar GLAST, GLT-1 (EAAT-2),  EAAC-1,  EAAT-4 ve EAAT-5’tir. Bunlardan ikisi yoğun olarak astrositlerde (GLT-1 ve GLAST) bulunurken üç tanesinin ise nöronlarda daha fazla bulunduğu saptanmıştır (Danbolt, 2001). Bu taşıyıcılardan GLT-1’in glutamat taşınımını büyük miktarda gerçekleştirdiği bilinmektedir (Rimmele ve ark, 2016).
          Glutamat taşıyıcıları Na+, K+ ve H+ iyonlarının hücre içi ve dışındaki konsantrasyonlarının elektrokimyasal değişimi ile glutamatın taşınımını gerçekleştirirler (Robinson ve Jackson, 2016).  

2.5.1. GLAST (Glumat/Aspartat Taşıyıcısı)
          Astrositlerde, GLAST diğer adıyla EAAT-1 yüksek afiniteli bir glutamat taşıyıcısıdır. SLC1A3 geni tarafından kodlanan EAAT-1 insanda 5.kromozomun kısa koluna (5p11-12-13)  lokalizedir. EAAT-1 geni olarak da bilinen SLC1A3 geni 59 kDA’luk EAAT-1 proteinini kodlar. Bu taşıyıcılar sadece beyinde değil retina ve kalple birlikte birçok organda ifadesi sağlanan taşıyıcılardandır. Özellikle Bergman glia hücrelerinde ekspresyonu yüksektir (O'Donovan ve ark, 2017). Plazma zarında yüksek oranında ekspresyonu sağlanan bu taşıyıcı hücre dışından hücre içine glutamat taşıması ile beraber aspartat taşınımı için de mitokondrinin iç zarında lokalize bir durumdadır (Rauen ve Wieûner, 2000; Stoffela 2004).  

2.5.2. GLT-1 (Glutamat Taşıyıcısı-1) 
          EAAT-2 (eksitatör amino asit taşıyıcısı-2) olarak da bilinen GLT-1, EAAT (eksitatör amino asit taşıyıcısı) ailesinin beyinde glutamat alınımını büyük oranda gerçekleştiren taşıyıcısıdır. Sinapslardaki glutamat seviyelerini düzenleyerek bazı nörodejeneratif hastalıklarda eksitotoksik nöronal hasarı önlemede önemli bir rol oynamaktadır. (Garcia-Esparcia ve ark, 2018). 11. kromozomun kısa kolunda (11p12-13) lokalize olan SLC1A2 geni EAAT-2 proteinini kodlamaktadır. EAAT-2 geni ile ilgili yapılan araştırmalar sonucunda, bu genin yalnızca beyin ve plasentada eksprese edildiği görülmüştür (O'Donovan ve ark, 2017).
          Buna ek olarak, beyinde, EAAT-2 ekspresyonuna bakıldığında homojen bir dağılım söz konusudur ve belli bir beyin bölgesinde lokalize değildir. Özellikle beynin glia hücrelerindeki ifadesinin daha fazla olduğu yapılan çalışmalar ile anlaşılmıştır. Posttranslasyonel modifikasyonlardan glikozilasyon ile konformasyon değişikliğine uğrayarak proteinin moleküler ağırlığında 5-10 kDA luk bir fark meydana gelmektedir (Rimmele ve ark, 2016).
          GLT-1 üzerinde yoğun bir araştırma mevcuttur ve bunun nedeni ekstraselüler matriksten intraselüler matrikse glutamat taşınımını en fazla gerçekleştiren taşıyıcılardan biri olmasıdır (Lin ve ark, 2012; Schneider ve ark, 2014; Shih ve ark; 2014). GLT-1 ile ilgili yapılan in vitro çalışmalar genel olarak glia ve glioblastoma hücreleri üzerinde gerçekleştirilmiştir. 
2.5.3. EAAT-3 (Eksitatör Amino Asit Taşıyıcısı-3)
          Nöronal hücrelerde, özellikle de postsinaptik nöronlarda, ifadesinin daha fazla olduğu bilinen EAAT-3 (eksitatör amino asit-3), 9. kromozomun kısa kolunun 24.2 konumunda lokalize olan SLC1A1 geni tarafından kodlanmaktadır (O'Donovan ve ark, 2017). EAAT-3 ile ilgili geniş çaplı bir çalışma olmamasına rağmen nörotransmiyonda değil de nöronal metabolizmada rol aldığı noktasındaki hipotezi destekleyen veriler elde edilmiştir (Nieoullon ve ark, 2006; Holmseth ve ark, 2012; Bianchi ve ark, 2013, Bjørn-Yoshimoto ve Underhill, 2016). 
 2.5.4. EAAT-4 (Eksitatör Amino Asit Taşıyıcısı-4)
          İnsanda tanımlanan, 19. kromozomdaki SLC1A6 geni tarafından kodlanan EAAT-4 (Eksitatör Amino Asit- 4), nöronal bir eksitatör taşıyıcıdır. Bu taşıyıcının serebellar Purkinje hücrelerinde eksprese düzeyi diğer beyin bölgelerine göre daha fazladır. Yapılan çalışmalarla EAAT-4’ün nöronlardaki ekspresyonunun yanı sıra astrositlerde az da olsa eksprese edildiği görülmüştür (Hu, Walters ve ark, 2003).   
 2.5.5. EAAT-5 (Eksitatör Amino Asit Taşıyıcısı-5)
          İnsanda tanımlanmış olan ve 1. kromozomda SLC1A7 geni tarafından kodlanan EAAT-5 (Eksitatör Amino Asit-5), nöronal eksitatör taşıyıcıdır. EAAT-5 taşıyıcısının nöronların yanı sıra Müller hücrelerinde ve retinada da ifade edildiği görülmüştür (Danbolt, 2001)
          EAAT-5 daha çok fotoreseptörler, bipolar ve amakrin hücrelerinde eksprese edilir. Düşük glutamat taşıma hızı ve büyük anyon iletkenliği sergilediği bilinmektedir (Schneider ve ark, 2014).
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Şekil 8: Glutamat taşıyıcılarının presinaptik ve postsinaptik terminaller ile astrositlerdeki konumları. Rose ve ark. 2018’ den değişirilerek adapte edilmiştir.
2.6. Glutamat Alımı (Taşınımı)
          Glutamat, presinaptik nöronların membranlarından Ca2+ bağımlı depolarizasyon yoluyla salınmakta, daha sonrasında glutamatın Na+ bağımlı yüksek afiniteli glutamat EAAT’leri aracılığıyla geri alınımı gerçekleştirilmektedir (Şekil 9). Bir milisaniye içinde gerçekleşen bu olaya nörotransmisyon adı verilmektedir (Danbolt, 2001). 
          Presinaptik nöronlardan salınan glutamat, glial hücreler (astrosit) tarafından EAAT’ler aracılığıyla alınarak glutamin sentetaz enzimi ile glutamine dönüştürülür. Glial hücreler tarafından alınan glutamatın glutamine dönüştürülmesiyle nörotransmisyon sonrası nöroproteksiyon sağlanmakta ve eksitotoksisite önlenmektedir. Glutamin glial hücrelerde dönüşümü sonrası presinaptik nöron tarafından Na+ bağımlı glutamin alım sistemleri yoluyla alınır ve glutaminaz enzimi ile glutamat formuna dönüştürülür. Böylelikle glutamat-glutamin döngüsü tamamlanarak glutamat taşınımı gerçekleştirilmektedir (Kritis ve ark, 2015).
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Şekil 9: Glutamat salınımı ve taşınımı. Kritis ve ark. 2015’den değiştirilerek adapte edilmiştir.
2.7. Eksitotoksisite 

          Eksitotoksisite  Olney tarafından “Eksitotoksisite, eksitatör amino asit glutamatın sinaptik boşluğa aşırı salınımı ile bu boşluktan  temizlenmesi için  postsinaptik reseptörlerin aşırı aktifleşmesi ile tetiklenen bir nöronal hücre ölümü şeklidir.” biçiminde bir hipotez olarak tanımlanmıştır (Chen, Moulder ve ark, 1999). Bu hipoteze göre, glutamat reseptörlerinin, agonistlerinin sinaptik boşlukta artan konsantrasyonları ile aşırı uyarılmasıyla uzun süreli aktivasyonlarının; mitokondriyal disfonksiyon, nöronal hiperaktivasyon ve hasara yol açmakta olduğu belirtilmiştir (Şekil 10) (Wang ve ark, 2015; Xue ve ark, 2017). 
          Glutamat ve glutamat gibi eksitatör nörotransmitterlerin sinaptik boşlukta birikmesiyle eksitotoksisiteyi indüklemesinden dolayı, bu nörotranmitterler, eksitotoksin ya da nörotoksin olarak adlandırılmaktadır (Danbolt, Furness ve Zhou, 2016).

          In vivo ve in vitro çalışmalarda,  sinaptik boşluktaki glutamatın nörotoksisiteyi indüklediği bulunmuştur. Nörotransmisyon, kalsiyum homeostazı (dengesi) ve glutamaterjik sistemin aşırı aktivasyonu süreçlerinin daha iyi anlaşılması, eksitotoksisite mekanizmasını anlamak için önemlidir (Saliñska ve ark, 2005). 
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Şekil 10: Eksitotoksisiteyi oluşturan mekanizmalar. Uzun süreli glutamat uyarımıyla, çok sayıda hücresel süreci de etkileyen bir hücre içi Ca+2 artışı oluşur. Sonuçta mitokondriyal disfonksiyon ve Ca+2 bağımlı proteazların aktivasyonuyla birlikte apoptoz veya nekroz yoluyla hücre ölümü meydana gelmektedir. Banoa ve ark. 2018’ den değiştirilerek adapte edilmiştir.
          Eksitotoksisite mekanizmasının aydınlatılması; nükleer geçirgenliğin, mitokondriyal disfonksiyonun, oksidatif stresin ve NMDA reseptörlerinin anlaşılması ile gerçekleşmiştir (Ye ve Sontheimer, 1999; Wang ve ark, 2015). Eksitotoksisite mekanizmasının geçirgenliğinden ayrı olarak hücre dışı Cl- düzeyi ve ligand kapılı Cl- kapıları ile ilişkili olduğu ve aynı zamanda hücre ölümüne yol açtığı görülmüştür (Chen, Moulder ve ark, 1999). Bu bilgiler ışığında, glutamatın sinaptik boşlukta birikerek Ca2+ geçirgenliği fazla olan NMDA reseptörlerini aşırı uyarmasıyla, Na+ iyonlarının postsinaptik hücreler içine girişi ve bununla birlikte kontrolsüz uyarım ve iyon dengesizliği sonucu hem postsinaptik nöronlarda hem aktif glia hücrelerinde reaktif oksijen türlerinin sentezlenerek hücre zarında lipid peroksidasyonuna ve hücre ölümüne sebep olduğu anlaşılmıştır (Khadrawyb ve Ezza, 2014; Arco ve Satrustegui, 2016; Banoa ve Ankarcronab, 2018). Alzheimer Hastalığı, Parkinson Hastalığı, inme, demans gibi nörodejenerasyon sonucu meydana gelen tüm hastalıkların temeline bakıldığında bahsedilen eksitotoksisite mekanizmasına rastlanmaktadır (Şekil 11). Bu hastalıklarda eksitotoksisite mekanizmanın daha anlaşılır hale gelmesi, tedavi yöntemlerinin geliştirilebilmesi adına önemli bir adım olarak görülmektedir (Assefa ve ark, 2018; González-Reyes, 2018; Ludtmann ve Abramov, 2018).
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Şekil 11: Glutamat metabolizması ve eksitotoksisite oluşumu şeması. Karaca ve ark. 2011’ den değiştirilerek alınmıştır.
3. GEREÇ ve YÖNTEM
3.1. Kullanılan Malzemeler
          N2A (nöroblastoma) hücre hattı, ECACC (The European Collection of Authenticated Cell Cultures)’den ve IHA (glia-Immortalized Human Astrocyte) hücre hattı Dokuz Eylül Üniversitesi İzmir Uluslararası Biyotıp ve Genom Enstitüsü (İBG) ’nden temin edilmiştir ve orjinal olarak Turcan ve ark. 2011 tarafından üretilmiştir (Turcan ve ark. 2011). Bu hatlar, ticari olarak üretilmiş olan hücre hatları olduğu için herhangi bir etik kurul onayı gerekmemektedir. 
Tablo 1: Deneylerin uygulanması sırasında kullanılan hücre hatları, kitler, kimyasallar ve sarf malzemeler.
	ÜRÜN
	FİRMA

	RIPA Lysis tamponu, 100 ml
Fosfataz İnhibitör Karışımı II (100X, 1 ml)

Proteaz İnhibitör Karışımı II (100X,1ml )

Fetal Bovine Serum (FBS), 100 ml
Penisilin-Streptomisin, 100X, 20 ml
Tripsin-EDTA (%0,25), 1X, 100 ml

L-Glutamine, 200 Mm, 100 ml

Dulbecco’s ModifiedEagleMedium (DMEM), 500 ml
Dulbecco’s PhosphateBufferSaline (DPBS),  500 ml
Kloroform

Ethanol absolute for analysis
	VWR Life Science
MedChem Express

MedChem Express

Gibco

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Gibco 

Capricorn, Gibco

ISOLAB

Millipore

	Methanol gradient grade for liquid chromatography

2-Merkaptoethanol for synthesis

Dimetil sülfoksit

Glycine,1000 g

SDS,100g

Tris base [Tris(hydroxymethyl)aminomethane],

1000g

Protein Quantitation Kit (Bradford Assay)

RiboEx (Total RNA isolation solution),100 ml

5xSDS-PAGE Sample Loading Buffer

WizScriptTM cDNA Synthesis Kit(High Capacity) with RNase Inhibitor

RealAmpTM SYBR qPCR Master Mix(2X, High ROX)

MTT Cell Viability Assay Kit

EAAT-2 Polyclonal Antibody /Rabbit

EAAT-2 Polyclonal Antibody / Rabbit 
Anti Rabbit IgG-HRP

N2A Hücre Hattı
IHA Hücre Hattı
10 cm2 petri                                                                           
1,5 ml’lik steril ependorf
	Millipore

Millipore 

Millipore

Nzytech

BioShop

Nzytech

Abcam

GeneAll

Nzytech

Wizbiosolutions 

Lolicato

Biotium

Elabscience

Cell Signaling

Elabscience

ECACC
İBG (İzmir Uluslararası Biyotıp ve Genom Enstitüsü)

Corning

AxygenQuality

	15 ml’lik steril falkon
50 ml’lik steril falkon
Pipet tek kullanımlık steril, 5 ml
Pipet tek kullanımlık steril, 10 ml
2 ml’lik steril hücre dondurma tüpü
	VWR Life Science 
Sigma-Aldrich

Costar

Costar

VWR Life Science


3.2. Kullanılan Cihazlar
          Deneylerin uygulanması sırasında kullanılan cihazlar aşağıda verilmiştir.

Spektrofotometre (ThermoFisher Scientific)
Western Blot Seti (Yürütme, transfer tankı, güç kaynağı vs.- BioRad)
qPCR cihazı (ThermoFisher Scientific)
NanoDrop (ThermoFisher Scientific)
UV Görüntüleme Sistemi (UV-Chemi Dot-2)
Hot Block (Sıcak Blok)
İnvert (Ters) Mikroskop
Hücre Kültürü Kabini (Laminar air flow cabinet )
Santrifüj
Soğutmalı Santrifüj
Etüv (İnkübatör-CO2’li)
-80ºC Dondurucu (Deep Freeze)
Sıvı Azot Tankı (-196ºC)
+4 ºC ve -20ºC Buzdolabı
Shaker (Çalkalayıcı)
pHmetre
Hassas Terazi
Su banyosu
Otoklav
Distile Su Cihazı (DD)
Distile Su Cihazı (BD)
Buz Makinesi Cihazı
3.3. Deney Düzeneğinin Hazırlanması

3.3.1. Hücre Kültürü Uygulamaları
3.3.1.1. Hücre çözme 

          Önceden ECACC tarafından kuru buz içerisinde gelen N2A hücre hattı ve İBG’den temin edilen IHA hattının sıvı azottan çıkarılarak kültür ortamına ve kültüre edilme prosedürlerine uygun bir şekilde çalışılmasını içeren bir basamaktır.

Su banyosu önceden ısıtılarak 37°C ye getirildi ve serum bulunduran besiyerinin 37°C’lik su banyosunda ısınması sağlandı. -196°C’lik sıvı azottan çıkarılan hücreler hızlı bir şekilde su banyosunda hücrelerin bulunduğu tüpün kapağı suya değmeyecek şekilde çözdürüldü. Hücrelerin bulunduğu tüpün kapağı %70 lik etil alkol ile steril edilerek kültür kabinine alındı ve N2A hücre hattı için 9 mL MEM-A besiyeri (serumlu)10 cm2 lik petriye koyularak üzerine çözdürülen hücre hattı eklendi ve yavaşca hücrelerin petriye eşit dağılması sağlandı. IHA hattı için 9 mL DMEM (serumlu) besiyeri 10 cm2 lik petriye koyularak üzerine çözdürülen hücre hattı eklendi ve yavaşca hücrelerin petriye eşit dağılması sağlandı. İnvert mikroskopla eşit dağılıp dağılmadığı kontrol edilen petriler 37°C ve %5 CO2 bulunan inkübatöre kaldırıldı ve petri yüzeyine tutunması için 24 saat inkübatörde bırakıldı. 24 saat bekleyen hücreler petri yüzeyine tutunduktan sonra DMSO’lu dondurma besiyeri de içeren temel besiyeri çekilerek PBS ile yıkandı, hücreler üzerine 10 mL taze besiyeri eklenerek inkübatöre kaldırıldı ve petri yüzeyi %70-80 arası hücre doluluk oranına ulaştığında tekrar 10 cm2’ lik petrilere pasajlandı.

3.3.1.2. Hücrelerin pasajlanması

          Hücreler düzenli olarak invert mikroskopta morfolojik ve sayısal açıdan incelendi. Hücrelerin gerekirse her gün besiyeri taze besiyeri ile değiştirildi. Hücrelerin durumuna göre 2-3 gün aralıklarla pasajlama yapıldı. Serumlu besiyeri ve PBS, sıcaklığı 37°C’ye gelen su banyosunda ısıtıldı. 37°C ve %5 CO2’li inkübatörden alınan petrilerdeki hücrelerin invert mikroskopta hücre canlılığı ve yoğunluğu incelendi. Önceden %70’lik etil alkol ile sterile edilmiş hücre kültürü kabinine petriler alındı. Petrilerden besiyeri aspire edilerek (çekilerek) önceden ısıtılan PBS’ten 5 mL alındı ve petriden besiyeri uzaklaştırıldı. Bu basamak tripsin-EDTA’nın etkinliğini düşmesine engel olmak için gerçekleştirildi. PBS ile yıkama işlemi sonrası PBS aspire edilerek 1 ml %0.05’lik tripsin-EDTA solüsyonundan eklendi. Tripsin hücrelerin yüzeyle ve birbirleri arasındaki bağlantıların kaldırılmasını ve böylelikle hücrelerin yüzeyden kalkmasını sağlayan bir solüsyondur. Tripsin solüsyonu eklenen petriler 3-5 dk arası inkübatöre kaldırılarak beklendi. Tripsin solüsyonunda bekleyen hücreler solüsyon içinde dağılmış ve yüzeyle bağlantısı kalmamış durumdadır. Yüzeyle ve birbirleri arasındaki bağlantıları kopan hücreler, invert mikroskopta da incelendikten sonra,  üzerine 9 mL serumlu taze besiyeri eklendi ve pipetaj yapılarak toplandı. Besiyeri içinde toplanan hücreler 2 petri içerisine 5 mL olacak şekilde ayrıldı ve üzerlerine 5 mL taze besiyeri eklenerek hücrelerin eşit şekilde dağılması sağlandı. İnvert mikroskopta hücrelerin eşit dağılıp dağılmadığı kontrol edildikten sonra inkübatöre kaldırıldı.

3.3.1.3. Hücrelerin sayılması ve hücre canlılığı 

          Pasajlama sırasında toplanan hücrelerden, hücre kültürü için steril edilmiş ependorf tüp içine 50 µl alındı ve üzerine yine aynı miktarda tripan mavisi boyası eklenerek pipetaj ile karıştırıldı (1:1 oranında dilüsyon olmalıdır. Hücre sayım cihazının prosedürüne uygun hazırlanmıştır). Karışımın bulunduğu ependorf tüpünden 10 µl alınarak Invitrogen™ Countess™ II hücre sayım cihazına uygun lama yüklenerek gerçekleştirildi. Canlı hücrelerin (tripan mavisi boya almayan hücrelerin) yüzde oranı hesaplandı. Hücre sayım cihazı 1 ml’de ne kadar hücre olduğunu ve hücre canlılık yüzdesini otomatik olarak hesapladığından sayım 3 kez tekrar edilerek ölçüldü ve ölçümlerin ortalaması alındı.

3.3.1.4. Dondurma besiyerinin hazırlanması

          Dondurma yapılacak her petri için 1 ml medium olacak şekilde, dondurulacak olan petri sayısına göre hesaplama yapıldı (Hazırlanacak besiyeri miktarından fazla besiyeri hazırlanır. Bunun nedeni dondurma besiyeri kullanılmadan önce filtreden geçirildiği için bir miktar besiyerinin kaybolmasıdır. Besiyeri her dondurma işleminden önce taze olarak hazırlanmalıdır). Hazırlanacak olan besiyeri miktarı belirlendikten sonra bu besiyeri miktarının %20’ si FBS (Fetal Sığır Serumu), %10’ u DMSO (Dimetil sülfoksit) ve geri kalan %70’ lik kısmı komplet olmayan (içeriğinde FBS, sodyum pirüvat, glutamin ve penisilin/streptomisin bulundurmayan)  besiyeri ile tamamlandı. Hazırlanan besiyeri filtreden geçirilerek buz üzerine bırakıldı.

3.3.1.5. Hücrelerin dondurulması

          Hücreler pasajlama sürecinde devam ettirilirken bir kısmı sonraki çalışmalarda kullanılmak üzere dondurularak saklandı. Bazı hücreler de ilk pasajda temin edilmediği için mümkün olduğunca temin edildikten sonra düşük pasaj numaralarında dondurularak saklandı. İlk pasajlarda dondurarak saklamanın bir amacı da hücrelerin pasaj numarası arttıkça genetik değişikliğe uğramasıdır. Dondurma besiyeri bir önceki kısımda anlatıldığı gibi hazırlanarak buz üzerine bırakıldı. Petriler inkübatörden alınarak invert mikroskopta canlılığı ve yoğunluğu incelenerek önceden steril edilen hücre kültürü kabinine alındı.  Petrilerden besiyeri çekilerek her petri için önceden ısıtılan 5 ml PBS ile yıkama yapıldı ve PBS petriden çekildi. PBS ile yıkama sonrası tripsin-EDTA solüsyonundan her petriye 1 ml koyuldu ve inkübatöre kaldırılarak 3-5 dk bekletildi. Hücreler invert mikroskopta kontrol edildikten sonra 7-8 ml besiyeri ile toplanarak 15 ml falkon tüpe aktarıldı ve 1200 rpm’de 5 dk santrifüj edildi. Santrifüj sonrası süpernatant kısım çekilerek atıldı, hücreler üzerine önceden hazırlanan dondurma besiyeri eklenerek yavaşca pipetaj yapıldı ve homojen şekilde karıştırıldı. Daha sonra kaç tane dondurma tüpünde stoklanacak ise her birinde 1 ml olacak şekilde ayrıldı ve tüplerin kapakları iyice kapatılarak tüpler 5 dk buz üzerinde bekletildi. Buzdan alınan dondurma tüpleri kademeli dondurma basamağının ilk aşaması olarak -20°C’ de 25-30 dk bekletildi. Daha sonra -20° C’den alınan tüpler,  -80° C’ de 3- 4 saat bekletilerek 196°C’ ye kaldırıldı.

3.3.1.6. Besiyeri hazırlama 

          N2A Hücre Hattı İçin Serumlu (Complete) Besiyeri Hazırlama

Totalde 500 mL olması gereken besiyeri için;

425 mL MEM-A (Capricorn) besiyeri (Toplamda 500 ml içinden 75 ml besiyeri çekilerek ayrılır.) 

50 ml FBS (Fetal Bovine Serum-%10 )

15 ml Glutamin 

5 ml Penisilin/streptomisin (%1 )

5 ml Sodyum Pirüvat (%1) 
          IHA (Immortalized Human Astrocyte) Hücre Hattı İçin Serumlu (Complete) Besiyeri   Hazırlama

Totalde 500 mL olması gereken besiyeri için;

425 mL DMEM (Gibco) besiyeri (Toplamda 500 ml içinden 75 ml besiyeri çekilerek ayrılır.)

50 ml FBS (Fetal Bovine Serum-%10 )

15 ml Glutamin

5 ml Penisilin/streptomisin (%1 )

5 ml Sodyum Pirüvat (%1)

3.3.2. Kainik Asitin Konsantre Edilmesi ve Uygulama Dozlarının Hazırlanması

          Kainik asit alınan firmadan geldiğinde cam şişede ve toz kristal formda olan bir toksik ajandır. 25 mg kainik asit gerekli mol ve molarite hesaplamaları yapıldıktan sonra 2 ml ultra saf suda çözülerek ana stok 58,62 mM olarak elde edildi.

          Ana stoktan 10 mM ve 500 µM lik MTT Assay için kullanılmak üzere ara stoklar hazırlandı (Kainik asit stoklarının hazırlanması hücre kültürü kabininde steril koşullarda olmalıdır.).

          10 mM birinci ara stok için ana stoktan 170,6 µl kainik asit alınarak önceden 829,4 µl ultra saf koyulan steril ependorf içine koyuldu ve homojen dağılması için pipetaj yapıldı. 

500 µM ikinci ara stok için ana stoktan 8,6 µl kainik asit alınarak önceden 991,4 µl ultra saf koyulan steril ependorf içine koyuldu ve homojen dağılması için pipetaj yapıldı.

3.3.3. MTT (Metiltiazol difenil tetrazolyum) Assay Testi ve Uygulama Yapılacak Kainik Asit Dozunun Belirlenmesi

          Bu test canlılık testi olarak da bilinen ve canlı hücrelerin mitokondriyal aktivitesine dayalı olarak gerçekleştirilen bir testtir. MTT solüsyonu içerisinde bulunan tetrazolyum tuzları mitokondriyal aktivitenin gerçekleşmesini sağlayan dehidrojenaz enzimi ile formazana dönüştürülerek mor bir renk vermektedir. Açıklanan prensibe ve renk dönüşümüne dayanan test çalışmada, kainik asit uygulaması yapılmayan ve farklı dozlarda kainik asit uygulaması gerçekleştirilen hücrelerdeki canlılığı görmek için gerçekleştirildi.
          Öncelikle 10 cm2 lik petrilerde hücrelerin %70-80 yoğunluğa gelmesi beklenildi. %70-80 yoğunluğa ulaşan hücrelerden besiyeri çekilerek atıldı ve PBS ile yıkandı. PBS ile yıkama sonrası tripsin solüsyonu ile hücrelerin petri yüzeyinden kalkması sağlandı. Hücreler totalde 20 ml olacak şekilde toplanarak 50 ml’lik falkon tüplere alındı. Yavaş bir şekilde alt üst yapılarak homojen karışması sağlanarak hücre süspansiyonundan steril edilmiş 1.5 ml’lik ependorf tüpe 50 µl alındı. Üzerine yine aynı miktarda tripan mavisi boyası eklenerek pipetaj yapılarak karıştırıldı (1:1 oranında dilüsyon olmalıdır. Hücre sayım cihazının prosedürüne uygun hazırlanmıştır.). Karışımın bulunduğu ependorf tüpünden 10 µl alınarak Invitrogen™ Countess™ II hücre sayım cihazına uygun lama yüklenerek gerçekleştirildi. Canlı hücrelerin (tripan mavisi boya almayan hücrelerin) yüzde oranı hesaplandı. Hücre sayım cihazı 1 ml’deki hücre sayısını ve hücre canlılık yüzdesini otomatik olarak hesapladığından sayım 3 tekrarlı olarak ölçüldü ve ortalaması alındı. Ortalaması alınan hücre sayısının 1 µl deki değeri bulundu. 96 well plate’deki kuyucuk başına ekilecek hücre sayısı 5000 hücre olarak optimize edildi. 1 µl deki değere bölünerek hücre süspansiyonundan alınacak miktar belirlendi. Belirlenen bu miktar kontrol grubu haricindeki kainik asit uygulaması yapılacak kuyucuklardaki kainik asit miktarı çıkarılarak serumlu besiyeri ile tamamlandı. Kainik asit, hücre süspansiyonu ve besiyeri totalde 100 µl olmalıdır. Hücreler 96 well plate’e belirlenen ve planlanan şekilde ekildikten sonra invert mikroskoptan kontrol edilerek ve 24 saat inkübatöre bırakılarak plate yüzeyine tutunmaları sağlandı. 24 saat sonra, hücrelerin canlılık ve yoğunlukları kontrol edilerek besiyeri çekildi ve yine hesaplamalara uygun bir şekilde taze besiyeri eklendi. Taze besiyeri sonrası, belirlenen doz ve miktarlara uygun olarak, kainik asit kuyucuklara besiyeri üzerine eklendi ve hafif pipetaj yapılarak eşit dağılması sağlandı. Kontrol hücrelerine, kainik asit yerine, eklenen kainik asit miktarı kadar su eklendi.  Kainik asit eklenen 96 well plate inkübatörde 24 saat inkübe edildi ve her kuyucuğa 5 µl MTT solüsyonu eklenerek 1,5 saat inkübatörde bekletildi. İnkübasyon sonrası kuyucuk dibinde oluşan formazan tuzlarına dokunmadan dikkatli bir şekilde besiyeri çekildi ve her kuyucuk üzerine 200 µl DMSO eklendi ve hafifçe pipetaj yapıldı. Spektrofotometrede 570 nm dalga boyunda ve referans olarak 630 nm dalga boyu alınarak ölçüm gerçekleştirildi. Ölçüm sonrası kontrol kuyucukları ve belirlenen dozlarda kainik asit verilen kuyucuklar için veri grafiği çizildi. 1000 µM kainik asit dozunda mitokondriyal aktivite daha az gerçekleştiği için 10 cm2’lik petrilerdeki hücrelerde bu doz kullanıldı. Çünkü mitokondriyal aktivitesi düşük olan hücrelerde istenen stres, eksitotoksisite ve hücre ölümü gerçekleşmiş demektir. 
3.3.4. Hücre Kültürü ve Kainik Asit Uygulaması
          Hücreler 10 cm2 petrilerde iki grup olacak biçimde ayrıldı ve 1 petri için kainik asit uygulaması yapıldı. Hücreler her gün invert mikroskop altında incelendi. %60-70 yoğunlukta olduğu görüldüğünde kainik asit uygulaması gerçekleştirilecek olan ve kontrol hücreler için taze besiyeri önceden su banyosunda ısıtıldı. Isıtılan besiyerinden kainik asit uygulaması yapılacak olan petri için kainik asit miktarının haricinde besiyeri 15 ml’ lik falkona alındı ve üzerine uygulanacak kainik asit eklenerek pipetaj yapılarak kainik asit homojen dağıtıldı. İnkübatördeki hücrelerden kainik asit uygulanacak olan petriden besiyeri çekilerek 5 ml PBS ile yıkandı. Yıkama sonrası 15 ml’lik falkonda hazırlanan kainik asit, besiyeri karışımı 10 ml olarak hücreler üzerine eklendi ve homojen şekilde dağıtılırak inkübatöre kaldırıldı. Kontrol hücrelere kainik asit yerine su verildi. Kontrol hücreleri ve kainik asit uygulaması hücreler 24 saat inkübasyonda bırakıldı. 

3.3.5. RIPA Lizis Tamponu Kullanılarak Protein İzolasyonu
          Öncelikle, protein izole edilecek kainik asit uygulaması yapılan ve yapılmayan hücrelerin konfluent olup olmadığı uygulama süresi dolduktan sonra invert mikroskopta kontrol edildi. Konfluent olduğu görülen hücreler tekrar inkübatöre kaldırılarak protein izolasyonu için gerekli malzemeler hazırlandı. PBS su banyosunda ısıtılmadan soğuk bir şekilde (4ºC) kullanılmalıdır. RIPA Lizis Tamponu hazırlamak için gerekli proteaz ve fosfataz inhibitörleri buz üzerine alındı. Her petri için 1 ml hazırlanacak olan inhibitörlü RIPA lizis tamponu ependorf tüp içerisine 980 µl lizis tamponu, 10 µl proteaz ve 10 µl fosfataz inhibitöründen olacak şekilde eklenerek vortekslendi. Vortekslenen tüp buz üzerine alındı. İnkübatörde bekletilen hücrelerin bulunduğu petriler alınarak besiyeri aspire edildi. Besiyeri aspire edilen petriler 2 kere 5’er ml PBS ile yıkandı. PBS de petrilerden iyice aspire edildikten sonra hazırlanan 1’er ml RIPA lizis tamponları sırası ile petrilere eklendi ve yüzeye eşit şekilde yayılması sağlanarak buz üzerine alındı ve 15 dk buz üzerinde inkübe edildi. İnkübasyon süresince her 5 dakikada bir petri içindeki tamponun aşağı yukarı hafif hareketlerle eşit şekilde yayılması sağlandı. İnkübasyon sonrası hücre kazıyıcı alınarak petrilerin yüzeyinden toplanan ekstraktlar önceden isimlendirilen 1,5 ml’ lik ependorflara alındı. 4ºC santrifüjde 13000 rpm de 30 dk santrifüjlendi. Santrifüjlenen ependorflarda 2 faz oluştu. Süpernatant ve pellet şeklinde iki fazı bulunan ependorflardan pellet alınmadan dikkatli bir şekilde süpernatant çekilerek önceden isimlendirilerek hazırlanan ependorf tüplere aktarıldı ve -20 ºC’ de saklandı.

3.3.6. Bradford Assay (Protein Miktarı Tayini)

          Kolorimetrik bir protein tayin yöntemi olan Bradford assay, Coomassie boyasının tahlil edilecek olan proteine bağlanarak mavi bir renge dönüşmesi ve 595 nm de ölçülmesine dayalı bir testtir. Bradford Assay’da protein tayinini gerçekleştirmek ve kıyaslama yapabilmek için belli konsantrasyonlarda Tablo 3’ deki gibi standartlar hazırlandı (Standartlar içerisinde protein bulundurduğu için muhakkak buz üzerinde tutulmalıdır.). Standartlar sonrası örnekler 1:5 oranında seyreltilerek hazırlandı ve buz üzerine kaldırıldı.
Tablo 2: Bradford Assay için hazırlanacak standartlarda kullanılan tablo. Abcam Bradford Assay Kiti (ab102535) ’nden adapte edilmiştir. 
	NUMARA
	STANDART (µl)
	H2O  (µl)
	KONSANTRASYON(µg/µl)

	1
	0
	50
	0

	2
	5
	45
	100

	3
	10
	40
	200

	4
	15
	35
	300

	5
	20
	30
	400

	6
	25
	25
	500


          Hazırlanan standart ve örnekler sonrasında 96 well plate’de yapılacak olan ölçüm için her kuyucuğa standart ve proteinlerden sonra 10 µl koyulacak olan çalışma solüsyonu hazırlanarak oda sıcaklığında ve karanlıkta beklemesi sağlandı. Çalışma solüsyonu hazırlandıktan sonra 96 well plate kuyucuklarına önceden belirlenen şekilde örnekler ve standartlar (2’şer tekrarlı) eklenerek üstlerine yine önceden hazırlanan çalışma solüsyonu 10 µl koyuldu ve hafif pipetaj yapılarak homojenizasyonu sağlandı. 5 dk beklendi. Spektrofotometre cihazına hazırlanan plate koyularak 595 nm dalgaboyunda ölçüm gerçekleştirildi. Ölçüm sonrası çıkan değerler, grafikteki denklemde yerine konarak protein miktarı belirlenmiş olundu. Grafik Tablo 4’te gösterildiği gibidir. Standartlarla birlikte örneklerin ölçülmesinden sonra elde edilen OD değeri y = 0.096x + 0.0286 formülünde y’nin yerine koyularak bu denkleme göre x değeri bulundu. Bulunan x değeri 1000’e bölünerek elde edilen protein miktarını µg cinsinden miktarının ne kadar olduğu bulundu.
[image: image12.emf]
Şekil 12: Bradford Assay sonucu elde edilen OD/BSA grafiklerine referans alınan grafik şekli. Abcam Bradford Assay Kiti (ab102535) ’nden adapte edilmiştir.
3.3.7. Western Blot 

          İzole edilen protein ekstraktı içindeki spesifik proteinlerin tanımlanması için yapılan bir blotlama yöntemidir. 
          Önceden protein izolasyon yöntemi ile elde edilen ekstrakttan hazırlanan örnekler denatüre edilerek jel elektroforezi ile proteinler moleküler ağırlıklarına göre jel üzerinde yürütüldü. Jel transfer yöntemi ile bir nitroselüloz veya PVDF membran üzerine transfer edilen bu proteinlere özgü spesifik primer ve ardından sekonder antikor ile muamele edilerek görüntüleme alındı ve spesifik proteinlerin ekspresyonlarına bakıldı.

3.3.7.1. Tampon çözeltilerin hazırlanması

          TBS (Tris-Buffered Salline-1 lt) için; 6.05 gr Tris-HCl ve 8.76 gr NaCl hassas terazide tartılarak bir beher içerisinde dH2O ile hazırlandı. Tampon çözeltinin pH’sı pH metre ile ölçülür ve çözelti asidikse NaOH, bazikse HCl eklenerek pH: 7.6’ ya ayarlandı.                                    
          Yıkama Tamponu (Wash Buffer-TBS + 0,1% Tween 20) için; 100 ml TBS çözeltisine 100 µl Tween-20 eklendi.
          %10’luk SDS çözeltisi; hassas terazide tartılan 10 gr SDS ve dH2O ile hazırlandı (Total hacim 100 ml olmalıdır).
          Transfer Tamponu (Transfer Buffer-1 lt) için; 3.03 gr Tris-Base ve 14.4 gr glisin NaCl hassas terazide tartılarak bir beher içerisinde 200 ml methanol, 2 ml 10% SDS ve dH2O eklenerek hazırlandı.
          10X Yürütme Tamponu (10X Running Buffer-1 lt) için; 30.3 gr Tris-Base, 144 gr glisin ve 10 gr SDS hassas terazide tartılarak bir beher içerisinde dH2O ile hazırlanır.       
          1X Yürütme Tamponu (1X Running Buffer-1 lt) için; 900 ml dH2O içerisine 100 ml 10X Running Buffer (Tris-Base, Glisin, SDS) eklenerek hazırlandı.
          Bloklama Solüsyonu (Blocking Solution-5% Skim Milk (Süt Tozu) + TBS ) için 5 gr süt tozu hassas terazide tartılarak beher içerisinde TBS ile çözüldü.
          Strip Tamponu (Stripping Buffer- %2 SDS, 62.5 mM Tris (pH:6.7), 100 mM β-merkaptoethanol) için; 200 ml %10 SDS, 62.5 ml 1 M Tris (pH:6.7) (β-merkaptoethanolsüz) dH2O ile 1 lt tampon hazırlandı. Her strip aşamasında 50 ml strip tamponu içine 350 µl β-merkaptoethanol eklenerek kullanıldı.
          Ponceau S çözeltisi (5 % asetik asitte 0.1 %w/v Ponceau-100 ml)  için; 0.1 gr Ponceau S hassas terazide tartıldı, 5 ml asetik asit ve dH2O ile çözdürüldü.
3.3.7.2. Örneklerin hazırlanması, jele yüklenmesi ve jel elektroforezi

          Örnekler aşağıda anlatıldığı şekilde hazırlandı, jele yüklendi ve elektroforez gerçekleştirildi.
1) Jele yüklenecek örneklerin miktarı Bradford Assay sonrası hesaplanarak 6 µl loading dye ile birlikte yüklenecek hacimde ependorflara hazırlandı (Loading Dye denatüre edilen proteinlerin boyanmasını ve jel kuyucuklarının dibine çökmesini sağlar.).
2) Hazırlanan örnekler 95 ºC de 5 dk denatüre edildi.

3) Jel alınarak yürütme tankına koyulur ve yürütme tamponu (running buffer) koyuldu.  

4) Jele marker ve örnekler yüklendi (Max 30 µl = Loading dye (5X)+Örnek => 6 µl loading dye + 24 µl örnek).
5) Örnekler yüklendikten sonra 100 V da 1-2 saat yürütmeye başlandı (Loading dye jelin sonuna gelene kadar yürütülür).

3.3.7.3. Jelden membrana transfer, bloklama, blotlama ve görüntüleme
          Örnekler yürüdükten sonra transfer tankına jel, membran ve Whatman kağıtları Şekil 13’ deki gibi koyuldu ve hazırlandı. Transfer, siyah kısımdan (eksi) kırmızı kısıma (artı) doğru 90 V’ta 2 saat boyunca gerçekleştirildi.
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Şekil 13: Western Blot yönteminde transfer için kasete materyallerin yerleştirilme sırası.
6) Transfer sonrası membran bloklama solüsyonu ile 1 saat oda sıcaklığında inkübe edildi. 

7) Bloklama solüsyonu ile muamele sonrası bloklama solüsyonu (%5 süt tozu +TBS) içine primer antibody (EAAT-2 Poliklonal Rabbit Antibody/ 1: 1000 oranında)  konularak 4º C’ de 16 saat inkübasyon yapıldı.

8) 16 saat sonra 3 kez 5’er dk yıkama tamponu (Wash Buffer [(%0,1 Tween 20+ TBS)])  ile yıkandı.

9) Primer antikor (EAAT-2 Poliklonal Rabbit Antibody) ve yıkama sonrası bloklama solüsyonu içine sekonder antikor (Anti-Rabbit IgG-HRP/ 1:2000 -1:5000) eklenerek 2 saat oda sıcaklığında inkübasyona bırakıldı.

10) İnkübasyon sonrası membran 3 kere 5-10 dk yıkama tamponu ile yıkandı. 

11) Yıkama sonrası membran üzerine HRP substratı olan ECL solüsyonu (1 ml) dökülerek 5 dk beklendi ve görüntüleme cihazında görüntü alındı (sırasıyla 3 dk, 5 dk, 10 dk).
12) Görüntüleme sonrası, α-tubulin antikoru kullanarak blotlama yapmak için, membran strip tamponu (stripping buffer) ile muamele edilen primer ve sekonder antikorların uzaklaştırılması amacıyla 1,5 saat oda sıcaklığında inkübe edildi.
13) Stripping buffer ile inkübasyon sonrası yıkama tamponu ile 3 kez 5’er dk yıkama gerçekleştirildi.

14) Bloklama solüsyonu ile membran 1 saat bloklamaya tabi tutuldu.

15) Bloklama sonrası bloklama solüsyonuna  α-tubulin 1:5000 oranında eklenerek bir gece (16 saat) 4 ºC’ de inkübasyon gerçekleştirildi.

16)  İnkübasyon sonrası membran yıkama tamponu ile 3 kez 5’er dk yıkandı.

17)  Yıkama sonrası bloklama solüsyonuna sekonder antikor 1:2000-1:5000 oranında eklenerek oda sıcaklığında 1.5-2 saat inkübasyon gerçekleştirildi.
18)  İnkübasyon sonrası membran 3 kez 5-10 dk yıkama tamponu ile yıkandı. Yıkamadan sonra 1 ml ECL solüsyonu membran üzerine dökülerek 5 dk beklendi ve görüntüleme cihazına koyuldu ve sırasıyla 10 sn, 20 sn ve 30 sn görüntü alındı. 
3.3.8. RNA İzolasyonu 
          10 cm’ lik petrilerde büyütülen hücreler (kainik asit uygulanan veya kontrol) üzerinden besiyeri çekilerek soğuk PBS ile iki kez yıkandı. Yıkama sonrası, 1 ml RiboEx RNA izolasyonu solüsyonundan hücreler üzerine eklendi, petrinin her yerine yayılması sağlandı ve 5 dk inkübe edildi. İnkübasyon sonrası hücre kazıyıcı ile kazıma işlemi gerçekleştirildi ve ekstrat ependorfa aktarıldı. 5 dk oda sıcaklığında inkübe edildi. 14000 rpm’ de 4 ºC’ de 15 dk santrifüj edildi. Süpernatant yeni bir ependorfa aktarıldı. Süpernatant üzerine 200 µl kloroform eklendi, 15 sn vortekslendi ve 2 dk oda sıcaklığında inkübe edildi. 14000 rpm’ de 4 ºC’ de 15 dk santrifüjlendi ve süpernatant kısmı yeni bir ependorfa alındı. Süpernatant üzerine 500 µl izopropil alkol eklendi ve 3-5 kez aşağı yukarı çevrilerek karıştırıldı. 10 dk oda sıcaklığında inkübe edildi. 14000 rpm’ de 4 ºC’ de 10 dk santrifüjlendi. Süpernatant atıldı, RNA materyali pellet kısımda kaldı. 30 dk ya da 16 saat -20 ºC’ de bekletildi. Daha sonra pellet üzerine 1 ml %75’ lik etanol eklendi. 14000 rpm’ de 5 dk santrifüjlendi. Süpernatant kısım atılarak ependorf kapağı açık bırakılarak 5 dk kuruması sağlandı. Daha sonra üzerine 30 ml RNaz içermeyen su koyularak önceden ısıtılan ısı bloğunda 56 ºC’ de 15 dk inkübe edildi. -80 ºC’ de saklandı. 
          İzolasyonu gerçekleştirilen RNA’nın hem saflığını hem de konsantrasyonunu ölçmek için NanoDrop cihazı kullanıldı. Ölçüm sırasında RNA örneğinden 1 µl alınarak cihazdaki ilgili kısma yükleme yapıldı ve 260 nm de ölçüm gerçekleştirildi. Ölçüm sırasında 230 nm dalga boyunda bir ölçüm gerçekleştiyse bu ölçüm izole edilen RNA’da kontaminasyon olduğunu gösterir. Yapılan ölçümde 260/230 oranı nükleik asitin (RNA) saflığı hakkında bilgi vermektedir (RNA için 260/230 oranı ~2,0 olarak kabul edilir).
3.3.9. cDNA Sentezi  
          WizScript™ cDNA Sentez Kiti protokolü kullanılarak kontrol ve kainik asit uygulanan hücrelerden izole edilen RNA’lardan cDNA sentezi gerçekleştirildi. Öncelikle kit içerisinde bulunan 10X Reaksiyon Tamponu, 20X dNTP karışımı, random heksamer, WizScript™ RTaz, RNaz inhibitör, RNaz içermeyen su ile 2X Reaksiyon Tamponu hazırlandı.
Total RNA miktarı 10 ng ~ 5 µg olan RNA için hazırlanacak olan 2X Reaksiyon tamponu totalde 10 μl olacak şekilde; 10X Reaksiyon Tamponu’ndan 2 μl, 20X dNTP karışımından 1 μl, Random heksamer’den 2 μl, WizScript™ RTaz’ dan 1 μl, RNaz inhibitör’den 0.5 μl, RNaz içermeyen sudan 3.5 μl alınarak bir ependorf içerisinde karıştırıldı. Her bir RNA örneği için (1 μg) kullanmak üzere 2X Reaksiyon Tamponu hazırlandı. Hazırlanan 2X Reaksiyon karışımı soğuk blok üzerine kaldırıldı. Hazırlanan 2X reaksiyon karışımı üzerine kainik asit uygulanan ve kontrol hücrelerden elde edilen RNA’lar eklenerek pipetaj yapıldı. Ependorf tüpün duvarında kalıntı kalmaması ve oluşabilecek baloncuklardan kurtulmak için kısa süreli santrifüj yapıldı. Santrifüj sonrası tüpler buz üzerinde bekletildi. Daha sonra sırasıyla 25 ºC’ de 10 dk, 37 ºC’ de 120 dk, 85 ºC’ de 5 dk inkübe edildi ve uzun süreli olarak 4 ºC’ de saklandı.
3.3.10. Real Time PCR (Gerçek Zamanlı PCR -Kuantitatif PCR)

          Gerçek zamanlı ya da kuantitatif polimeraz zincir reaksiyonu, konvensiyonel polimeraz zincir reaksiyonunu baz alan bir moleküler biyoloji tekniğidir. Gerçek zamanlı kuantitatif PCR’ ın temel prensibi şudur; spesifik olmayan floresan boyalar çift zincirli DNA’ya bağlanır. Uyarılan floroforlar tarafından salınan floresan ışık termal cycler tarafından absorbe edilir. Dolayısıyla gerçek zamandaki gen ifadesini ölçer. 
          Üç basamaktan oluşur;
1) Denatürasyon: Çift zincirli DNA’ nın yapısının tek zincirli hale getirildiği basamaktır. Reaksiyonun başlangıcı için önemli bir basamaktır.
2) Bağlanma: Primerlerin tek zincir DNA’ya bağlandığı ve uzama hazırlığının yapıldığı basamaktır.

3) Uzama: Polimerazların (enzimler) primerlerin bağlandığı bölgeye ya da primerlere yakın bölgeye bağlanarak, dNTP’ler yardımıyla komplementer zincirin uzamasının gerçekleştirildiği basamaktır.
          Bu basamakların hepsini içinde bulunduran ve floresan sinyal miktarının, gözlemlenebilmesi için gereken minimum değeri (eşik değerini) geçtiği döngü sayısına (eşik döngüsü) CT (cycle threshold) denir. 40-50 döngü ile cDNA’dan istenilen spesifik dizilerin milyonlarca kopyası elde edilebilmektedir. 

          Deney basamakları sırasıyla şu şekilde gerçekleştirilir;

Tüp içerisinde bulunan cDNA önce uygun sıcaklıkta denatüre edilerek tek zincirli forma geçmekte, daha sonra denatürasyon sıcaklığı düşürülerek primerler, enzimler ve dNTP’ler yardımı ile DNA sentezi gerçekleşmektedir. DNA sentezi gerçekleşirken reaksiyon tüpündeki floresan boya gen ifadesinin sağlandığı DNA’ya bağlanarak floresan ışıma vermektedir. Böylelikle bir reaksiyon tüpü içerisinde hem DNA sentezi gerçekleştirmek hem de floresan ışıma ile genin ifadesini mRNA düzeyinde tespit etmek mümkün olmaktadır.  
          qPCR ve sonrasında elde edilen sonuçların doğruluğu için örneklerin ve referansların titizlikle hazırlanması önemlidir. İlk olarak adlandırılması R1, R2, R3 ve R4 olmak üzere 4 referans hazırlandı. R1 referansı 20 µl önceden hazırlanan cDNA’lerin hepsini içerdi ve üzerine 180 µl dH2O koyularak bir ependorf tüpte karıştırılarak hazırlandı. R2 referansı R1 referansından 50 µl bir ependorfa alınarak ve üzerine 150 µl dH2O eklenerek, R3 referansı R2 referansından 50 µl bir ependorfa alınarak ve üzerine 150 µl dH2O eklenerek ve son olarak R4 referansı R3 referansından 50 µl bir ependorfa alınarak ve üzerine 150 µl dH2O eklenerek hazırlandı. 
          Referansların hazırlanmasından sonra reaksiyon karışımı hazırlandı. Reaksiyon karışımı her well için 20 µl olacak şekilde oluşturuldu. β-aktin ve GLT-1 için bu reaksiyon karışımı cDNA içermeyecek ve her well için, içinde SYBR Green Master Mix (10 µl), ROX referans boya (1 µl), primer-1 (forward-1 µl), primer-2 (reverse-1 µl) ve nükleaz içermeyen H2O (2 µl) bulunacak biçimde hazırlandı. 
          Primer sekansları; 
AACAATATGCCCAAGCAGGT (GLT-1 forward), 
CTCCCAGGATGACACCAAAC (GLT-1 reverse),
AACTGGGACGACATGGAGAA (β-aktin forward),
GAAGGTCTCAAACATGATCTGG (β-aktin reverse)’dir.
          Bütün referanslar, reaksiyon karışımları ve örnekler hazırlandıktan sonra 48 kuyucuklu PCR plate’ ine Şekil 13’ deki gibi yükleme gerçekleştirildi. 
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Şekil 14: qPCR için mikroplatelere referans ve örneklerin yüklenme şekli. 
R: Referans S: Sample (Örnek)

          Yüklemeler sonrası qPCR plate’i kısa süre santrifüjlendi. Daha sonra qPCR cihazı üzerinde referanslar ve örnekler belirlendi, ardından program aşağıdaki şekilde ayarlandı:

 10 dk 95 ºC, 
20 sn 95 ºC, 
20 sn 58 ºC    50 döngü

30 sn 72 ºC
4 ºC bekleme 
          Denatürasyon, bağlanma ve uzama basamaklarından oluşan qPCR süresi belirlendi. Cihazın belirlediği bu sürede, cDNA’ye uygun olarak primerler ile oluşturulan komplementer zincir ile meydana gelen çift zincirli nükleik asite SYBR Green boyası tutunarak floresan ışıma meydana geldi. Floresan ışıma sonucu meydana gelen grafikler değerlendirilerek, GLT-1’in mRNA düzeyindeki ifadesi β-aktin’in mRNA düzeyindeki ifadesi referans alınarak belirlendi.
3.4. İstatistik 
          Tüm istatistik analizler Prism 5 software (GraphPad Software, Inc., San Diego, USA) kullanılarak yapıldı. Eşleşmemiş, tek kuyruklu, eşit varyans, iki örnekli t-test kullanıldı. Anlamlı farklılıklar asteriks ile gösterildi, *p<0.05. Figürlerdeki hata çubukları ortalamanın standard hatasını (SEM) göstermektedir.  
4.BULGULAR

4.1. MTT Sonuçlarının Değerlendirilmesi
          N2A ve IHA hücreleri farklı kainik asit dozları (50 µM, 200 µM, 500 µM, 1000 µM) ile 24 saat muamele edilmiş ve hücre canlılığı MTT ile değerlendirilmiştir (Şekil 14,15). N2A hücrelerinde, kontrol ile karşılaştırıldığında istatiksel olarak anlamlı düşüş, 1000 µM konsantrasyonda gözlendiği için (*p=0.0393 <0.05), 1000 µM kainik asit ile muamelesine karar verilmiştir (Şekil 14). IHA hücrelerinde, kontrol ile karşılaştırıldığında istatiksel olarak anlamlı düşüş, 1000 µM konsantrasyonda gözlendiği için (*p=0.0449 <0.05), 1000 µM kainik asit ile muamelesine karar verilmiştir (Şekil 15).
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Şekil 15: N2A hücre hattı ile 24 saat kainik asit inkübasyonu sonrasında yapılan MTT Assay sonucunda oluşan hücre canlılığı grafiği.  *p=0.0393 <0.05
[image: image16.png]ROLATIF ABSORBANS BIRiMi

0,5
0,45
0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

Control

500 uM

KONSANTRASYON(1M)

1000 uM





Şekil 16: IHA hücre hattı ile 24 saat kainik asit inkübasyonu sonrasında yapılan MTT Assay sonucunda oluşan hücre canlılığı grafiği. *p=0.0449 <0.05
          Sonuç olarak, MTT Assay uygulaması sonrası, N2A ve IHA hücrelerinde, hücre canlılığında, kontrole oranla istatiksel olarak anlamlı düşüş, 1000 µM kainik asit uygulaması yapıldığında görülmüştür (Şekil 14,15). Dolayısıyla, bu konsantrasyon daha sonraki deneyler için kainik asitin çalışma konsantrasyonu olarak seçilmiştir.

4.2. Western Blot Sonuçlarının Değerlendirilmesi

4.2.1. Bradford Assay ile Protein Miktar ve Konsantrasyon Tayininin Sonuçları
          Petrilerde büyütülen ve kainik asit uygulanan hücrelerden protein izolasyonu yapıldı. İzolasyon sonrası Bradford Assay ile protein miktar tayini gerçekleştirildi. Protein miktar tayini sonuçları aşağıdaki Şekil 16 ve Şekil 17’deki absorbans/standart grafiklerinde görülmektedir. Bu grafiklerdeki denklemlere göre protein miktar hesaplamaları yapıldı. 
          Denklemde, elde edilen absorbans değeri (OD) y değeri yerine koyularak x değeri bulundu. Bulunan x değeri daha sonra 1000’e bölünerek µg/µl cinsinden protein konsantrasyonu elde edildi. Western Blot uygulaması sırasında jele 75 µg yükleme yapıldı. Yükleme yapılacak örnek µl cinsinden hesaplanacağı için 75 sayısı bulunan protein konsantrasyon değerine bölünerek yüklenecek örnek hacmi hesaplandı.
          Hesaplamaların gerçekleştirilmesine örnek verilecek olursa; 

Assay sonucu elde ettiğimiz absorbans değeri 0, 450’dir.  y = 0,0007x + 0,1975 denklemi üzerinde y değerinin yerine 0,450 olarak bulunan konsantrasyon değeri koyulur ve bu denklemde x değeri 360,714 bulunur. Bulunan x değeri için eğer assay sırasında protein konsantrasyonunda 1:5 seyreltme yapıldıysa seyreltme faktörü olan 5 ile x değeri çarpılır. Bulunan sonuç 1000’e bölünerek total protein konsantrasyonu elde edilir.
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Şekil 17: N2A hücre hattından elde edilen protein örneğinin Bradford Assay sonrası absorbans/standart grafiği.
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Şekil 18: IHA hücre hattından elde edilen protein örneğinin Bradford Assay sonrası absorbans /standart grafiği.
4.2.2. GLT-1 Proteininin İfadesinin Western Blot ile Tespiti
          N2A hücre hattından izole edilen proteinlerin Bradford Assay ile protein miktar tayini sonrası, Western Blot tekniği ile GLT-1 proteininin ifadesi tespit edilmeye çalışıldı fakat gözlemlenmesi beklenen GLT-1 bantları görülemedi. Bunun nedeni GLT-1’in N2A hücrelerindeki ifadesinin düşük olması ya da antikorun bu hücre türünde GLT-1 proteinini  tespit edememesi olarak düşünüldü. Bu durumda, N2A hücrelerinde, kainik asit muamelesi sonrası GLT-1 ifadesi değişikliğinin araştırılması için, GLT-1 mRNA seviyesi qPCR yapılarak ölçüldü.   
          Kontrol (C) ve kainik asit verilmiş olan (KA) IHA hücrelerinden elde edilen proteinler, Bradford Assay ile miktar ve konsantrasyonları Tablo 5’ deki gibi belirlendikten sonra (C1: 2.8 µg/µl, KA1: 1.93 µg/µl, C2: 2.4 µg/µl, KA2: 2.9 µg/µl) her kuyucuğa 75 µg protein olacak şekilde jele yüklendi (Şekil 18). GLT-1 antikoru 1:500 oranında kullanıldı. Şekil 18’deki görüntü elde edildikten sonra membran strip edilerek sekonder antikor olan alfa-tubulin ile 1:5000 oranında muamele edildi (Şekil 18). İki ayrı deney için de KA ile muamele edildiğinde GLT-1 protein seviyesinin arttığı görüldü. Image J programı ile kuantifikasyon yapıldı (Şekil 18, alt grafik).  
Tablo 3: IHA hücre hattı için Bradford Assay sonucunda elde edilen protein konsantrasyonları.
	
	Kontrol Hücresi
	Kainik Asit Verilen Hücre

	1
	2.8 µg/µl
	1.93 µg/µl

	2
	2.4 µg/µl
	2.9 µg/µl


.

[image: image19]
Şekil 19: Kontrol ve kainik asit uygulanan hücreler için Western Blot görüntüsü ve rölatif GLT-1 ifadesini gösteren kuantifikasyon grafiği. C: Kontrol, KA: Kainik Asit, C/KA: Kontrol örneklerindeki GLT-1 bantının Tubulin bantına oranlarının ortalaması, KA/Tubulin: Kainik asit ile muamele edilmiş örneklerdeki GLT-1 bantının Tubulin bantına oranlarının ortalaması, *p=0.0433 <0.05
4.2.3. Western Blot Sonrası Bantların Image J Programı ile Kuantifikasyonu

          Image J programı NIH (Ulusal Sağlık Enstitüsü- National Institute of Health)’in web sitesinden ücretsiz olarak indirilmiştir. Kuantifikasyon program içeriğinde anlatıldığı üzere yapılmıştır. İlk basamakta, GLT-1 bantları etrafında dikdörtgenler çizilir (Şekil 19). Program bu dikdörtgenler içine, bantların yoğunluğuna göre (density) bir değer vererek “peak grafiği”ni çizer (Şekil 20). Bu peak (tepe) grafiğinin altındaki alanı hesaplayarak bantlara karşılık gelen değerleri verir (Tablo 6). 
          İkinci basamakta, tubulin bantları etrafında dikdörtgenler çizilir (Şekil 21). Program bu dikdörtgenler içine yoğunluğuna göre bir değer vererek “peak grafiği”ni çizer (Şekil 22). Bu peak (tepe) grafiğinin altındaki alanı hesaplayarak bantlara karşılık gelen değerleri verir. 

          Bu değerler bir tablo olarak ifade edilmiştir (Tablo 4). Bu veriler ile GLT-1’in tubulin’e oranını gösteren GLT-1’in rölatif ekspresyonu grafiği çizilmiştir ve Şekil 18’de Western Blot’un altında gösterilmiştir. 
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Şekil 20: IHA hücre hattı için yapılan Western Blot sonrası GLT-1 bantlarının Image J programı ile dikdörtgen içine alınması (C:Kontrol Hücresi, KA: Kainik Asit Uygulanan Hücre).
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Şekil 21: IHA hücre hattı için yapılan Western Blot sonrası GLT-1 ekspresyonunun Image J programı ile kuantifikasyonu. Bu şekilde, Şekil 19’daki dikdörtgen içine alınan bantlar için çizilen peak grafiği görülmektedir (C: Kontrol Hücre, KA: Kainik Asit Uygulanan Hücre).
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Şekil 22: IHA hücre hattı için yapılan Western Blot sonrası tubulin bantlarının Image J programı ile dikdörtgen içine alınması (C:Kontrol hücresi, KA: Kainik asit uygulanan hücre).
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Şekil 23: IHA hücre hattı için yapılan Western Blot sonrası tubulin ekspresyonunun Image J programı ile kuantifikasyonu.  Bu şekilde, Şekil 21’deki dikdörtgen içine alınan bantlar için çizilen tepe (peak) grafiği görülmektedir (C: Kontrol Hücresi, KA: Kainik Asit Uygulanan Hücre)
Tablo 4: GLT-1 ve tubulin için oluşturulan peak (tepe) grafiklerinin altındaki alanın hesaplanması ile bantlara karşılık gelen değerler (C: Kontrol Hücresi, KA: Kainik Asit Uygulanan Hücre) 
	
	GLT-1
	Tubulin
	
	GLT1/Tubulin
	
	Ortalama

	1
	742.527


	35942.442


	1
	0.02065878


	C/tubulin
	0.035177077



	2
	   10604.589
	10719.388
	2
	   0.989290527
	KA/tubulin
	1.428483105

	3
	       374.234
	7530.56
	3
	  0.049695375
	
	

	4
	    28016.635
	15000.803
	4
	  1.867675684
	
	


4.3. Kuantitatif PCR (qPCR) Sonuçlarının Değerlendirilmesi

          qPCR tekniği için, N2A hücreleri kainik asit uygulanan ve kontrol grubu olarak hazırlandı. Daha sonra 24 saat kainik asitle inkübasyonu sonrası Bölüm 3.3.8’deki gibi total RNA izolasyonu gerçekleştirilerek, Nanodrop ile RNA’nın konsantrasyonu ve saflığı tespit edildi (C: 2106.5 ng/µl, KA: 605.35 ng/µl).
          Hazırlanan total RNA’dan 1 µg kullanılarak cDNA sentezlendi ve sonrasında qPCR yapıldı. qPCR sonucunda elde edilen veriler ve grafikler Tablo 7, Tablo 8 ve Şekil 23’ te gösterilmiştir. 
Tablo 5: N2A hücre hattından elde edilen RNA’ ların NanoDrop ile ölçümü sonucu elde edilen RNA konsantrasyonu değerleri.
	Kontrol Hücresi RNA Konsantrasyonu
	Kainik Asit Uygulanan Hücrenin RNA Konsantrasyonu

	2106.5 ng/µl
	605.35 ng/µl


          CT (cycle threshold), gerçek zamanlı PCR deneylerinde floresan sinyal miktarının, gözlemlenebilmesi için gereken minimum değeri (eşik değerini) geçtiği döngü sayısına (eşik döngüsü) verilen addır. Rölatif miktar ölçümü ise GLT-1’in CT değerlerinin, tubulinin CT değerlerine oranlanarak elde edilir ve Software tarafından hesaplanır.
Tablo 6:  N2A hücre hattı için yapılan qPCR sonrası elde edilen eşik değerler ve rölatif miktar ölçümleri tablosu (C1, C2, C3: Kontrol hücre örneğinin üç ayrı tekrarı için elde edilen rölatif değerler. KA1, KA2, KA3: Kainik asit uygulanan hücre örneğinin üçyrı tekrarı için elde edilen rölatif değerler).
	
	ORTALAMA EŞİK DEĞER(Average  CT)
	D CT
	RÖLATİF MİKTAR ÖLÇÜMÜ( REL Q)
	

	Aktin
	21,3733838
	12,0290496
	2,39273865


	C1

	GLT-1
	33,4024334


	
	
	

	Aktin
	21,054472
	13,7837378
	0,70905752


	C2

	GLT-1
	34,8382098


	
	
	

	Aktin
	22,7568932
	13,3664532
	0,94688374


	C3

	GLT-1
	36,1233463


	
	
	

	Aktin
	28,1857462
	7,28493404
	64,1233697


	KA1

	GLT-1

	35,4706802
	
	
	

	Aktin
	28,4742794
	7,20030975
	67,9971619


	KA2

	GLT-1
	35,6745892


	
	
	

	Aktin
	27,3544916
	7,53117243
	54,0618863


	KA3

	GLT-1
	34,885664


	
	
	


          Tablo 8’ deki CT değerlerinin kuantifikasyonuyla Şekil 23’ deki ortalama kuantifikasyon grafiği elde edilmiştir. Bu grafikle kontrol hücreleri ve kainik asit uygulanan hücrelerin GLT-1 rölatif gen ekspresyonu gösterilmiştir.
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Şekil 24: N2A hücre hattı için yapılan qPCR sonucu elde edilen CT değerlerinin ortalama kuantifikasyon grafiği (*p= 0.0000657 < 0,05).
5.TARTIŞMA
          Bu çalışmada nöroblastoma ve glia hücrelerinde, kainik asit ile oluşturulan eksitotoksisite sonucu GLT-1’in ifadesi ve değişimi araştırılmış ve üzerindeki etkisi tespit edilmeye çalışılmıştır. 1000 µM kainik asit kullanılarak bu iki hücre modelinde eksitotoksisite oluşturulmuş ve bu hücre hatlarının eksitotoksisitenin moleküler mekanizmasını çalışmak için iyi birer model oldukları gösterilmiştir. IHA hücrelerinde, kainik asit muamelesi sonucu GLT-1 proteininin ifadesi anlamlı bir şekilde artış göstermiştir.
          GLT-1 proteini Western Blot ile N2A hücrelerinde Western Blot tekniği ile görülememiştir. Bunun nedeninin GLT-1 proteininin, N2A hücrelerindeki ifadesinin düşük olmasından dolayı antikor tarafından tespit edilememesinden kaynaklı olduğu düşünülmüştür. Ayrıca GLT-1 proteininde bu hücrelere özgü bir değişiklik (postranslasyonel modifikasyon, dimerizasyon vs.) gerçekleşiyor ve antikorun bağlanması engelleniyor olabilir. Bu nedenle, kainik asit uygulaması yapılan ve kontrol hücrelerden elde edilen total RNA’lardan cDNA sentezlenerek qPCR tekniği ile GLT-1’ in mRNA ifadesi değerlendirilmiştir. Kainik asit verilen N2A hücrelerindeki GLT-1 mRNA seviyesi kontrol hücrelerine göre anlamlı olarak yüksektir.
          Bu deneylerin bulguları sonucunda ekspresyon düzeyine bakılan glutamat taşıyıcısı GLT-1’in, kainik asit ile oluşturulmaya çalışılan eksitotoksisite durumunda ekspresyonunun artmış olduğu, N2A hücre hattında qPCR verileri ile IHA hücre hattında Western Blot yöntemi ile gösterilmiştir. GLT-1 ekspresyonundaki artışın, eksitotoksisite durumunda sinaptik boşluklarda aşırı biriken glutamatın temizlenmeye çalışılması sebebi ile olduğu düşünülmektedir. Hücrelerde olağan durumda ekspresyonu normal (IHA) veya çok az düzeyde (N2A) olan GLT-1’in, toksisite durumunda artmış olabileceği eldeki veri ve kuantifikasyonlarla desteklenir durumdadır. GLT-1 ekspresyonun eksitotoksisite durumu ile artışı hücrelerin yaşamsal faaliyetleri için olumlu bir durum olarak görünse de glutamat taşıyıcılarının bu toksik durumdan dolayı sinaptik boşlukta biriken glutamat tarafından sürekli olarak uyarılması glutamat taşınım mekanizmasında dengesizliğe yol açmaktadır. Sinaptik boşlukta biriken glutamat nörotransmitterinin bir kısmı normal bir şekilde hücre içine alınarak metabolize edilse de, kalan kısmı için hücrelerin metabolik aktivitesi bu duruma karşılık verememektedir. Bunun sonucunda ise sinaptik boşlukta biriken ve taşınımı sağlanamayan glutamatın, nörodejeneratif hastalıkların oluşumunda bir neden olabileceği düşünülmüş ve özellikle Alzheimer, Parkinson, epilepsi gibi hastalıklar için araştırma konusu olmuştur.
          GLT-1, fazla glutamat temizlendikten sonra, veziküller yardımıyla hücre içine alınarak (internalize edilerek) ubikitinasyona uğratılır ve degrade edilir (yıkılır) (Sheldon ve ark, 2008). GLT-1’in hücre yüzeyi ekspresyonu sinaptik boşluktaki glutamat miktarı artınca artar ve eksitotoksisite azalınca azalır.
          Glial hücrelerde ifadesi yüksek olan ve aynı zamanda glutamat taşınımı (uptake) mekanizmasında glutamatın sinaptik boşluktan hücre içine taşınmasında etkisinin en fazla olduğu bilinen GLT-1 taşıyıcısının, nöroblastomalardaki ifadesinin ne düzeyde olduğunun tespit edilmesi de oldukça önem taşımaktadır. Çünkü glial hücrelerin yanı sıra postsinaptik nöronlarda ifadesi olan GLT-1’in eksitotoksisiteyi engellemedeki rolü oldukça büyüktür. 
          Hücreye yapılan her türlü stres hücrede stres-response (stres cevabı) mekanizmalarını açığa çıkarır (Fulda ve ark, 2010). Hücreye bir toksin verilmesi de hücredeki savunma (defans) mekanizmalarını indükler. Kainik asit hücreye verildikten sonra eksitotoksisite durumu oluşur ve sinaptik boşluktaki glutamat miktarı artar.  Buna cevap olarak, görevi fazla glutamatı sinaptik boşluk ortamından almak olan GLT-1’in ekspresyonu artar. GLT-1’in artması glutamatı azaltacağı ya da temizleyeceği için, hücre; savunma (defans) mekanizması ya da stres yanıtı olarak GLT1’i arttırma yolunu seçmiştir.
          Eksitotoksisite nörodejeneratif hastalıkların ortak yolaklarından biridir. Alzheimer hastalığı ve diğer demansların tedavisinde kullanılan FDA (Amerika Gıda ve İlaç Birliği-American Food and Drug Administration) onaylı Memantine, glutamat eksitotoksisitesini hedef alır (Molinuevo ve ark, 2005). Benzer şekilde FDA onaylı Rilutek (Riluzole) ALS (amyotrophic lateral sclerosis) tedavisinde kullanılmaktadır ve mekanizmasının glutamat salınımını bloke etmek olduğu düşünülmektedir. Bu nedenle GLT-1 ekspresyonunu arttıran yolaklar üzerinde araştırma yapmak ve bu yolakları tedavi stratejileri geliştirmek için hedeflemek, nörodejeneratif hastalıklar için ilaç geliştirilmesinde faydalı olacak ve beyin hastalıklarının hücresel düzeyde anlaşılmasını sağlayacaktır.
6. SONUÇLAR VE ÖNERİLER
          Günümüzde; Alzheimer Hastalığı, Parkinson Hastalığı, epilepsi gibi nörodejeneratif hastalıklarına rastlanma yüzdesinin gün geçtikçe artmış olduğu görülmektedir. Doğrudan ya da dolaylı olarak gen ifadesindeki değişikliklerin geri dönüşümsüz olarak sinirsel iletime etkisiyle, nörotransmitterlerin sinaptik boşluğa salınması ve bu nörotransmitterlerin hücrelere tekrar taşınmasında (metabolize edilmek üzere) sorunlar meydana gelmektedir. Taşınımda aşırı nörotransmitter madde salınımı ile sürekli uyarılan reseptör ve taşıyıcıların (transporter) sinaptik boşluktaki nörotransmitter maddeyi hücre içine tekrar almada yetersiz kaldığı, eksitotoksisiteye yol açtığı yapılan çalışmalarla gösterilmiştir.

          Bu çalışmada, nöroblastoma ve glia hücrelerinde, kainik asit ile oluşturulan eksitotoksisitenin GLT-1’in ifadesine ve değişimine etkisi araştırılmıştır. Eksitotoksisite oluşturmak için hücrelere verilecek olan kainik asit dozlarına, optimizasyon çalışmaları yapılarak karar verilmiş, MTT Assay sonuçlarında ise hücre canlılığında 1000 µM kainik asit ile anlamlı bir düşüş görülmüştür (p<0.05). Eksitotoksisite oluşumu sonrası her iki hücre hattında GLT-1’in ifadesinin anlamlı olarak arttığı gözlenmiştir. N2A hücre hattında GLT-1 mRNA seviyesi, glia hattında ise GLT-1 protein seviyesi, kainik asit muamelesi sonucu kontrol hücresine göre artmıştır. Bu sonuç, hücrenin oluşan strese kendini koruma amaçlı bir cevabı olarak yorumlamıştır.
          Bu çalışmadaki, iki farklı hücre hattı üzerinde yapılan uygulamalara destekleyici ve alternatif  nitelikteki diğer glial ve nöroblastoma hücreleri ve hayvan modelleri üzerinde yapılabilecek çalışmalarla,  nörodejeneratif hastalıkların ortak yolağı olan eksitotoksisite mekanizması daha iyi anlaşılabilir, etkili ilaç ve tedavi yöntemleri geliştirilebilecektir. 
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		Protocol: Bradford gizem Date Run: Cuma Haz 29, 2018 01:06:56 P.M.

		Endpoint Read Test Wavelength: 595

		Endpoint Read Test Wavelength: 595

				1		2		3		4		5		6		7		8		9		10		11		12

		A		0.059		0.062		0.067		0.053		0.061		0.056		0.054		0.046		0.048		0.208		0.055		0.052

		B		0.06		0.057		0.039		0.041		0.047		0.042		0.045		0.046		0.049		0.046		0.047		0.052

		C		0.057		0.054		0.065		0.064		0.071		0.059		0.064		0.073		0.065		0.059		0.065		0.066

		D		0.047		0.045		0.048		0.047		0.057		0.059		0.05		0.046		0.046		0.048		0.053		0.05

		E		0.166		0.158		0.263		0.268		0.387		0.399		0.399		0.487		0.51		0.488		0.548		0.507

		F		0.475		0.513		0.466		0.496		0.163		0.153		0.049		0.053		0.047		0.045		0.045		0.048

		G		0.046		0.046		0.046		0.048		0.044		0.046		0.05		0.049		0.047		0.046		0.047		0.054

		H		0.046		0.05		0.046		0.048		0.046		0.047		0.047		0.046		0.053		0.046		0.047		0.048

										Standart		1.well		2.well		ORT

		0		0.166						0		0.166		0.158		0.162

		0		0.158		0.162				100		0.263		0.268		0.2655

		100		0.263						200		0.387		0.399		0.393

		100		0.268		0.2655				300		0.399		0.487		0.443

		200		0.387						400		0.51		0.488		0.499

		200		0.399		0.393				500		0.548		0.507		0.5275

		300		0.399

		300		0.487		0.443

		400		0.51

		400		0.488		0.499

		500		0.548								1.well		Konst.1		2.well		Konst.2		ORT		Konst.Ort.

		500		0.507		0.5275				WT		0.475		396.4285714286		0.513		450.7142857143		0.494		423.5714285714		X5

		WT		0.475						KA		0.466		383.5714285714		0.496		426.4285714286		0.481		405		X5

		WT		0.513		0.494				H2O		0.163		-49.2857142857		0.153		-63.5714285714		0.158		-56.4285714286

		KA		0.466

		KA		0.496		0.481

		H2O		0.163

		H2O		0.153		0.158
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Sample Setup

		Block Type		48well

		Chemistry		SYBR_GREEN

		Experiment File Name		D:\Documents and Settings\INSTR-ADMIN\Desktop\Gizem\GLT1 exp 130918.eds

		Experiment Run End Time		2018-09-13 13:35:56 PM PDT

		Instrument Type		stepone

		Passive Reference		ROX

		Well		Sample Name		Sample Color		Biogroup Name		Biogroup Color		Target Name		Target Color		Task		Reporter		Quencher		Quantity		Comments

		A1		Sample 1		RGB(132,193,241)						Actin		RGB(208,243,98)		UNKNOWN		SYBR		None

		A2		Sample 1		RGB(132,193,241)						Actin		RGB(208,243,98)		UNKNOWN		SYBR		None

		A3		Sample 1		RGB(132,193,241)						Actin		RGB(208,243,98)		UNKNOWN		SYBR		None

		A4

		A5		Sample 1		RGB(132,193,241)						GLT1		RGB(139,189,249)		UNKNOWN		SYBR		None

		A6		Sample 1		RGB(132,193,241)						GLT1		RGB(139,189,249)		UNKNOWN		SYBR		None

		A7		Sample 1		RGB(132,193,241)						GLT1		RGB(139,189,249)		UNKNOWN		SYBR		None

		A8

		B1		Sample 2		RGB(168,255,222)						Actin		RGB(208,243,98)		UNKNOWN		SYBR		None

		B2		Sample 2		RGB(168,255,222)						Actin		RGB(208,243,98)		UNKNOWN		SYBR		None

		B3		Sample 2		RGB(168,255,222)						Actin		RGB(208,243,98)		UNKNOWN		SYBR		None

		B4

		B5		Sample 2		RGB(168,255,222)						GLT1		RGB(139,189,249)		UNKNOWN		SYBR		None

		B6		Sample 2		RGB(168,255,222)						GLT1		RGB(139,189,249)		UNKNOWN		SYBR		None

		B7		Sample 2		RGB(168,255,222)						GLT1		RGB(139,189,249)		UNKNOWN		SYBR		None

		B8

		C1		Sample 3		RGB(223,221,142)						Actin		RGB(208,243,98)		UNKNOWN		SYBR		None

		C2		Sample 3		RGB(223,221,142)						Actin		RGB(208,243,98)		UNKNOWN		SYBR		None

		C3		Sample 3		RGB(223,221,142)						Actin		RGB(208,243,98)		UNKNOWN		SYBR		None

		C4

		C5		Sample 3		RGB(223,221,142)						GLT1		RGB(139,189,249)		UNKNOWN		SYBR		None

		C6		Sample 3		RGB(223,221,142)						GLT1		RGB(139,189,249)		UNKNOWN		SYBR		None

		C7		Sample 3		RGB(223,221,142)						GLT1		RGB(139,189,249)		UNKNOWN		SYBR		None

		C8

		D1		Sample 4		RGB(247,255,168)						Actin		RGB(208,243,98)		UNKNOWN		SYBR		None

		D2		Sample 4		RGB(247,255,168)						Actin		RGB(208,243,98)		UNKNOWN		SYBR		None

		D3		Sample 4		RGB(247,255,168)						Actin		RGB(208,243,98)		UNKNOWN		SYBR		None

		D4

		D5		Sample 4		RGB(247,255,168)						GLT1		RGB(139,189,249)		UNKNOWN		SYBR		None

		D6		Sample 4		RGB(247,255,168)						GLT1		RGB(139,189,249)		UNKNOWN		SYBR		None

		D7		Sample 4		RGB(247,255,168)						GLT1		RGB(139,189,249)		UNKNOWN		SYBR		None

		D8

		E1		Sample 5		RGB(132,193,241)						Actin		RGB(208,243,98)		UNKNOWN		SYBR		None

		E2		Sample 5		RGB(132,193,241)						Actin		RGB(208,243,98)		UNKNOWN		SYBR		None

		E3		Sample 5		RGB(132,193,241)						Actin		RGB(208,243,98)		UNKNOWN		SYBR		None

		E4

		E5		Sample 5		RGB(132,193,241)						GLT1		RGB(139,189,249)		UNKNOWN		SYBR		None

		E6		Sample 5		RGB(132,193,241)						GLT1		RGB(139,189,249)		UNKNOWN		SYBR		None

		E7		Sample 5		RGB(132,193,241)						GLT1		RGB(139,189,249)		UNKNOWN		SYBR		None

		E8

		F1		Sample 6		RGB(168,255,222)						Actin		RGB(208,243,98)		UNKNOWN		SYBR		None

		F2		Sample 6		RGB(168,255,222)						Actin		RGB(208,243,98)		UNKNOWN		SYBR		None

		F3		Sample 6		RGB(168,255,222)						Actin		RGB(208,243,98)		UNKNOWN		SYBR		None

		F4

		F5		Sample 6		RGB(168,255,222)						GLT1		RGB(139,189,249)		UNKNOWN		SYBR		None

		F6		Sample 6		RGB(168,255,222)						GLT1		RGB(139,189,249)		UNKNOWN		SYBR		None

		F7		Sample 6		RGB(168,255,222)						GLT1		RGB(139,189,249)		UNKNOWN		SYBR		None

		F8





Results

		Block Type		48well

		Chemistry		SYBR_GREEN

		Experiment File Name		D:\Documents and Settings\INSTR-ADMIN\Desktop\Gizem\GLT1 exp 130918.eds

		Experiment Run End Time		2018-09-13 13:35:56 PM PDT

		Instrument Type		stepone

		Passive Reference		ROX

		Well		Sample Name		Target Name		Task		Reporter		Quencher		Cт		Cт Mean		Cт SD		Quantity		Quantity Mean		Quantity SD		Automatic Ct Threshold		Ct Threshold		Automatic Baseline		Baseline Start		Baseline End		Tm1		Tm2		Tm3		Comments		BADROX		HIGHSD		SPIKE		OUTLIERRG		EXPFAIL		MTP

		A1		Sample 1		Actin		UNKNOWN		SYBR		None		21.2773857117		21.3733825684		0.0846842974										1.1349625528				3		18		84.2298202515								Y		N		Y		N		N		N

		A2		Sample 1		Actin		UNKNOWN		SYBR		None		21.4374980927		21.3733825684		0.0846842974										1.1349625528				3		18		84.0807037354								Y		N		Y		N		N		N

		A3		Sample 1		Actin		UNKNOWN		SYBR		None		21.4052677155		21.3733825684		0.0846842974										1.1349625528				3		18		83.9315948486								Y		N		Y		N		N		N

		A4																																										N		N		N		N		N		N

		A5		Sample 1		GLT1		UNKNOWN		SYBR		None																0.7353149924				3		35										N		N		N		N		N		N

		A6		Sample 1		GLT1		UNKNOWN		SYBR		None		33.469833374		33.4024353027		0.0953179672										0.7353149924				3		31		71.4059295654		80.5019454956						Y		N		Y		N		N		Y

		A7		Sample 1		GLT1		UNKNOWN		SYBR		None		33.3350334167		33.4024353027		0.0953179672										0.7353149924				3		31		71.4059295654		76.4758377075						N		N		Y		N		N		Y

		A8																																										N		N		N		N		N		N

		B1		Sample 2		Actin		UNKNOWN		SYBR		None		21.305021286		21.0544719696		0.2170191109										1.1349625528				3		18		84.0807037354								Y		N		Y		Y		N		N

		B2		Sample 2		Actin		UNKNOWN		SYBR		None		20.9251880646		21.0544719696		0.2170191109										1.1349625528				3		18		84.0807037354								Y		N		Y		N		N		N

		B3		Sample 2		Actin		UNKNOWN		SYBR		None		20.9332065582		21.0544719696		0.2170191109										1.1349625528				3		18		83.9315948486								Y		N		Y		N		N		N

		B4																																										N		N		N		N		N		N

		B5		Sample 2		GLT1		UNKNOWN		SYBR		None		35.2933387756		34.8382110596		0.4882608652										0.7353149924				3		33		71.4059295654								N		N		N		N		N		N

		B6		Sample 2		GLT1		UNKNOWN		SYBR		None		34.3224754333		34.8382110596		0.4882608652										0.7353149924				3		32		71.5550460815								N		N		N		N		N		N

		B7		Sample 2		GLT1		UNKNOWN		SYBR		None		34.898815155		34.8382110596		0.4882608652										0.7353149924				3		33		71.5550460815								N		N		Y		N		N		N

		B8																																										N		N		N		N		N		N

		C1		Sample 3		Actin		UNKNOWN		SYBR		None		22.7490882874		22.756893158		0.0110377539										1.1349625528				3		20		84.0807037354								Y		N		Y		N		N		N

		C2		Sample 3		Actin		UNKNOWN		SYBR		None		22.7646980286		22.756893158		0.0110377539										1.1349625528				3		20		84.0807037354								Y		N		Y		N		N		N

		C3		Sample 3		Actin		UNKNOWN		SYBR		None																1.1349625528				3		20										N		N		N		N		N		N

		C4																																										N		N		N		N		N		N

		C5		Sample 3		GLT1		UNKNOWN		SYBR		None		36.6785926819		36.1233444214		0.7852368951										0.7353149924				3		34		71.4059295654								N		Y		Y		N		N		N

		C6		Sample 3		GLT1		UNKNOWN		SYBR		None		35.5680999756		36.1233444214		0.7852368951										0.7353149924				3		33		73.6426544189								N		Y		N		N		N		N

		C7		Sample 3		GLT1		UNKNOWN		SYBR		None																0.7353149924				3		37										N		N		N		N		N		N

		C8																																										N		N		N		N		N		N

		D1		Sample 4		Actin		UNKNOWN		SYBR		None																1.1349625528				3		23										N		N		N		N		N		N

		D2		Sample 4		Actin		UNKNOWN		SYBR		None		28.1890068054		28.1857452393		0.0046112025										1.1349625528				3		24		83.9315948486								Y		N		Y		N		N		N

		D3		Sample 4		Actin		UNKNOWN		SYBR		None		28.1824855804		28.1857452393		0.0046112025										1.1349625528				3		24		83.7824783325								Y		N		N		N		N		N

		D4																																										N		N		N		N		N		N

		D5		Sample 4		GLT1		UNKNOWN		SYBR		None		35.8395767212		35.4706802368		0.5216984153										0.7353149924				3		34		71.2568130493		79.3090286255						N		Y		N		N		N		Y

		D6		Sample 4		GLT1		UNKNOWN		SYBR		None																0.7353149924				3		36										N		N		N		N		N		N

		D7		Sample 4		GLT1		UNKNOWN		SYBR		None		35.1017837524		35.4706802368		0.5216984153										0.7353149924				3		33		71.2568130493								N		Y		Y		N		N		N

		D8																																										N		N		N		N		N		N

		E1		Sample 5		Actin		UNKNOWN		SYBR		None		28.7150192261		28.4742794037		0.251767695										1.1349625528				3		26		83.9315948486								Y		N		N		N		N		N

		E2		Sample 5		Actin		UNKNOWN		SYBR		None		28.4950485229		28.4742794037		0.251767695										1.1349625528				3		25		83.9315948486								Y		N		Y		N		N		N

		E3		Sample 5		Actin		UNKNOWN		SYBR		None		28.212770462		28.4742794037		0.251767695										1.1349625528				3		25		83.9315948486								Y		N		Y		N		N		N

		E4																																										N		N		N		N		N		N

		E5		Sample 5		GLT1		UNKNOWN		SYBR		None		36.9047889709		35.6745910645		1.7397652864										0.7353149924				3		35		71.1076965332								N		Y		N		N		Y		N

		E6		Sample 5		GLT1		UNKNOWN		SYBR		None																0.7353149924				3		39										N		N		N		N		N		N

		E7		Sample 5		GLT1		UNKNOWN		SYBR		None		34.4443893433		35.6745910645		1.7397652864										0.7353149924				3		32		71.2568130493		79.4581451416						N		Y		Y		N		N		Y

		E8																																										N		N		N		N		N		N

		F1		Sample 6		Actin		UNKNOWN		SYBR		None		28.6290302277		27.3544921875		1.2466220856										1.1349625528				3		26		84.0807037354								Y		Y		Y		N		N		N

		F2		Sample 6		Actin		UNKNOWN		SYBR		None		27.2966442108		27.3544921875		1.2466220856										1.1349625528				3		24		84.0807037354								Y		Y		N		N		N		N

		F3		Sample 6		Actin		UNKNOWN		SYBR		None		26.1378002167		27.3544921875		1.2466220856										1.1349625528				3		23		83.9315948486								Y		Y		Y		N		N		N

		F4																																										N		N		N		N		N		N

		F5		Sample 6		GLT1		UNKNOWN		SYBR		None																0.7353149924				3		34										N		N		N		N		N		N

		F6		Sample 6		GLT1		UNKNOWN		SYBR		None		35.1434516907		34.8856658936		0.3645668626										0.7353149924				3		32		79.0107955933		71.1076965332						N		N		N		N		N		Y

		F7		Sample 6		GLT1		UNKNOWN		SYBR		None		34.6278762817		34.8856658936		0.3645668626										0.7353149924				3		33		71.5550460815								N		N		Y		N		N		N

		F8																																										N		N		N		N		N		N





Sheet2

		Sample Name		Target Name		Cт		Cт Mean		Cт SD

		Sample 1		Actin		21.2773857117		21.3733825684		0.0846842974

		Sample 1		Actin		21.4374980927		21.3733825684		0.0846842974

		Sample 1		Actin		21.4052677155		21.3733825684		0.0846842974

		Sample 1		GLT1

		Sample 1		GLT1		33.469833374		33.4024353027		0.0953179672

		Sample 1		GLT1		33.3350334167		33.4024353027		0.0953179672

		Sample 2		Actin		21.305021286		21.0544719696		0.2170191109

		Sample 2		Actin		20.9251880646		21.0544719696		0.2170191109

		Sample 2		Actin		20.9332065582		21.0544719696		0.2170191109

		Sample 2		GLT1		35.2933387756		34.8382110596		0.4882608652

		Sample 2		GLT1		34.3224754333		34.8382110596		0.4882608652

		Sample 2		GLT1		34.898815155		34.8382110596		0.4882608652

		Sample 3		Actin		22.7490882874		22.756893158		0.0110377539

		Sample 3		Actin		22.7646980286		22.756893158		0.0110377539

		Sample 3		Actin

		Sample 3		GLT1		36.6785926819		36.1233444214		0.7852368951

		Sample 3		GLT1		35.5680999756		36.1233444214		0.7852368951

		Sample 3		GLT1

		Sample 4		Actin

		Sample 4		Actin		28.1890068054		28.1857452393		0.0046112025

		Sample 4		Actin		28.1824855804		28.1857452393		0.0046112025

		Sample 4		GLT1		35.8395767212		35.4706802368		0.5216984153

		Sample 4		GLT1

		Sample 4		GLT1		35.1017837524		35.4706802368		0.5216984153

		Sample 5		Actin		28.7150192261		28.4742794037		0.251767695

		Sample 5		Actin		28.4950485229		28.4742794037		0.251767695

		Sample 5		Actin		28.212770462		28.4742794037		0.251767695

		Sample 5		GLT1		36.9047889709		35.6745910645		1.7397652864

		Sample 5		GLT1

		Sample 5		GLT1		34.4443893433		35.6745910645		1.7397652864

		Sample 6		Actin		28.6290302277		27.3544921875		1.2466220856

		Sample 6		Actin		27.2966442108		27.3544921875		1.2466220856

		Sample 6		Actin		26.1378002167		27.3544921875		1.2466220856

		Sample 6		GLT1

		Sample 6		GLT1		35.1434516907		34.8856658936		0.3645668626

		Sample 6		GLT1		34.6278762817		34.8856658936		0.3645668626





Sheet1

		Sample Name		Target Name		Cт		Averge CT		D CT		Rel Q						WT1		2.3927386481

		Sample 1		Actin		21.2773857117		21.3733838399		12.0290495555		2.3927386481		WT				WT2		0.709057515

		Sample 1		Actin		21.4374980927												WT3		0.9468837424

		Sample 1		Actin		21.4052677155

		Sample 1		GLT1		33.469833374		33.4024333954										KA1		64.1233696684

		Sample 1		GLT1		33.3350334167												KA2		67.9971618793

		Sample 1		GLT1														KA3		54.0618862864

		Sample 1		GLT1

		Sample 2		Actin		21.305021286		21.0544719696		13.7837378184		0.709057515		WT						Average		STE

		Sample 2		Actin		20.9251880646												C		1.3495599685		0.5260882837

		Sample 2		Actin		20.9332065582												KA		62.0608059447		4.1528545724

		Sample 2		GLT1		35.2933387756		34.838209788

		Sample 2		GLT1		34.3224754333

		Sample 2		GLT1		34.898815155

		Sample 2		GLT1

		Sample 3		Actin		22.7490882874		22.756893158		13.3664531708		0.9468837424		WT

		Sample 3		Actin		22.7646980286

		Sample 3		Actin

		Sample 3		GLT1		36.6785926819		36.1233463287

		Sample 3		GLT1		35.5680999756

		Sample 3		GLT1

		Sample 4		Actin		28.1890068054		28.1857461929		7.2849340439		64.1233696684		KA

		Sample 4		Actin		28.1824855804

		Sample 4		Actin

		Sample 4		GLT1		35.8395767212		35.4706802368

		Sample 4		GLT1		35.1017837524

		Sample 4		GLT1

		Sample 4		GLT1

		Sample 5		Actin		28.7150192261		28.4742794037		7.2003097534		67.9971618793		KA

		Sample 5		Actin		28.4950485229

		Sample 5		Actin		28.212770462

		Sample 5		Actin

		Sample 5		GLT1		36.9047889709		35.6745891571

		Sample 5		GLT1		34.4443893433

		Sample 5		GLT1

		Sample 5		GLT1

		Sample 6		Actin		28.6290302277		27.3544915517		7.5311724345		54.0618862864		KA

		Sample 6		Actin		27.2966442108

		Sample 6		Actin		26.1378002167

		Sample 6		GLT1		35.1434516907		34.8856639862												0.0000657082

		Sample 6		GLT1		34.6278762817

		Sample 6		GLT1

		Sample 6		GLT1
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Bradford Rabia 06.08.18 Bradfor

		Protocol: Bradford gizem Date Run: Pazartesi Ağu 06, 2018 04:00:01 P.M.

		Endpoint Read Test Wavelength: 595

		Endpoint Read Test Wavelength: 595

				1		2		3		4		5		6		7		8		9		10		11		12

		A		0.058		0.064		0.078		0.054		0.061		0.056		0.056		0.047		0.052		0.308		0.053		0.053				0.151		0.151		0.284		0.283		0.397		0.342		0.464		0.466		0.46		0.476		0.494		0.501

		B		0.062		0.058		0.044		0.044		0.045		0.044		0.046		0.047		0.049		0.046		0.047		0.052				0.151				0.2835				0.3695				0.465				0.468				0.4975

		C		0.057		0.055		0.063		0.065		0.072		0.061		0.064		0.073		0.064		0.054		0.066		0.065

		D		0.049		0.046		0.049		0.047		0.058		0.059		0.052		0.047		0.047		0.049		0.055		0.052

		E		0.063		0.06		0.067		0.066		0.072		0.074		0.06		0.068		0.063		0.061		0.061		0.06				0		100		200		300		400		500

		F		0.05		0.051		0.052		0.049		0.066		0.058		0.05		0.054		0.048		0.046		0.045		0.049				0.151		0.2835		0.3695		0.465		0.468		0.4975

		G		0.151		0.151		0.284		0.283		0.397		0.342		0.464		0.466		0.46		0.476		0.494		0.501				0		0.1325		0.2185		0.314		0.317		0.3465

		H		0.602		0.564		0.609		0.522		0.145		0.147		0.048		0.047		0.055		0.047		0.046		0.048

														0.146

		Wt		0.583		KA		0.5655

				0.437				0.4195

				2.185				2.0975		*5

				3048.1428571429				2923.1428571429

				3.0481428571				2.9231428571		:1000





Bradford Rabia 06.08.18 Bradfor

		






