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OZET

MPP* (1-METIL-4-FENILPRIDINYUM) iLE MUAMELE SONUCU FARE
NOROBLASTOMA (N2A) HUCRESINDE OLUSACAK EKSITOTOKSISITE
DURUMUNUN VE GLT-1 SEVIYELERININ ARASTIRILMASI

AK C. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyoloji Program Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2020

Parkinson hastaligi, lewy noritleri ve lewy cisimleri olarak ifade edilen a-sintkleinin
intrandronal agregatlarinin birikimleri ile substansiya nigra'daki dopamin tireten hiicrelerin
kaybindan ve boylece dopaminerjik noronlarin dejenerasyonundan kaynaklanan bir
fonksiyon bozuklugu olarak tanimlanir.

Eksitotoksisite norodejenerasyonun ortak molekiiler mekanizmalarindan biridir.
Glutamat eksitotoksisitesi, presinaptik sinir terminallerinden ve astrositlerden intraseller
alana agir1 glutamat saliniminin tetiklenmesiyle ve glutamat reseptorlerinin  asir
uyarilmasiyla olusur. Glutamat tasiyicilari biriken fazla glutamati toplayarak glutamat
reseptorlerinin asir1 aktivasyonunu onler. Ozellikle GLT-1 (Glutamate Transporter-1) ya da
EAAT2 (Excitatory Amino Acid Transporter2) beyindeki toplam glutamate emiliminin
%95’inden sorumludur.

MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetranydropyridine), Parkinson hastaligi igin
onemli bir kimyasal model ve sik kullanilan etkili bir toksindir. Elektron transport
zincirindeki Komplex 1°i inhibe ederek mitokondriyal fonksiyona zarar verir. Bu ¢aligmada
MPTP'nin aktif metaboliti MPP*(1-methyl-4-phenylpyridinium) kullanilarak, néron ve glia
hiicrelerinde eksitotoksisite modeli olusturuldu ve MPP*’nin GLT-1 ekspresyonu {izerine
etkisi arastirildi. N2A (fare noroblastoma hicreleri) ve glia (IHA-immortalized human
astrocytes-immortalize olmus insan astrositleri) MPP* ile muamele edildikten sonra,
hicrelerin canlilik oranlari, glutamat salinim oranlart ve GLT-1’in mRNA ve protein
diizeylerindeki degisiklikleri arastirildi.

MPP* muamelesinden sonra IHA hiicrelerinden total protein izole edildi, GLT-1
ekspresyonu western blot yontemi ile incelendi ve MPP™ verilen hiicrede kontrole oranla
anlamli artig gorldi. MPP* muamelesi yapilan ve yapilmayan (kontrol) N2A hiicre
hattindan total RNA izole edilerek ¢cDNA iiretildi ve Real Time PCR (Ger¢ek zamanl
Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile GLT-1 mRNA dizeyi 6lculdi. IHA hicrelerinde alinan
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sonuc ile uyumlu olarak, MPP* muamelesi yapilan N2A hiicrelerinde GLT-1 mRNA
seviyesinin kontrol hiicrelerine gére anlamlr artig1 gorildi. Glutamat salinimi glutamat assay
ile 6lguldu.

Sonu¢ olarak, MPP* ile olusturulan eksitotoksik durum karsisinda, GLT-1
ekspresyonunun bir kurtarict mekanizma olarak arttigi gézlendi. Bu nedenle, ilk 12 saatlik
donemde glutamat saliniminin azaldigi ancak norotoksisitenin etkisi devam ettikce glutamat
saliniminin artmaya devam ettigi goriildii. Glutamat saliniminin azalmasinin nedeni ayni
zamanda hiicre olimii gergeklestigi icin olabilecegi disiiniildi. GLT-1 ekspresyonunun
diizenli arttirilmasi hedef alinarak ilgili molekiiler yolaklarin arastirilmasi, eksitotoksisiteyi

azaltarak Parkinson hastaligina kars1 tedavi gelistirilmesi yolunda 6nemli olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Eksitotoksisite, GLT-1, glutamat, lewy cisimcigi, MPP*, Parkinson
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ABSTRACT

EXAMINATION OF EXCITOTOXICITY STATUS AND GLT-1 LEVELS IN MPP*
(1-METHYL-4-PHENYLPYRIDINIUM)-TREATED MOUSE NEUROBLASTOMA
(N2A) CELLS

AK C. Aydin Adnan Menderes University Institute of Health Sciences Medicine
Faculty Clinical Biology Program Master Thesis, Aydin, 2020

Parkinson's disease is defined as a dysfunction resulting from the accumulation of
intraneuronal aggregates of a-synuclein, expressed as lewy neurites and lewy bodies, with
loss of dopamine-producing cells in the substantia nigra and thus degeneration of
dopaminergic neurons.

Excitotoxicity is one of the common molecular mechanisms of neurodegeneration.
Glutamate excitotoxicity occurs by triggering excessive release of glutamate from
presynaptic nerve terminals and astrocytes into the intracellular domain and by
overexcitation of glutamate receptors. Glutamate carriers prevent excess activation of
glutamate receptors by accumulating excess glutamate. In particular, GLT-1 (Glutamate
Transporter-1) or EAAT2 (Excitatory Amino Acid Transporter2) is responsible for 95% of
total glutamate absorption in the brain.

MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine) is an important chemical
model for Parkinson's disease and a commonly used effective toxin. It interferes with
mitochondrial function by inhibiting Complex 1 in the electron transport chain. In this study,
MPT* (1-methyl-4-phenylpyridinium), the active metabolite of MPTP, was used to model
excitotoxicity in neuron and glia cells and the effect of MPP* on GLT-1 expression was
investigated. After N2A (mouse neuroblastoma cells) and glia (IHA-immortalized human
astrocytes-immortalized human astrocytes) cells were treated with MPP™, the viability of
cells, glutamate release and changes in GLT-1's mRNA and protein levels were investigated.

After MPP™ treatment, total protein was isolated from IHA cells and GLT-1 protein
expression was examined by western blot. It was observed that MPP* treated IHA cells
showed a significant increase in GLT-1 expression when compared to control. Total RNA
was isolated from MPP™ treated and untreated (control) N2A cells, total RNA was isolated
and cDNA was produced. GLT-1 mRNA level was measured by Real Time PCR (Real-time

Polymerase Chain Reaction). Consistent with the results of IHA cells, a significant increase

Xiv



in GLT-1 mRNA level was observed in MPP* treated N2A cells compared to control cells.
In the end, glutamate release was measured by glutamate assay.

As a result, it was observed that GLT-1 expression increased as a rescue mechanism
in response to the excitotoxicity induced by MPP*. Therefore, it was observed that glutamate
release decreased in the first 12 hours. However, glutamate release continued to increase as
the effect of neurotoxicity continued. It was thought that the decrease in glutamate secretion
may be due to cell death. It will be important to investigate the relevant molecular pathways
with the aim of increasing GLT-1 expression regularly, and to develop treatment against

Parkinson's disease by reducing excitotoxicity.

Keywords: Excitotoxicity, GLT-1, glutamate, lewy body, MPP*, Parkinson
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1. GIRiS

Parkinson hastaligi (PH), Alzheimer hastaligindan sonra diinya ¢apinda en ¢ok
rastlanan ikinci norodejeneratif hastaliktir. Parkinson hastaligi, baslangic yasi 55 olan
ilerleyici bir hastaliktir ve goriilme siklig1 yasla birlikte belirgin bir sekilde artmaktadir,
genel olarak goriilme araligi 20/100,000 iken 70 yasindaki goriilme araligi 120/100,000’a
kadar ¢ikar. Hastaligin klinik belirtileri arasinda kas sertligi, istirahat tremoru (titreme),
bradikinezi (hareketlerde yavaslama), bozulmus postural refleksler ve degisken derecelerde
otonomik disfonksiyon bulunur. Parkinson hastaliginda karakteristik olan patolojik
degisiklikler, orta beynin substansiya nigra pars kompakta (SNc) bolimiindeki dopaminerjik
noronlarin dejenerasyonunu ve lewy cisimcikleri olarak bilinen intrasitoplazmik olusumlari
icerir. Parkinson Hastalig1 ile ilgili molekiiler yolaklar arasinda oksidatif stres,
mitokondriyal hasarlar, apoptoz, nekroz, lizozomal disfonksiyonlar, protein yanlis
katlanmasi ve birikimi ve eksitotoksisite bulunur (Dauer ve Przedborski, 2003; Schapira,
2010).

Glutamat hafiza, 6grenme, bilissel, duyusal, endokrin ve diger i¢ organlara ait
fonksiyonlar gibi bir¢ok islevi kontrol edebildigi i¢in merkezi sinir sisteminin fizyolojisinde
baslica uyarici norotransmitter olarak dnemli rol oynar. Glutamat aracili iletim, sinaptik
plastisite olaylari, beynin baglantilarin1 diizenleme yada yeni baglantilar kurma yetisi,
gelisim sirasinda sinir aglarinin olusumu ve Merkezi Sinir Sistemi (MSS)'nin onarimi gibi
sayisiz temel beyin fonksiyonunu saglar. Eksitotoksisite, merkezi sinir sistemi (MSS)’nde
norotoksisiteye yol agan nedenlerden biridir (Blandini, 2010). Glutamat basta olmak {izere
uyarict amino asitler tarafindan noéronlarin asir1 uyarilmasi veya asir1 aktivasyonu,
eksitotoksisite denilen patolojik bir siireci olusturarak néronal 6liime neden olur. Boylece,
onemli bir patolojik mekanizma olarak basta glutamat eksitotoksisitesinin, inme, beyin
travmasi, serebral iskemi ve hatta Amiyotrofik Lateral Skleroz (Turcan ve ark,) , Parkinson
hastaligi (DeMaagd ve Philip,) , Alzheimer hastaligi ve Huntington hastalig1 gibi norolojik
bozukluklarda rolii oldugu 6ne siiriilmiistiir (Ezza ve Khadrawyb, 2014; Schapira, 2010).

Eksitotoksisite noronlar arasi sinaptik boslukta asir1 glutamat birikimi ile olusur.
Fazla glutamatin ortamdan uzaklastirilmasi, eksitotoksisiteyi dnleyen ve beyindeki etkili
ndrotransmisyona izin vererek diisiik hiicre dis1 glutamat seviyelerini koruyan énemli bir
stirectir (Shih ve ark, 2014). Beyinde, kritik bir sekilde, glutamat i¢in hiicre dis1 katabolik bir

mekanizma olmadigindan, sinapstaki fazla glutamati temizlemek icin eksitatér amino asit



tastyicilart (EAAT) gorev alir. Bu siirece katkisi olan bes adet EAAT vardir: GLAST
(EAAT]; slcla3), GLT-1 (EAATZ; slcla2), EAACL (EAATS; slclal), EAATA4 (slcla6) ve
EAATS (slcla7) (Bjornsen ve ark, 2014). MSS'nde EAAT1 ve EAAT2 genel olarak
astrositlerde bulunurken, EAAT3 ve EAAT4 genel olarak noronlarda bulunur (Lin ve ark,
2012). GLT-1 (EAAT?2), beyindeki toplam glutamatin yaklasik % 95'inin taginmasindan
sorumludur ve ¢ogunlukla astrositlerde bulunur (Bjornsen ve ark, 2014; Shih ve ark, 2014).

Kortekste norotransmisyonun gerceklesmesi i¢cin ndronlara glutamin taginmasi ve
kaybolan glutamatin yenilemesi ve eksitotoksisitenin engellenmesi gerekir. Dolayisiyla
GLT-1 Kkorteks icindeki glutamat homeostazinda rol oynar (Bjornsen ve ark, 2014). Glial
glutamat tasiyict GLT-1 (EAAT?2), ortamdaki asir1 glutamatin toplanmasinda énemli bir rol
oynar ve GLT-1 (EAAT2) ekspresyonunun artmasinin noronal koruma sagladigi da
caligmalarla gosterilmektedir. Islev bozuklugu veya GLT-1 (EAAT2)'nin azalmis
ekspresyonu birgok ndrodejeneratif hastalikta gosterilmistir (Lin ve ark, 2012).

Norodejeneratif hastaliklari, o6zellikle de Parkinson Hastaligi’n1 tetikleyen
eksitotoksisite mekanizmasinin olusmasi i¢in multifaktoriyel birsistem etkindir. Genetik
yatkinlik, ¢evresel toksinler ve yaslanma hem kalitsal hemde sporadik olarak Parkinson
hastaliginin baglamasinda ve ilerlemesinde rol oynayandnemli faktorlerdendir (Gorman,
2008). Cevresel bir norotoksin olan 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP)’nin
cesitli hayvan modellerinde, MPTP'nin aktif metaboliti olan nérotoksin MPP* nin ise hiicre
kalturlerinde, mitokondriyal elektron tasima zincirinin kompleks 1’ini inhibe ederek ATP
tilkkenmesine, serbest radikallerin iiretiminin artmasina, oksidatif strese ve apoptotik hiicre
Olimune neden olup Parkinson hastaliginin c¢esitli biyokimyasal, patolojik ve klinik
ozelliklerini ortaya koydugu gosterilmistir (Badisa ve ark, 2010; Keane ve ark, 2015). MPP*,
in vitro ve in vivo olarak dopaminerjik noronlart segici bir sekilde oldiiriir (Choi ve ark,
2015). Bu nedenle MPP™ toksisitesi PH’nin en ¢ok calisilan kimyasal modelidir (Dauer ve
Przedborski, 2003).

Bizim bu ¢alismadaki amacimiz, fare ndroblastoma hiicreleri ve glia hicreleri (IHA-
immortalized human astrocytes) olmak tizere iki farkli hiicre hattinda oncelikle MPP™ ile
hiicresel Parkinson modeli olusturmak, MPP*’nin hiicre diizeyinde yarattigi metabolik
degisiklikleri, ekstraseltler glutamat seviyesindeki ve GLT-1 ekspresyonundaki degisimleri
aragtirarak ~ MPP"’nin  olusturdugu eksitotoksisitenin  molekiiler =~ mekanizmasini
g6zlemlemektir. Bu hucresel modeller, Parkinson hastaligina eksitotoksisite ekseninden
yaklasarak tedavi modelleri gelistirilmesine 6n ayak olacak ve yine bu hastalikta

eksitotoksisite mekanizmasinin aydinlatilmasini saglayacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Parkinson Hastaliginin Tarihcesi ve Epidemiyolojisi

[k tanimlama, doktor James Parkinson’un 1817 yilinda yayimladigi “An Essay on
the Shaking Palsy” derlemesi ile yapilmistir. Alzheimer’dan sonra yasa bagli ndrodejeneratif
hastaliklarin en sik goézleneni olarak, hastaliin temel klinik ozellikleri belirlenmistir
(Cedarbaum ve Gancher, 1992; Dauer ve Przedborski, 2003). Hastaligin tanimlamasi
Parkinson’un oncelikle géz Oniine aldigi, hastaligin semptomlarin1 gosteren, 6 hastayi
izlemesiyle ortaya ¢ikmistir (Cedarbaum ve Gancher, 1992).

Parkinson’un hastalar1 gdzlemleyerek fark ettigi ve tanimlama igin yaptigi 6zli
aciklamasi hala gegerlidir: Viicudun desteklendigi zaman bile hareketsiz olan kisimlarinda
kas giiciiniin kaybiyla iliskili istemsiz bir titreme hareketi, govdeyi Oone dogru biikkme
(kambur durus) ve yiirlime mesafesinden kosma hizina gegme egilimi gosterirler (Reich ve
Savitt, 2019). Bu semptomlarin yaninda ek olarak, bradikinezi (hareketlerde yavaslama),
hipokinezi (hareket genliginde azalma), akinezi (yiiriime sirasinda kol salinimi), normal yiiz
ifadesinin azlig1 (hipomimya), ses hacminin azalmasi (hipofoni) ve bogulma (diistinmeden
yutamama) gibi gesitli semptomlar kendini gosterir (Dauer ve Przedborski, 2003).

Endiistrilesmis tilkelerde PH prevalansinin genel olarak tim popilasyonun % 0-3'U
ve 60 yasin ilizerindeki insanlarda yaklasik % 1 oldugu tahmin edilmektedir (de Lau ve
Breteler, 2006). 50 yasindan Once nadir goriiliirken, insidansi ve prevalansi 60 yasindan
sonra giderek artmaktadir; prevalans ¢aligmalarinin meta-analizine dayanarak, prevalansi 50
ila 59 yas arasindaki 107/100.000 kisiden 70 ila 79 yas arasindaki 1087/100.000 kisiye
yukselmistir (Elbaz ve ark, 2016).

Kadin hastalarin erkek hastalara orani yaklasik 1.5/2 olup, erkeklerde kadinlardan
daha yaygindir. Bu farkin olasi agiklamalari, erkeklerde daha sik mesleki maruziyet
yasanmasl, kadinlarda dstrojenlerin noroprotektif etkilerinin ve X’e bagli genetik faktorlerin
olmasi olarak bilinir. Ancak bu roller hala tartisilmaktadir (de Lau ve Breteler, 2006; Elbaz
ve ark, 2016).



2.2. Hastahga Etkisi Olan Faktorler ve Hastaligin Etiyolojisi

Diinyada PH'nin degisken prevalansi, etnik farkliliklar ile birlikte ¢cevresel ve genetik
faktorlerin  hepsinin hastalik patogenezinde rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir
(DeMaagd ve Philip, 2015). Parkinson hastalarinin yaklasik% 5-10'u ailesel kalitim
kaliplarina sahiptir (Martin ve ark, 2006) ve tekli monogenik mutasyonlara atfedilebilir; Her
ne kadar aile Oykusi olmayan ve kesin genetik temeli olmayan sporadik Parkinson
Hastaliklari, hastalik vakalarinin% 90'mi1 olustursa da, ailesel PH formlari, PH
patofizyolojisinin merkezinde bulunan hiicresel yolaklar1 ortaya ¢ikarmistir (Park ve ark,
2018). Fakat, sonug olarak, hastaligin biiyiikk cogunlugu sporadiktir ve etiyolojisi genetik ve
cevresel faktorler arasindaki karmasik etkilesimleri igerir (Milanese ve ark, 2018).

Hastaligin baslangicinin 30-40 yas araligindan once goriilmesi nadir bir durum
oldugu gibi, yas ilerledik¢e ensidansta da orantili bir artma goriiliir (Cedarbaum ve Gancher,
1992). Hastaligin siklig1 artan yagla birlikte artmaktadir ve 60-65 yasindaki bireylerin
yaklasik %1'ini etkilerken ve 85 yasinda % 5'e yiikselmektedir (Eriksen ve Petrucelli, 2004).

Cinsiyet acisindan da PH i¢in bir¢ok ¢alisma kadinlar ve erkekler arasindaki
hastaligin goriilme oraninda 6nemli farkliliklar bulundurur (Cedarbaum ve Gancher, 1992).

Sporadik PH vakalarinin yaklagik % 3-5'1 bir tek genetik varyanttan kaynaklanir.
Ailesel vakalar arasinda, % 30'un monogenik bir nedeni vardir. PH vakalarmin biiyiik
cogunlugu “idiyopatik™ olmasina ragmen, genom ¢apinda iligkilendirme ¢aligmalari, hastalik
riskine katkida bulunan ¢ok sayida duyarlilik genini ve lokusunu (en az 24) tanimlamistir;
bunlar hastalik siirecindeki mekanik rolleri agisindan arastirilmaktadir (Williams-Gray ve
Worth, 2016). Kalitim ile PH’na neden olan bu genlerden en sik karsilasilanlar1 a-siniiklein,
Pink, Parkin, DJ-1 ve UCHL-1"dir (Eriksen ve Petrucelli, 2004).

PH gelisiminde kirsal alanlarda pestisit kullanim1 ve herbisitler arasinda anlaml1 bir
iligki bulunmustur. Bu bulgu, baz1 pestisitlere ve herbisitlere maruz kalmanin dopaminerjik
noronlarin kaybina neden olabilecegini gisteren deneysel ¢alismalara ek destek saglamistir

(Eriksen ve Petrucelli, 2004).



2.3. Parkinson Hastahgmin Patolojik Ozellikleri

PH'nin ana patolojik Ozellikleri, korpus striatuma yansiyan substansiya nigra pars
compakta (SN¢)'nin melanize dopaminerjik néronlarinin dejenerasyonunu ve kaybini; ayrica
Lewy cisimcikleri olarak adlandirilan, o-siniiklein agregatlarii (yigilimlarini) igerir
(Blandini, 2010; DeMaagd ve Philip, 2015; Dickson, 2018). SNc’deki hiicre kaybindan
kaynaklanan striatal dopaminerjik denervasyon (bozuk sinir bicimi), bazal ganglion
devrelerinde karmasik fonksiyonel modifikasyonlari tetikler ve bunlar, hastalifin tipik motor
semptomlarinin (tremor, sertlik, bradikinezi) nedenidir (Blandini, 2010).

PH'daki Lewy patolojisinin sadece dopaminerjik hiicreleri degil, ayn1 zamanda
gbzlenen genis semptom ve bulgu spektrumunu hesaba katan kolinerjik, noradrenerjik,
serotonerjik, histaminerjik ve glutaminerjik hucreleri i¢erdigi iyi bilinmektedir (Williams-
Gray ve Worth, 2016).

PH patogenezinin altinda yatan mekanizma heniiz tam olarak anlagilmamis olsa da,
biriken kanitlar, ¢ozlinlir oligomerler olarak bilinen fibriler yapidaki «a-sintklein
agregatlarinin  (yi8ilimlarinin), bircok subseliiller fonksiyona zarar vererek PH’nin
norodejeneratif siirecinde 6nemli bir rol oynadigin1 gostermektedir (Rocha ve ark, 2018).

a-sinuklein kiguk agregatlarinin anatomik olarak birbirine bagli beyin bolgeleri
boyunca sinaps yoluyla yayilabildigine dair kanitlar vardir. Bu patolojinin yayilmasin
saglayan mekanizmalar ve bunun farkli bireylerde farkli oranlarda meydana gelme nedenleri

hala belirsizdir (Williams-Gray ve Worth, 2016).

2.3.1 a-Sinuklein ve Lewy Cisimcikleri

Insan a-siniiklein proteini SNCA geni tarafindan kodlamir. SNCA genindeki
mutasyonlarin, hastalik patogenezi ile dogrudan iligkili oldugu bilinmektedir. SNCA geni,
4921 kromozomunda bulunur (Mehra ve ark, 2019). SNCA geninde bir nokta mutasyonunun
varlig1 veya tam bir lokus duplikasyonu, otozomal dominant PH formu ile sonuglanacaktir
(Rocha ve ark, 2018). Olusan bu mutasyonlar ve duplikasyonlar yada triplikasyonlar,
hastaligin ailesel ve sporadik bir sekline sebep olur (Mehra ve ark, 2019). PH’ nin patolojik
Ozelliklerinden biri de noronlarda bu hasarlardan dolay1 a-sintklein-pozitif sitoplazmik

inkliizyonlarin birikmesidir (Booth ve ark, 2017).



Bu kii¢lk, hidrofilik, dogal olarak katlanmamis, 140-amino asit iceren protein, insan
sinir sisteminde, sinir hiicrelerinin hepsinde degil fakat bir¢ogunda bulunur (Braak ve ark,
2004). Sitoplazmik igeriklerde a-siniiklein varligi anormal sitolojik lokalizasyonu temsil
eder, ¢unku o-siniiklein normalde sinaptik vezikiil saliniminda rol oynayan presinaptik
terminallerde zenginlestirilmis ve dogal olarak katlanmamis bir proteindir. Lewy
cisimcikleri de a-sinuklein agregatlarindan olusan intranfronal yigilimlardir (Sekil 1)
(Dickson, 2018).

PH’daki anormal o-sinliklein, yalnizca agregasyonu destekleyen anormal bir
konformasyona sahip degil, ayn1 zamanda fosforilasyon, kesilme ve oksidatif hasar da dahil
olmak Uzere patolojiye yol acan posttranslasyonel modifikasyonlara sahiptir (Dickson,
2018). Bir hipoteze gore, o-siniiklein’in dogasi geregi diizensiz bir protein veya
yapilandirilmamis monomer olarak var oldugu diistiniilmektedir. Bu a-sinlklein proteini
yapisal olarak ii¢ ayr1 bolgeye ayrilir: pozitif yiiklii bir N-terminal bolgesi, toplanma egilimi
yuksek bir merkezi hidrofobik bélge ve yuksek asidik bir C-terminal alan1 (Rocha ve ark,
2018). a-siniiklein’nin N-terminal bolgesi, bir amfipatik a-helix yapisini olusturan ve yiiksek
oranda korunan 11 amino asit tekrar dizisinin mevcudiyeti ile karakterize edilir. Bu
amfipatik bolgenin varligi, proteinin membranlarla baglanmasini saglar. Bu bolgeyi, o-
sintiklein’nin hidrofobik bdlgesi veya amiloid olmayan bilesen (NAC) olarak adlandirilan
bolgesi izler. Bu bolge amiloidojeniktir ve protein toplanmasindan sorumludur. Daha sonra
polar olan ve birgok yiiklii amino asit kalintisindan olusan a-siniiklein’nin C-terminal alani
yerini alir. Bu bolge, translasyon-sonras1 modifikasyon bolgelerinin ¢ogunu igerir ve ayrica

a-siniiklein’nin diger proteinler, ligandlar ve metal iyonlar: ile etkilesimine aracilik eder

(Mehra ve ark, 2019).
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Sekil 1. PH'da sinliklein agregasyonunun olasi sebepleri ve sonuglar1 (Michel ve ark, 2016)

Bir a-sinliklein fibrilasyon islemi, katlanmamis veya yanlis katlanmis monomerlerin
dimerler halinde toplanmasini, daha sonra -tabaka benzeri etkilesimlerle stabilize edilebilen
kiglk oligomerik tirler igerir. Bu asamada, siniiklein agregasyonu daha yiiksek molekdler
agirlikli, ¢oziinmeyen protofibrillere evrilir ve Lewy cisimleri gibi patolojik yapilarda
biriken amiloid benzeri fibrillerin olusumuyla sonuglanir. a-siniiklein’nin oligomerleri ve
protofibrillerinin, néronlar i¢in 6zellikle toksik olduguna inanilmaktadir. Mitokondriyal ve
ER (endoplazmik reticulum) homeostazi gibi temel hiicresel fonksiyonlari degistirmenin
yani sira Golgi cisimlerinin pargalanmasini ve zarlarin gegirgenligini arttirirlar (Michel ve
ark, 2016).



2.4 Molekiler Mekanizmalar

2.4.1 Mitokondriyal Disfonksiyon

Mitokondriyal disfonksiyonun hem sporadik hem de ailesel PH'de en énemli faktor
oldugu diisiiniilmektedir ve temel olarak mitokondriyal elektron transport zinciri kompleks
1'deki anormallikler, gen mutasyonlar1 ve homeostaz degisiklikleridir (Sun ve ark, 2019).

Mitokondriyal diizensizlige, eksojen norotoksinler gibi ¢evresel faktorlerin neden
olmasmin yani sira, gen mutasyonlar1 ve transkripsiyon faktorlerinin disregiilasyonu da
neden olmaktadir (Sun ve ark, 2019).

MPTP ve rotenon dahil PH modelleri olusturmak i¢in uygulanan norotoksinler,
mitokondrinin kompleks-1 aktivitesini inhibe ederek mitokondriyal fonksiyona zarar verir
(Wang ve ark, 2016). Mitokondriyal fonksiyon kaybi, normal beyin fonksiyonlarini bozar ve
ayn1 zamanda néronal onarimi azaltir (Kumar Sahel ve ark, 2019).

Metabolik homeostazi ve hiicresel sagligi siirdiirmek i¢in, mitokondri normal bir
fisyon ve fiizyon islemine tabi tutulur ve fonksiyonel olarak hiicresel ortamdaki degisime
adapte olur. Bu iglemlerin dengesizligi, mitokondriyal hasar ve hiicre 6limii yetenegini
bozabilir (Sekil 2) (Kumar Sahel ve ark, 2019).

Mitokondriyal disfonksiyonun karakteristik 6zellikleri baglica; ROS (reactive oxygen
species)’un asir1 lretimi, ATP tiilkenmesi, mitokondriyal DNA tiikkenmesi, kaspaz salinimi
diizensizligi ve ETC (electron transport complex) enzim defeksiyonunu igerir (Wang ve ark,
2016).

2.4.2. Lizozomal Disfonksiyon

Lizozomlar, liimenlerinde asidik bir pH ile membrana baglh organellerdir.
Lizozomlar, 50-60 tane ¢dzlnulr enzim ve en az 7 tane integral membran proteini igerir. Bu
proteinleri sifreleyen genlerdeki mutasyonlar, bozulmamis substratlarin birikmesi ile
karakterize edilen bir lizozomal depolama bozukluguna (LSD) neden olur. 40'tan fazla LSD
bilinir ve genellikle biriken substratin yapisina gore siniflandirilir. LSD'lerin ¢ogunlugu

otozomal resesif bir sekilde kalitsaldir ve genis bir klinik siddet spektrumu sergileyen ¢oguk,



geng ve yetigkin formlarinda bulunur. Merkezi sinir sistemindeki patolojiler, ¢ogu LSD' nin

ortak bir 6zelligidir (Sekil 2) (Shachar ve ark, 2011).

2.4.3 Oksidatif Stres ve Nitrik Oksit

Oksidatif stres, reaktif oksijen turlerinin (Talepoor Ardakani ve ark,) , 6zellikle de
suiperoksit anyon (O?), hidroksi radikal (Turcan ve ark,) ve molekiiler oksijeni kullanan
normal ve anormal metabolik islemlerin yan triinleri olarak iiretilen hidrojen peroksitin
(H20>) sitotoksik etkilerini ifade eder (Sekil 2) (Salinska ve ark, 2005).

Oksidatif stres, PH'da dopaminerjik néronlarin kaybinin altinda yatan kavramlarin
temel tas1 olmaya devam etmektedir. Oksidatif stresin kaynagi, hem ndronal hem de glial
kaynaklarin etkilenmesiyle ortaya c¢ikarken bu olusuma en fazla katkida bulunan, mitokondri
ve endoplazmik retikulumdan kaynaklanan artmis radikal olusumlaridir. SNc'de demir
birikiminin degismesi, kalsiyum kanali aktivitesindeki degisiklikler, degismis proteoliz
(proteasomal ve lizozomal), a-sinuklein birikimindeki degisiklikler ve mutant proteinlerin
varhigi, PH'daki oksidatif stresin nasil indiiklenebileceginin 6rnekleridir (Dexter ve Jenner,
2013).
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Sekil 2. PH’na katkis1 bulunan patolojik yolaklarin dizisi (Ebrahimi-Fakhari ve ark, 2011
den adapte edilmistir)

Mekanizmalar arasinda reaktif oksijen tiirleri veya glutamaterjik eksitotoksisite ile
indiiklenen hiicresel stresin yani sira degismis protein metabolizmasi1 ve mitokondriyal
fonksiyon bulunur. Tiim yollar birbiri ile iligkilidir ve sonu¢ olarak ndrodejenerasyon ile

inflamasyon olusumu goézlenir (Sekil 2).

2.4.4. Protein Yanhs Katlanmasi ve Birikimi

Beyin dokusunda proteinin anormal birikmesi, PH da dahil olmak iizere yasa bagh
cesitli ndrodejeneratif hastaliklarin bir 6zelligidir. Protein agregatlarinin bilesimi ve konumu
farkli olsa da, bu ortak 6zellik, kendi bagina protein birikiminin ya da baz ilgili olaylarin
noronlar icin toksik oldugunu gostermektedir (Dauer ve Przedborski, 2003).

Yanhs katlanmis veya istenmeyen proteinler, hiicre i¢inde iki yolla pargalanir.
Ubiquitin-proteasome sistemi (UPS), hiicre i¢i proteinlerin ¢ogunlugu igin ana bozunma
yoludur (Gorman, 2008). Bozulmaya mahkum proteinler, saperonlarla (yanlis
katlanmig/anormal proteinleri taniyan proteinler) baglanir ve ubiquitin parcalart ile

etiketlenir (Eriksen ve Petrucelli, 2004).
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Ikincisi, otofajidir ve hiicre tarafindan istenmeyen veya zarar gdrmiis organelleri
lizozomal bozunma yoluyla elimine etmek igin kullanilir ayrica proteinlerin bozunmasi igin
de kullanilabilir (Gorman, 2008).

Ubiquitin, protein Uzerinde poli-ubikuitin zinciri olusturan, 26S proteozomu
tarafindan saldiriya ugrayan bir bozunma sinyali haline gelen kiglk, kovalent bir
degistiricidir. Poli-ubiquitin zinciri, bir substrat tanima molekiilii olarak islev goren, i
enzim; E1 (ubiquitin aktive edici enzim), E2 (ubiquitin-konjuge enzim) ve E3 (ubiquitin-
baglayan enzim) igeren kaskad reaksiyonu ile sentezlenir (Shimura ve ark, 2000). Ubiquitin
aktiflestirici enzim E1, yliksek enerjili bir ara E1-ubiquitin Gretir. Daha sonra, E2 enzimleri,
ubikuitini El'den E3 ligazina aktararak, aktive ubiquitini bagladigi spesifik substratlara
baglanir (Gorman, 2008). Etiketlenmis proteinler daha sonra bir varil bigimli, ¢oklu protein,
proteolitik kompleks olan proteazom tarafindan peptitlere pargalanir (Sekil 3) (Gorman,
2008).

Parkinson hastalig1 ile ubikuitin sistemi arasindaki baglanti, patolojik ¢calismalarda ve
mutasyonlart otozomal dominant ailesel Parkinson hastaligina neden olan, UCH-L1
(ubiquitin karboksil-terminal hidrolaz) ve a-siniklein gibi iki gen Grinlnin analizinde

onerilmistir (Shimura ve ark, 2000).
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Sekil 3. Noronlardaki protein metabolizmasi (Gorman, 2008)

Yanlis katlanmis proteinler, mutasyonlar, oksidatif hasar, hatali proteoliz veya diger
post-translasyonel modifikasyonlarin bir sonucu olarak ortaya ¢ikabilir. Bunlar, Hsps gibi
saperonlar tarafindan yeniden katlanabilir veya ubiquitin (Braak ve ark,) ilavesiyle
proteazomal bozunma hedefli olabilir. UPS'in aracilik ettigi bozulmanin bozulmasi, otofaji
yoluyla pargalanabilen protein agregatlarinin olusumuna yol agabilir. Yanlhs katlanmis
proteinlerin veya protein agregatlarinin birikmesi, bilinmeyen bir mekanizma tarafindan

noronal hiicre 6limine yol agar (Gorman, 2008).
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2.4.5 Apoptoz ve Nekroz

Nekroz, akut bir hiicre 6limi seklidir. ATP kaybi, iyon gradyanlarinin dagilmasi,
hiicre sismesi ve sonucta hiicre erimesi ile karakterize edilir. Bu nedenle nekroz, hicre
igeriginin ¢evreye salinmasindan dolay1 ¢evre bolgede enflamasyona neden olur. Nekroz,
tanimlanabilir bir biyokimyasal yol bulunmadigi i¢in programlanmis bir hiicre 6liimii bigimi
degildir ve nekrotik hiicre 6liimii genellikle siddetli hiicresel stres, 6rnegin; yiiksek diizeyde
toksinler tarafindan meydana gelir (Gorman, 2008).

Apoptozis ise baslangigta kiiciilmiis hiicrelerde yogunlasmis ve parcalanmis
cekirdekler sergileyen “biiziilme nekrozu™ olarak tanimlanmistir. Nekrozun aksine, apoptoz,
hiicresel ATP'nin korunmasi ve apoptotik cisimler ile bu hiicre partikiillerinin fagositozunun
tomurcuklanmasityla hiicre biliziilmesine yol acan bir biyokimyasal yolun baslatilmasi

uzerine karakterize edilir (Gorman, 2008).

2.5 Eksitotoksisite

Eksitotoksisite, en yaygin incelenen néronal hiicre 6limd siireclerinden biridir ve
MSS (merkezi sinir sistemi) iskemisi, travma ve norodejeneratif hastaliklar dahil olmak
lizere birgok MSS hastaliginda énemli bir rol oynar (Sattler ve Tymianski, 2001). ilk olarak
John Olney tarafindan formiile edilen eksitotoksisite hipotezi, glutamatin asir1 noronal
uyarma ile norotoksik etkilerini agiklar (Salinska ve ark, 2005). Glutamat, beyindeki sinaptik
bolgelerde ana uyarict ndérotransmiterdir. Tiim glutamaterjik sinapslarin %40'ina kadar ve
tim noronlarm % 80'inden fazlasinda bulunur (Ezza ve Khadrawyb, 2014). Dolayisiyla,
hafiza, 6grenme, bilis ve alg1 gibi beyin fonksiyonlarinda rol oynamaktadir.

Hiicrelerde oksidatif stresi ¢ogaltabilen bir¢ok faktér olmasmna ragmen,
norotransmiter glutamat, oncelikle iyonotropik reseptorlerinin aktivasyonu araciligiyla
beyindeki bu islemin baslica efektoridiir (Coyle ve Puttfarcken, 1993). Glutamatin,
postsinaptik bdlgelerde, hicreyi depolarize edebilen ve bir aksiyon potansiyelinin
olusmasina yol agabilen iyonotropik ve metabotropik glutamat reseptorleri izerinde de
Onemli etkileri bulunmaktadir (Rueda ve ark, 2016). Glutamatin etkisi, pre-postsinaptik
noronlarda, Ozellikle yakindaki astrositlerde bulunan, Na® bagimli ‘'yiiksek afiniteli'

tastyicilar ailesi tarafindan (Sheldon ve Robinson, 2007), glutamat-glutamin doéngusu ile
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presinaptik noronlara geri dontstiiriiliip uzaklastirilmasiyla hizlica sona erer (Rueda ve ark,
2016). Glutamat tasiyicilari, dinamik sinaptik sinyalleme islemlerini siirdiirmek igin hiicre
dis1 glutamat konsantrasyonlarini diizenlemede 6énemli bir rol oynar (Vandenberg ve Ryan,
2013).

Bes farkli Na* bagimli yiiksek afiniteli glutamat tasiyicisi tanimlanmistir; bu
tastyicilar yaklasik % 50-60 benzer amino asit dizisini paylasir. Bu tasiyicilardan ikisi olan
GLAST ve GLT-1’e sirasiyla EAATI1 veya EAAT2 de denir. Hem GLT-1 hem de GLAST
oncelikle astrositlerde bulunur (Sheldon ve Robinson, 2007). GLT-1 (EAAT2), beyinde en
fazla bulunan glutamat tasiyicisidir ve on beyindeki glutamat aliminin % 90'indan
sorumludur. EAAT2 agirlikli olarak astrositlerde eksprese edilir, ancak EAAT2'nin % 10
kadar1 hipokampustaki presinaptik noronal terminallerde de bulunur. Sinaps yakininda
bulunan bu tasiyicilarin yogunlugu, glutamat reseptorlerinin aktivasyonu igin salinan
glutamat miktarin1 azaltmada yeterlidir. Esasen reseptor aktivasyonunu sinirlandirmak igin
yeterli olan tasiyicilara glutamatlarin baglanmasi sonucu glutamat tasiyicilari sinapslarda
tampon olarak iglev goriirler (Vandenberg ve Ryan, 2013).

Glutamat reseptorleri ya iyonotropik ya da metabotropik olarak siniflandirilir (Jia ve
ark, 2015). Glutamatin depolarize edici etkisine aracilik eden iyonotropik glutamat
reseptorleri (iGIuRs), en kuvvetli agonistlerinden sonra adlandirilmistir, farmakolojik ve
elektrofizyolojik ozellikleri ile ayirt edilebilir (Coyle ve Puttfarcken, 1993). Iyonotropik
reseptorler, glutamat baglandiginda ve NMDA (N-metil-Daspartat), AMPA (a-amino-3-
hidroksi-5-metil-4-izoksazolepropiyonik asit) veya kainat reseptorlerinde alt simiflara
ayrildiginda iyon kanalini dogrudan aktive eder (Jia ve ark, 2015;Coyle ve Puttfarcken,
1993). Metabotropik glutamat reseptorleri (mGIuRs), G-proteinlerinin aktivasyonu ve
takiben bircok yol boyunca daha yavas hareket eder (Jia ve ark, 2015).

Anormal glutamat saliniimi ve/veya glutamat temizlenmesinin disfonksiyonu,
glutamat reseptorlerinin asir1 uyarilmasina neden olabilir ve eksitotoksisite olarak bilinen
néronal hasara yol acabilir (Lin ve ark, 2012). Hem iyonotropik hem de metabotropik
glutamat reseptorlerinin asir1 uyarilmasi, Alzheimer hastaligi, Huntington hastaligi,
Amyotrofik Lateral Skleroz, Demans, ve Parkinson hastaligi dahil olmak iizere cesitli
norodejeneratif hastaliklarda gozlenen ndronal hasarlanmay1 agikga isaret etmektedir (Ezza

ve Khadrawyb, 2014).
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2.5.1 Glutamat Tasiyicilar:

Glutamat tasiyicilarinin  fonksiyonel aktivitesi, saglam bir hicresel sodyum
gradyanina ve dolayisiyla Na* -K* -ATPaz'in ¢alismasina baglhidir. Bu nedenle, tasiyicilar
plazma zarindaki ATPaz ile sik1 bir sekilde baglanmistir. Sodyuma bagl tasima acikga ATP
formunda kimyasal enerji gerektirdiginden, astrositik glutamat tastyicilar1 hem glikolitik
enzimler hem de mitokondri ile yakindan iliskilidir. Son astrositik siireclerde glutamat
tasiyici aktivitesi ile mitokondrinin hareketliligi/degiskenligi arasinda bir korelasyon olmasi
Ozellikle 6nem tasir. Bu nedenle, noronal aktivitedeki ve glutamat alimindaki bir artis,
tagiyicilara yakin bir yerde mitokondriyal hareketliligin durdurulmasina neden olur
(Sonnewald ve Schousboe, 2016).

Glutamat, vezikuler glutamat tasiyicilarinin (VGLUT) etkisiyle sinaptik vezikillerde
depolanir ve saliverilmesinin ardindan, iyonotropik ve metabotropik reseptdrler yoluyla
etkisini gosterir. Glutamatin sinaptik etkileri, astrositlerin ve noronlarin plazma zar1 lizerinde
bulunan glutamat tasiyicilarinin (uyarici amino asit tasiyicilart [EAAT]) etkisiyle hizla
sonlandirilir (Sekil 4). Bu 2 tasiyict aile, fonksiyonel o6zelliklerinin ¢ogunda farklidir
(Benarroch, 2010).

Glutamat
terminali

Metabotropik
glutamat
reseptorleri

i)'onotropik .
glatamat
. Teseptorleri

postsinaptik
yogunluk

Sekil 4. Glutamat tasiyicilarinin néronlar ve glial hiicreler {izerindeki lokalizasyonunu

gosteren bir glutamaterjik sinaps gosterimi (Amara ve Fontana, 2002)
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2.5.1.1. Vezikller glutamat tasiyicilar1 (VGLUT)

Glutamat, fosfatla aktive olan glutaminazin etkisiyle presinaptik terminallerde
glutaminden sentezlenir ve VGLUT'ler vasitasiyla presinaptik vezikiillerin liimenine
translokasyonla yerlesir. Glutamat alimi, ATPaz tarafindan olusturulan vakumlu bir tip
vezikiil membrani boyunca proton (H) bagimli bir elektrokimyasal gradyan ile siiriiliir. Ug
VGLUT izoformu, VGLUT1, VGLUT2 ve VGLUT3, molekiiler olarak tanimlanmis ve
bugiine kadar islevsel olarak karakterize edilmistir. VGLUT'lerin ekspresyonu, sinir gelisimi
sirasinda siki bir sekilde diizenlenir ve yetiskin MSS (merkezi sinir sistemi)'de toplam

vezikiiler glutamat aliminin yaklasik% 80'ini olusturur (Benarroch, 2010).

2.5.1.2 Eksitator (uyarici) amino asit tasiyicilar:1 (EAAT)

MSS'deki uyaricti amino asit tasiyicilart  (EAATS), hiicre disi  glutamat
konsantrasyonlarini eksitotoksik seviyelerin altinda tutar ve nérotransmisyon sirasinda
salinan glutamatin temizlenmesine katkida bulunur (Amara ve Fontana, 2002). EAAT lar
normal uyarict sinaptik iletimin korunmasi i¢in gereklidir, ¢linkii bunlar glutamat reseptérii
aktivasyonunun zamanini belirler. Ayrica 2 ndtral amino asit tasiyicisini da igeren SLCI
(solute carrier 1) ailesinin tyesidir (Benarroch, 2010).

Insanlarda simdiye kadar bes sodyum-bagimli plazma zar1 glutamat tasiyicis alt tipi
(EAAT1-EAATS) tanimlanmistir (Amara ve Fontana, 2002; Benarroch, 2010). EAATL ve
EAAT2 astrositlerde, EAAT3 ve EAAT4 noronlarda ve EAATS'te gogunlukla retina
hlcrelerinde eksprese edilir (Benarroch, 2010).

EAAT1 ve EAAT2, 3 Na*, 1 H" iyonlar1 alan ve K* iyonlar1 veren ve bu nedenle,
glutamat akisina yol agarak bir konsantrasyon gradyani iireten Na* 'a bagh tastyicilardir
(Goodwani ve ark, 2017).

EAAT3, 6n beyin noronlarindaki birincil glutamat tasiyicidir ve glutamat alimina
izin vererek, GABA habercisinin mevcudiyetini ve boylece inhibe edici interndronlarda
GABA sentezini diizenler (Benarroch, 2010). Ek olarak, EAATlar, yiiksek CI" iletkenligini
nispeten zayif glutamat alim kapasiteleri ile birlestiren ve bu nedenle ¢ift tasiyici/Glu kapili
CI” kanallarm1 temsil eden, EAAT4 ve EAATS igin 6zellikle belirgin olan termodinamik
olarak baglanmamuisg bir CI” akigina sahiptir (Kim ve ark, 2011) (Sekil 5).
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2.5.1.2.1 GLT-1 (EAAT 2)

Glutamat, merkezi sinir sistemindeki 6nemli noktalarda eksitator sinir iletimine
aracilik eden bir nérotransmitterdir. Bu iletim, hafiza ve 6grenmeyle ilgili sinaptik plastisite,
gelisme sirasinda sinir aglariin olusumu ve merkezi sinir sisteminin onarimi gibi sayisiz
temel beyin islevlerinde merkezi rol oynamaktadir. Bu nedenle PH’nin motor
semptomlarinin altinda yatan sinirsel mekanizmalarda da merkezi rol oynar (Blandini,
2010).

Cesitli kanit dizilerine dayanarak, GLT-1/EAAT-2'nin néroaks boyunca glutamatin
temizlenmesinde baskin bir rol oynadigi1 gériilmektedir (Sheldon ve Robinson, 2007).

EAAT2 fonksiyonunun ve EAAT2’nin glutamati astrositlere geri tasgimasinin
bozulmasi, hiicre dis1 glutamat birikimine neden olarak hipoksi, nobetler ve enerji hasarlari

ile baglantili diger durumlarda ortaya ¢ikabilir (Benarroch, 2010).

Astrosit

GIn

Glue

mGlu PRESYNAPTIC

EAAT2
EAATS @

Dentrit - ®

Noron
Sekil 5. Noronlarda ve astrositlerde Eksitator amino asit tagiyicilarinin (EAAT) ekspresyonu

ve aktiviteleri (Malik ve Willnow, 2019°dan adapte edilmistir)
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Glutamat (Glu; kirmizi noktalar) sinapsin presinaptik tarafindaki noronlar tarafindan
salmir ve noronal ve glial glutamat reseptorleri (a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-
izoksazolepropiyonik asit reseptorleri, AMPAR'lar; N-metil-d-aspartat reseptorleri,
NMDAR'lar metabotropik glutamat reseptorleri, mGluR'ler) Uzerine etki eder. Hiicre disi
glutamat, astrositler ve néronlarda bulunan EAAT'ler tarafindan uzaklastirilir. Astrositlerde
glutamat, nétr amino asit tasiyicilarin aktivitesiyle noronlara geri konan glutamine (Gln,

mavi kareler) doniistiiriiliir (Sekil 5).

2.5.2. Glutamat Reseptorleri

MSS'in ¢ogu néronunda, dogrudan ya da dolayli olarak glutamat tarafindan aktive
edilen en az iki ana Ca'? gecirgen kanal simifi vardir: ligand kapili iyon kanallari
(Iyonotropik glutamat reseptorleri; NMDA alt tipleri, Ca*? gecirgen AMPA ve kainat alt
tipleri) ve Voltaj duyarli Ca*? kanallar1 (VSCC) (G-proteini ile aktive olan metabotropik
glutamat reseptor alt tipleri [MGLUR]). VSCC'ler, membran potansiyeli ile dizenlenir ve
elektrofizyolojik ve farmakolojik kriterlere dayanan birkag alt tipe ayrilir. VSCC'lerin
eksitotoksisitedeki dogrudan rolii hala belirsizdir (Sattler ve Tymianski, 2001; Yokoi ve ark,
2012).

Yiilksek Ca*? gegirgenligi nedeniyle NMDA reseptérlerine, eksitotoksisiteye katkis
yoninden baskin bir rol atfedilmistir. Cesitli molekiiler klonlama teknikleri ¢alismalariyla
bes NMDA reseptor alt birimi, (NR1 ve NR2A-D'nin) tanimlanmistir. NR1 alt Gnitesinin
fonksiyonel bir NMDA reseptorii olusturmak icin gerekli olduguna ve NR1'in NR2 alt
birimleri ile birlikte eksprese edilmesinin gerekli olduguna inanilmaktadir, ayrica
noronlardaki NMDA reseptorlerine ¢ok benzeyen belirgin fonksiyonel ve farmakolojik

ozelliklere sahip iyon kanallarinin olusmasina yol agmaktadir (Sattler ve Tymianski, 2001).

2.5.2.1. Iyonotropik glutamat reseptorleri

a-Amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolepropiyonik asit (AMPA) tipi glutamat
reseptorleri (AMPAR), beyindeki hizli uyarici sinaptik iletimin ¢oguna aracilik eder.
AMPAR'lar, postsinaptik zarin i¢ine ve disina, etkinlige bagl bir sekilde dinamik olarak

doner. AMPAR'larin postsinapslardaki sayilari ve fonksiyonel 6zellikleri, sinaptik iletimin
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etkinligini belirlediginden, AMPAR isleyisinin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin,
Ogrenme ve hafiza i¢in merkezi bir rol oynadig: diistiniilmektedir (Yokoi ve ark, 2012).

AMPA reseptorleri genellikle dort gen, GluR1-4 (GluR-A-D) tarafindan kodlanan alt
unitelerin heteromerleridir ve AMPA ile glutamat, kainata kiyasla daha yiiksek bir afinite
sergilerler. AMPA reseptorii alt birimleri, hiicre dis1 bir N-terminal alan1 ve sitoplazmik
olarak yerlestirilmis bir C-terminali kuyrugu olan dort hidrofobik membran alanina sahiptir
(Sattler ve Tymianski, 2001). AMPA ve KA (kainate, kainic acid) reseptorleri genellikle
NMDA olmayan reseptorler olarak adlandirilir (Sekil 6) (Goodwani ve ark, 2017).

N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorleri,bir glutamat baglayict NR2 ve/veya glisin
baglayict NR3 alt Unitesi ile glisin baglayict NR1 alt tinitesinden olusan tetramerik protein
kompleksleridir. Ayrica beyin gelisimi, sinaptik plastisite ve hafiza olusumunda anahtar rol
oynar (Schuler ve ark, 2008). NMDAR'lar postsinaptik membranin nispeten stabil
bilesenleridir ve normal dinlenme zar1 potansiyelinde Mg?* ile bloke edilir. AMPAR'lar,
membran potansiyelini depolarize edecek kadar aktive edildiklerinde NMDAR, hem
glutamat baglanmasinda hem de Mg2 blok blogunun salinmasinda agilir ve bu, postsinaptik
néronlara Ca?* akisina neden olur. Artan hiicre i¢i Ca®*, Ca®" / kalmodulin bagimli protein
kinaz II (CaMKII) gibi ¢esitli enzimlerin aktivasyonunu tetikler ve bdylece sinaptik iletim
kuvvetinde degisikliklere yol agar. Tek degerli katyonlara (Na've K¥) gecirgen olan
AMPAR'lar beyindeki néronal depolarizasyonun ¢ogundan sorumludur (Yokoi ve ark,
2012).

NMDA ve AMPA reseptorlerine benzer sekilde, KA reseptorleri ayrica GluRS,
GluR6, GluR7, KA1 ve KA2 olarak adlandirilan birkag alt birimden olusan heterotetramerik
komplekslerdir. KA reseptorlerinin Na® ve K¥iyonlarina kars1 gegirgen olmasi bu
reseptorlerin uyarici postsinaptik akintilara katildigini gostermektedir. KA reseptorlerinin,
glutamat salinimini modiile eden presinaptik néronlarda bulundugunu not etmek 6nemlidir

(Goodwani ve ark, 2017).

2.5.2.2. Metabotropik glutamat reseptorleri (G-protein bagh reseptorler)

Metabotropik glutamat reseptorleri (mGluR), bazal ganglionlar (BG) boyunca yogun
bir sekilde eksprese edilir, burada néronal uyarilabilirligi, transmitterin serbest birakilmasini

ve uzun sureli sinaptik plastisitesini moddle eder (Masilamoni ve Smith, 2018).
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Metabotropik GluR'lerin birgok beyin fonksiyonunda yer aldigi gdosterilmistir.
Ornegin, dgrenme ve hafizanin kaynagi oldugu diisiiniilen uzun vadeli giiclenme ve uzun
streli depresyon gibi sinaptik plastisite olaylarinin indiikksiyonuna katilirlar Pin ve Duvoisin,
1995.

Motor semptomlar1 biiylik Ol¢lide substansiya nigra pars kompacta'daki (SNc
dopamin (DA) néronlarinin ilerleyen dejenerasyonu ile ortaya g¢ikar. Bu (DA) noronlari,
korteks ve talamustan biiylik digsal glutamaterjik yansimalari alan, motor, limbik ve biligsel
fonksiyonlar1 igeren, olduk¢a organize bir beyin ¢gekirdegi agi, bazal ganglionlarin (BG) kilit
bilesenidir (Masilamoni ve Smith, 2018).

Metabotropik glutamat reseptérleri (mGIuR), sekans homolojisine, ligand baglama
profiline (farmakolojik profillere) ve sinyal iletim mekanizmalarina gére grup I (mGluR1 ve
5), grup II (mGIuR2 ve 3) ve grup III (mGluR4, 6, 7 ve 8) olarakii¢ gruba ayrilan sekiz G-
protein-bagl reseptor ailesidir (Sekil 6). Bu reseptor ailesi Parkinson hastaliginda
glutamaterjik disfonksiyonun anahtar dizenleyicileridir (Amalric, 2015; Masilamoni ve
Smith, 2018).

Grup I mGluR'ler, mGluR1 ve mGluRS5, SNc'nin DAerjik noronlari, striatal ndronlari
ve internoronlar, globus pallidus (GP) ve subtalamik cekirdek dahil olmak Uzere bazal
ganglion cekirdeklerinde yaygin olarak eksprese edilir (Masilamoni ve Smith, 2018).

Grup Il mGluR'ler, mGIuR2 ve mGIuR3, glutamaterjik aksonlar ve terminallerde,
kolinerjik internoronlarda ve astrositlerde bulunduklart BG ¢ekirdegi igerisinde farkli
sekilde eksprese edilir. Fonksiyonel olarak, striatal grup Il mGluR'ler, korteks ve talamustan
glutamat salimimi ve ventral orta beyinden dopamin salinimini dogrudan veya dolayl
presinaptik mekanizmalar yoluyla diizenler (Masilamoni ve Smith, 2018).

Grup 1l mGluR'ler, mGluR4, mGIuR7 ve mGIuR8, BG devresi boyunca ifade edilir,
ancak mGluR8, mGluR4 ve mGluR7'den daha diisiik bir seviyede ifade edilir. Grup III
mGIuR'lerin aktivasyonu, presinaptik mekanizmalar yoluyla subtalamik niikleusa (STN) ve

SNc'ye olan uyarici glutamaterjik enerjiyi azaltir (Sekil 6) (Masilamoni ve Smith, 2018).
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Sekil 6. Glutamat reseptorleri (Levite, 2017” den adapte edilmistir)

Glutamat iki genis aileye ayrilan birgok tip ve alt tip glutamat reseptorii (GluR)
igerir: iyon kanali reseptorleri olan iyonotropik glutamat reseptorleri (iGluR'ler) ve G
proteini ile birlestirilmis reseptdrler olan metabotropik glutamat reseptdrleri (mGluR'ler).
Tum GluR'ler glutamat ile aktive edilir. Ek olarak, GluR'ler, her GIuR tipine segici

agonistler tarafindan aktive edilir.

2.5.3 Glutamat-glutamin dongisi (Glutamat homeostazi)

Normal kosullar altinda, glutamat presinaptik ndronlardan serbest birakilir ve Na*-
Ca*? iyonlarinin artmasma neden olabilecek olan postsinaptik iyonotropik reseptorlerini
aktive eder. Sinaptik yariktaki glutamat konsantrasyonlari, glutamat salimi1 ve glutamatin

sinaptik bosluktan temizlenmesi kombinasyonu ile sik1 bir sekilde diizenlenir. Astrositlerin
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glutamat temizleme isleminde 6nemli bir rol oynamas1 dikkat ¢ekicidir. Sinaptik glutamatin
fazlas1 astrositlere tasiyicilar tarafindan alinir ve burada glutamin sentetaz ile glutamine
doniistiiriiliir; Glutamin daha sonra hiicre dis1 bosluga salinir, ayrica presinaptik ndronlar
tarafindan alinir ve tekrar glutamat haline doniistiiriiliir (Goodwani ve ark, 2017).
Astrositlerin, hiicre dis1 ortamdan alinan glutamati glutamine metabolize ettigi, buna
ek olarak glutamatin oksidatif olarak metabolize edilebildigi iyi bilinmektedir. Hiicre disi
glutamatin glutamine doniisiimii, glutamat-glutamin dongiisiiniin bir pargasidir (Sonnewald

ve Schousboe, 2016).

2.5.4 Glutamat Alimi

Fizyolojik kosullarda, glutamat tastyicilari, néronal atesleme patlamalari sirasinda
bile sinapslardaki glutamat konsantrasyonlarinin azaltilmasina etkili bir sekilde katkida
bulunur. Sinaptik aktivitenin artmasi, sinaptik yarikta hizli bir sekilde milimolar glutamat
konsantrasyonlar1 olusturabilir. Ayn1 zamanda, sinapsta bulunan tek glutamat tasiyicr alt tipi,
GLT-1, seyrek olarak eksprese edilir ve substratin diisitk konsantrasyonlarinda maksimum
alim hizina ulasir (Gegelashvili ve Bjerrum, 2019). Glutamat alimi, hem tasiyici
salinimindaki degisiklikler hem de tastyict aktivitesindeki degisiklikler ile diizenlenebilir

(Amara ve Fontana, 2002).

2.5.5 Eksitotoksisitede Ca*2 fyonlarmn Rolii

Kalsiyum iyonlari, farklilasma ve biiylime, membran uyarilabilirligi, ekzositoz ve

sinaptik aktivite gibi hiicresel fonksiyonlar1 diizenleyen ©6nemli hiicre i¢i habercilerdir
(Arundine ve Tymianski, 2003).
Néronlar, sitosolik Ca*? seviyelerinin siki bir sekilde kontrol edilmesini saglamak i¢in 6zel
homeostatik mekanizmalara sahiptir. Noronlar hem hiicre ici Ca*? seviyelerini hem de Ca*?
iyonlarinin yerlesimini, Ca™un hiicre i¢i ve hiicre dis1 akisi, Ca*? tamponlamasi ve dahili
Ca"?un depolanmasi arasindaki karmasik etkilesim yoluyla kontrol eder (Arundine ve
Tymianski, 2003).

Glutamat eksitotoksisitesi, norotransmiter homeostatik denge bozuldugunda olusur.

Glutamat eksitotoksisitesinin, ndronal hiicrelerde bilyiik Ca*? akisina neden oldugu ve bunun
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da geri doniisii olmayan hiicresel hasara yol agan islemleri (proteaz, lipaz, nitrik oksit sentaz
[NOS]) aktive ettigi gosterilmistir (Jia ve ark, 2015).

Noronal aktivite sitozolik Ca*? konsantrasyonunda belirgin bir artisa yol agtiktan
daha sonra genis bir hiicresel tepki araligina aracilik eden ikinci bir haberci olarak islev
gorir. Hiicre ici depolardan tetiklenen herhangi bir Ca*? salimi ile birlikte asir1 hiicre dist
Ca*? akisi, noronal sitozolik serbest Ca*? konsantrasyonlarini, hiicre i¢i Ca*? diizenleyici
mekanizmalarin kapasitesini asan seviyelere ylikseltebilir ve serbest radikallerin olusumu ve

hlcre 6lima gibi metabolik degisikliklere yol acabilir (Sattler ve Tymianski, 2001).

2.6. Parkinson’a Yol Acan Faktorler

2.6.1. Genetik Faktorler

PH’nin %10'unu olusturan ailesel PH, a-sinuklein (SNCA), Leucine-rich repeat
kinase 2 (LRRK2), Vacuolar protein sorting 35 (VPS35), Parkin (PRKN), PTEN-
inducedkinase 1 (PINK1), protein deglycase (DJ-1), Ubiquitin C-terminal hydrolase L1
(UCHL-1) mutasyonlarindan kaynaklanir. PH ile iliskili bu genlerin hepsinin mitokondriyal
diizensizlikle dogrudan ve dolayl iliskileri vardir (Sun ve ark, 2019).

Bugtine kadar, bu bir avug gen, ailesel PH'nin monojenik nedenleri olarak tanimlanmustir, bu
genlerdeki patojenik mutasyonlarin ¢ogu, dogrudan mitokondriyal fonksiyon bozukluguyla
baglantilidir (otozomal dominant SNCA ve LRRK?2 mutasyonlarive otozomal resesif Parkin,

PINK1 ve ATP13A2 mutasyonlari) (Park ve ark, 2018).

2.6.2. Cevresel Faktorler

Epidemiyolojik caligmalarin en tutarli bulgularindan biri, artan PH riski ile kirsal
yerlesim, tarim, kuyu suyu i¢ilmesi ve tarimsal kimyasallara maruz kalma gibi ¢evresel
faktorler arasindaki iliskidir (Di Monte, 2001).

Dopaminerjik norodejenerasyonu indiiklemek i¢in kullanilan ndrotoksinler arasinda
6-hidroksidopamin (6-OHDA), MPTP ve daha yakin zamanda paraquate ve rotenone en
fazla dikkat cekenlerdir (Dauer ve Przedborski, 2003).
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Muhtemelen, bu toksinlerin tiimii ROS olusumuna neden olmaktadir. Rotenone ve
MPTP, mitokondriyal kompleks 1'i potansiyel olarak inhibe etme yetenekleri bakimindan
benzerdir. Ancak, hayvanlarda kullanim kolaylig1 da dahil olmak iizere, 6nemli farkliliklar
sergilerler.Yalnizca MPTP acik¢a bir insan parkinsonizm bi¢imiyle baglantilidir ve bu

nedenle bu norotoksinler arasinda en ¢ok ¢alisilan modeldir (Dauer ve Przedborski, 2003).

2.6.2.1. 6-OHDA

6-hidroksi-dopamin (6-OHDA), ilk olarak sicanlarda nigrostriatal (dopamin) DA
noronlarinda lezyonlara neden oldugu bildirilen, ancak fareler gibi diger hayvanlarda da
calistig1 gosterilen segici bir ndrotoksindir. 6-OHDA, sitozolde birikir ve oto-oksidasyon
yoluyla hidrojen peroksit, diger reaktif oksijen tiirleri ve kininlerin olusumunu destekler
(Jagmag ve ark, 2015).

6-OHDA uyarimli toksisite, dopamin ve noradrenerjik tasiyict molekiiller tarafindan
oncelikli olarak tercih edilen bir 6-OHDA alimindan kaynaklanan katekolaminerjik néronlar
icin nispeten segicidir. Noronlarin i¢inde, 6-OHDA sitozolde birikir ve apoptotik 6zellik

gostermeden hicre 6limune neden olur (Schober, 2004).

2.6.2.2 Paraguate ve Rotenone

Rotenone, cesitli bitkilerde dogal olarak bulunur ve genis spektrumlu bir bocek ilaci
ve pestisit olarak kullanilmigtir. MPTP'de goriildiigii gibi mitokondriyal elektron tagima
zincirinin kompleks-1 inhibisyonu yoluyla bloke ederek calisir. Rotenone ayrica mitozu
bloke eder ve hiicre ¢ogalmasini onler. Bu, mikrotiibiil tertibatinin bozulmasina ve GTP
hidrolizinin azaltilmasina baghdir. Siganlarda rotenona kronik sistemik maruz kalma,
nigrostriatal DA dejenerasyonu dahil olmak tizere PH'nin birgok 6zelligine neden olur. Bu
modelin, (lewy body) LB'ye benzeyen hiicre i¢i birikimlerinin olusumu dahil olmak iizere,
PH'nin hemen hemen biitiin 6zelliklerini tirettigi gosterilmistir (Jagmag ve ark, 2015).

N,N’-dimethyl-4,4'-bi pyridinium dichloride (Paraquat), en yaygin kullanilan
herbisitlerden biridir. Paraquat, reaktif oksijen turlerinin Gretilmesiyle hiicrede oksidatif
strese neden olur (Jagmag ve ark, 2015). Paraquat, beyine notr amino asit tasiyicilari

vasitasiyla ulasir, ancak rotenonun aksine hidrofilikligi nedeniyle kan beyin bariyerini
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serbestce gecemez (Bove ve Perier, 2012). Paraquat, MPP™ ile yapisal bir benzerligi paylasir
(Jagmag ve ark, 2015). Kimyasal isminden de anlasilacagi gibi paraquat, ge¢miste kullanilan
ve MPP" olan ‘cyperquat’ ad1 verilen bir bagka herbisit ile yapisal benzerlikleri paylasan bir
piridinyumdur. Bu gergek, her iki norotoksik maddenin de, bazi ndorotoksisite
mekanizmalarini paylasabildigini gdsterir, bunun kesin detaylar1 ise hala tartisma konusudur

(Bove ve Perier, 2012).

2.6.2.3 MPTP ve MPP*

1982' de narkotik meperidin (Demerol) 'in bir analogu olan dopaminerjik nérotoksin
1-metil-4-fenill,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP) yanliglikla kesfedildi. Geng uyusturucu
bagimlilari, “sentetik eroin” in intravendz uygulanmasindan sonra ideopatik bir parkinson

sendromu gelistirdi (Schober, 2004).

=
>
o
o

MPTP MPDP+ MPP+

Sekil 7. MPTP nin MPP*’ya kimyasal doniisimii

MPTP oldukga lipofiliktir ve sistemik uygulamadan sonra hizla kan-beyin bariyerini
gecer. Daha sonra, protoksin MPTP sadece dopaminerjik olmayan htcrelerde (6zellikle
astrositler ve serotonerjik ndronlarda Monoamin Oksidaz-B (MAO-B) icinde ve daha sonra
spontan olarak 1-metil-4-fenil-2,3-dihidropiridyuma (MPDP) doniistiriliir. 1-metil-4-
fenilpiridinyum (MPPY) 'ya oksitlenir (Sekil 7,8). Bundan sonra, MPP* bilinmeyen bir
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mekanizma ile hiicre dis1 bosluga salinir (Choi ve ark, 2015; Schober, 2004). MPP?,
kompleks 1 inhibisyonu ve reaktif oksijen tilirlerinin artmasi gibi mitokondriyal aktivitede
PH ile iligkili degisiklikleri uyaran ve yaygin sekilde kullanilan bir nérotoksindir (Talepoor
Ardakani ve ark, 2019). MPP™ substansiya nigra pars compacta'daki dopaminerjik néronlar
ustiindeki dopamin tasiyicilar tarafindan alinarak konsantre edilir (Lewis ve Spillane, 2018).
MPP*, plazma membranli dopamin tasiyici igin ylksek afiniteye sahipken, norepinefrin ve
serotonin tastyicilar igin nispeten daha diisiik afinitelere sahiptir (Jagmag ve ark, 2015).
MPP*, hedef hiicrelerinde DAT tarafindan biriktirilir (Krug ve ark, 2014). Hicrelerin igine
girdikten sonra, bu néronlarda MPP*, mitokondriyal solunum zincirinin kompleks 1'ine
baglanir ve onu inhibe eder, hicrelerin solunumunu 6énler ve 6limine sebep olur (Krug ve
ark, 2014; Lewis ve Spillane, 2018).
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Sekil 8. MPTP Metabolizmasinin Sematik Gosterimi (Dauer ve Przedborski, 2003)

MPTP, glial hiuicrelerde monoamin oksidaz B'nin etkisiyle aratrin olan I-metil-4-
fenil-2,3-dihidropiridinyuma MPDP*’e doniistiirtiliir. Bu ara Griin daha sonra MPP* 'ya
oksitlenir (Jagmag ve ark, 2015).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Materyal Toplanmasi ve Orneklerin Hazirlanmasi

Calismalarimiz hiicre paradigmalari iizerinden siirdiiriildigli i¢in herhangi bir etik
kurulu iznine ihtiya¢c duyulmamustir.

Fare noroblastoma hiicre hatti N2A, ECACC (The European Collection of
Authenticated Cell Cultures)’ den saglanmistir.

IHA hiicre hatt1 (glia-Immortalized Human Astrocyte) ise Dokuz Eyliil Universitesi
Izmir Uluslararas1 Biyotip ve Genom Enstitiisii (IBG)’ den saglanmistir (Turcan ve ark,
2012).

3.1.1. Kullamilan Laboratuvar Gerecleri

Tablo 1. Deney yapimi asamalarinda kullanilan laboratuvar arag geregleri

Kullanilan Ara¢-Gerecler

Western Blot jel hazirlama seti
Western Blot transfer seti

Western Blot jel ylritme Seti
Santriftj (Mikro —Makro-sogutmali)
Hot-blocker Thermal Shaker
Elektroforez Goriintileme Sistemi
Buz makinesi 60 It

Elektroforez Dikey (Mini protean)
Laminar air flow cabine

NanoDrop (ThermoFisher Scientific)
Etiiv (Inkiibator)

Hassas Terazi
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Spektrofotometre (ThermoFisher Scientific)
Su banyosu

Invert Mikroskop

gPCR cihaz1 (ThermoFisher Scientific)
Deep freeze (-20) 330 It

Deep freeze (-80) 490 It

Inkiibator

Nitrojen Tanki (-196)

Distile su cihazi

Mikroskop (Stereo Zoom )

Otoklav

pHmetre

Hiicre sayim cihazi (invitrogen countess)
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Tablo 2. Deney yapimi igin gerekli olan sarf malzemeler ve ¢alisma materyalleri

Urin

Firma

Dulbecco’s ModifiedEagleMedium (DMEM), 500 ml
Dulbecco’s PhosphateBufferSaline (DPBS), 500 ml
L-Glutamine, 200 Mm, 100 ml

Fetal Bovine Serum (FBS), 100 ml

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

RIPA Lysis tamponu, 100 ml

Fosfataz Inhibitér Karisimi 11 (100x, 1 ml)

Proteaz Inhibitér Karisimi 11 (100x,1ml )

WizScript™ cDNA Synthesis Kit(High Capacity)
RealAmp™ SYBR gPCR Master Mix(2X, High ROX)
Protein Quantitation Kit (Bradford Assay)

RiboEx (Total RNA Isolation Solution)

MTT Cell Viability Assay Kit

Tris base (Tris-hydroxymethyl-aminomethane)

Glycine

Gibco

Capricorn, Gibco

Sigma-Aldrich

Gibco

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
VWR Life Science
MedChem Express

MedChem Express
Wizbiosolutions
Lolicato
Abcam
GeneAll
Biotium
Nzytech

Nzytech
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3.1.2. Deney Diizeneginin Hazirlanmasi

3.1.2.1. Hicre kltura

Fare noroblastoma hicresi olan N2A hiicre hattinin kiiltiire edilmesi i¢in, Eagle’s
Minimum Essential Medium (EMEM) besiyeri kullanildi. IHA (glia-Immortalized Human
Astrocyte) hiicre hattinin kiiltiire edilmesi i¢in, Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) besiyeri kullanildi. Kiiltiire edilecek olan hiicreler 37 °C’de %5 CO2, %90 nem ve
atmosferik oksijen seviyesinde inkiibe edilecektir. Adherent biiyiime 6zelligine sahip olan
bu hiicrelerde, flask/petri tabaninin %70’inin dolmasiyla birlikte hiicrelerin pasajlanmasi
gerekmektedir.

Besiyeri hazirligi igin;

Elde edilmek istenen total medium miktarinin,
%10’u FBS (Fetal Bovine Serum)

%31 L-Glutamin

%1’1 Penisilin- Streptomisin

%11 Sodyum Piriivat

Karigimi hazirlanir, karigim %85 serumsuz medium tiizerine eklenir.

3.1.2.1.1. Hucrelerin ¢dzulmesi

Isleme &ncelikle hiicreler igin kullanacagimiz besiyerlerini +4°C’den ¢ikarip su
banyosunda 15-20 dk isitmakla baglanir. Daha sonra istedigimiz hiicre hattin1 -196 °C olan
sivl azot tankindan alarak su banyosunda ¢ozdiiriiriiz. Calismay1 gergeklestirecegimiz hiicre
kiiltiirii kabinini ve kullanilacak malzemeleri % 70 derecesinde alkol kullanarak steril hale
getirilir.

1 ml oraninda kryo (dondurma) tiipiinde bulunan hiicreyi iizerine 9ml uygun besiyeri
ekleyecek sekilde 10mm hacmindeki petri kabina aktararak homojen bir sekilde dagilmasi
icin hafif¢e sag-sol, 6n-arka calkalama ya da kabin zemininde petri kabini sekiz ¢izecek
hareketlerle gezdirme islemini gerceklestirilir. Daha sonra hiicrelerin ¢ogalmasi i¢in inkiibe
edilecek uygun bir ortam olan etiiv/inkiibator’e yerlestirilerek takibi hiicre hatt1 6zelligine

gore yapilir (kendi hiicrelerimiz i¢in bu siire 24 saattir).
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3.1.2.1.2 Hiicrelerin pasajlanmasi

Daha Onceden c¢ozme islemini gerceklestirip 10 mm’lik petri kabma ekimini
yaptigimiz hiicre hatlarin1 37 °C’deki etiivden alinir. Invert mikroskop ile hiicrelerin petri
yiizeyini tamamen kaplayip kaplamadigini incelenir. Petri yizeyini kaplayan hucrelerin, bu
durum konfluent olma durumu olarak isimlendirilir, pasajlamasina bagslanir. Ilk olarak
hlcrelerin eski besiyeri aspire edilir. Daha sonra 5ml PBS eklenereck yikama islemi
uygulanir. Yikama yapildiktan sonra PBS de aspire edilir. Hiicrelerin petri yiizeyinden
kaldirilmasi i¢in daha sonra 1 ml tripsin eklenir ve 2-3 dk kadar etuvde bekletilir. Sire
sonunda etiivden alinan hucreler tekrar mikroskop ile incelenir ve hucrelerin petri
yiizeyinden ayrilip ayrilmadigi goézlemlenir. Petri yiizeyinden ayrilmis olan 1 ml tripsin
icindeki hticreler lzerine 9 ml taze besiyeri eklenerck hiicrelerin toplanmasi islemi
gerceklestirilir. Toplanan hiicreler yeni ayri iki petri kabina ekilerek iizerleri besiyeri ile
tamamlanir ve tekrar ¢ogalmalari i¢in etiive kaldirilir. Hiicrelerin konfluent olacaklar

zamana kadar besiyeri degisimleri hiicre ve medium durumu takip edilerek yapilir.

3.1.2.1.3 Hicrelerin sayim

Oncelikle inkiibatdrden ¢ikarilan hiicre hatlar1 invert mikroskop aracilig: ile
dikkatlice incelenir. Hiicre yogunlugu, canlilik oranlari ve hiicre morfolojisi uygun
mikroskopik faz-kontrast objektif biiyiitme ayarlariyla (4X, 10X, 20X, 40X) detaylica
gozlemlenir. Daha sonra hiicrelerin normal pasajlama islemi gerceklestirilir. Her zaman
yapilandan farkli olarak totalde olan10 ml miktar yerine 20 ml olarak hiicreler toplanir ve 50
ml’lik bir falkon tiipe alinir. Bu hiicre siispansiyonu iyice pipetaj edildikten sonra icerisinden
50 pl 6rnek alinip 1,5 ml’lik ependorf tiipe aktarilir ve lizerine de 50ul tripan mavisi boyast
eklenir. Hiicre sayiminin yapilabilmesi i¢in Invitrogen™ Countess™ II hiicre sayim cihazi
kullanilir. Boya ve hiicre silispansiyonu karisimindan 10 pl alinarak hiicre sayim cihazinin
slide lamima yiiklenir. Bu lam {izerindeki 6rnek ile cihaza verilir ve Olglim ii¢ kez

tekrarlanarak 1ml 6rnekteki ortalama hiicre sayisi hesaplanir.
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3.1.2.1.4 Hiicrelerin dondurulmasi

Hiicrelerimizin dondurulmasi i¢in éncelikle dondurma mediumu olan freeze medium
hazirlanir.
Freeze medium igin;

Bir falkon tlipe hazirlanmak istenen total freeze medium miktarinin % 20’ si FBS,
%10’ u DMSO ve geri kalani i¢in {izerine serumsuz medium eklenir. Hazirlanmis olan
freeze medium filtreden gegirilerek baska bir falkon tiipe aktarilir. Medium kullanacagimiz
isleme kadar buz iizerinde muhafaza edilir. Dondurmak istedigimiz hiicre hattinin 6ncelikle
pasajlamasi yapilir. Pasajlamasi yapilmis olan hiicre hattinin toplanmasi i¢in (elimizde 10
mm’lik 2 petri kab1 hiicre hatt1 oldugunu varsayarsak) pasajlama sonrasi igerisinde 1’er ml
tripsin bulunan 3 dk etiivde bekletilmis olan hiicre hatlarietiivden alinir. Toplamda 8ml
hiicre soliisyonu olmasi i¢in ilk petri kabina 6ml MEM (N2A i¢in)/DMEM (IHA igin)
besiyeri eklenir ve hicreler yizeyden iyice kaldirildiktan sonra buradaki 7 ml hcre
sollisyonu (1ml tripsin + 6ml besiyeri), ikinci petri kabina aktarilarak buradaki hiicrelerde
yiizeyden kaldirilip toplama islemi tamamlanir. Toplanmis olan bu 8 ml hiicre sollsyonu
15ml’lik bir falkon tiipe aktarilir. Falkon tiipe aktarilan hiicre soliisyonu 5dk siire ile
+4°C’de 1200 rpm hizla santrifiij edilir. Santrifiij isleminin ardindan siipernatant kisim
atilir, kalan pelet kissm buz tizerinde 2 dk bekletilir. Sonra pelet kisim bulunan falkon
tiipiine dondurulacak her 6rnek hiicre hatt1 i¢in 1 ml olacak sekilde 6nceden hazirlanmis
freeze medium eklenerek hiicre peleti iyice ¢oziiliir. Son olarak bu hiicre soliisyonu 1’er ml
olacak sekilde dondurma tiipii olan kryo tiiplere aktarilarak agamali sekilde dnce -20°C’de
30dk daha sonra izopropanol bulunan kutu iginde -80 °C’de, devaminda uzun siire

saklayabilmek igin -196 °C siv1 azot tankina kaldirilir.

3.1.2.2. Hiicre hatlarimin konsantre edilmis MPP*(1-methyl-4-phenylpyridinium)’nin

uygun dozlari ile muamelesi

100 mg olarak toz halde temin edilen MPP™ nérotoksin ajaninin ilk olarak konsantre
hale getirilmesi icin 1 ml RNaz bulundurmayan steril su ile ¢ézdirilerek ana stok olacak bir
soliisyon hazirlanir. Organik bir molekiil olan bu toksinin molekiil agirlig: ile mol degerinin
hesaplamasi yapilarak sonucu 336,553 mM seklinde kaydedilir. Bu ana stoktan mol degerine

uygun olarak hesapladigimiz {i¢ ayr1 ara stok hazirlanir.
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Ana stok kullanilarak uyun diliisyon ile (30 ul ana stok ile 970 ul RNaz
bulundurmayan steril su bir ependorf tiipte karigtirilir) 10 mM ara bir stok hazirlanir.

10 mM ara stok kullanilarak uyun diliisyon (100 pl 10 mM’lik ara stok ile 900 pl
RNaz bulundurmayan steril su bir ependorf tiipte karistirilir) ile 1 mM ara stok hazirlanir.

10 mM ara stok kullanilarak uyun dilisyon (50 pl 10 mM’lik ara stok ile 950 pl
RNaz bulundurmayan steril su bir ependorf tiipte karistirilir) ile 500 uM ara stok hazirlanir.

Hazirlanmis olan biitiin stoklar 11k ile temasinin olmamasti i¢in alimiinyum folyo ile
kaplanir ve +4 °C’ de bu sekilde muhafaza edilir.

Hiicre hatlarimizin MPP* ile muamelesinin hiicre canlilik oranlarini nasil etkiledigini
inceleyebilmek adina yaptigimiz MTT calismamiz i¢in farkli dozlarda MPP™ kullanilir.

Uygulamanin farkli dozlar1 igin daha 6nce elde edilen ara stoklar kullanilir.

Tablo 3. N2A igin MPP" ara stok dozlari ve hiicreye eklenme miktari

N2A icin MPP* ara stok hazirlama

10 puM’lik MPP* uygulamasi icin 500 pM’lik ara stoktan 2 ul kullanilir.
50 pM’lik MPP* uygulamasi icin 1 mM’lik ara stoktan 5 pl kullanilir.
200 pM’lik MPP* uygulamasi i¢cin 10 mM’lik ara stoktan 2 pl kullanilir.

500 pM’lik MPP* uygulamasi i¢cin 10 mM’lik ara stoktan 5 ul kullanilir.

Tablo 4. IHA i¢in MPP* ara stok dozlar1 ve hiicreye eklenme miktari

IHA icin MPP* ara stok hazirlama

50 uM’lik MPP* uygulamasi icin 1 mM’lik ara stoktan 5 pl kullanilir.

500 pM’lik MPP* uygulamasi 10 mM’lik ara stoktan 5 ul kullanilir.

icin

1000 pM’lik MPP* uygulamasi 10 mM’lik ara stoktan 10 pl kullanilir.

icin
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MPP*> nin dozu ve kullanilacak miktarlar1 Tablo 3 ve Tablo 4 de ki gibi
hesaplandiktan sonra islemin uygulanacagi hiicre hatlarinin normal olarak pasajlama ve
ardindan hiicre sayim islemleri yapilir (boliim 3.1.2.1.2. ve 3.1.2.1.3).” de agiklanmis oldugu
sekildedir). Hiicre sayimi sonrasi elde etmek istedigimiz hiicre sayist degeri 5000 olarak
belirlenmistir. Istenilen 5000 hiicre sayis1 degeri hiicre sayimindan ortalama olarak elde
edilen pl degerine boliiniir. Cikan sonug, hiicre ekilecek olan 96 well plate’deki her kuyucuk
bagina 5000 hiicre disiirmek i¢in kullanilacak hiicre 6rneginin pl degeridir. MPP*
kullanilmayacak olan kontrol grubu hiicrelerinin diginda kalan MPP* uygulamasi olan hiicre
gruplarinda, uygulanacak olan MPP*’nin ul degeri ekilecek total hiicre oOrneginin pl
degerinden ¢ikarilarak ekim yapilir. Kontrol hiicrelerine MPP* yerine ayni1 miktar su eklenir.
Kuyucuk basina 100 pl olacak sekilde 6rneklerin iizeri uygun medium ile tamamlanir. Bu
sekilde ekimi gerceklestirilmis hiicreler tam 24 saat i¢in etiive kaldirthir. MPP* uygulamasi
icin hiicrelerin plate yiizeyine tutunarak saglikli bir sekilde cogalmis olmasi beklenir. 24 saat
tam olarak dolduktan sonra hiicrelerin yogunlugu, canlilik durumlar1 ve morfolojileri
mikroskop araciligiyla kontrol edilerek daha 6nceden hesaplanmis olan MPP* uygulama
dozlar1 belirlenen miktarlarda belirlenen kuyucuklara eklenir. Son olarak MPP™ ekimi de
yapilmis olan hiicre hatlar1 bu sekilde tekrar 24 saat inkiibasyon i¢in etiive kaldirilir. Siire
sonunda deney amacinin gergeklesip gergeklesmedigini gozlemleyebilmek adina hiicre

canlilik testi olan MTT asssay ¢alismasi diizenlenir.

3.1.2.3 MTT testi

Tetrazolyum tuzlari ile yapilan hiicre canlilik testlerinden biri olan bu testte de
elektron alarak indirgenen tetrazolyum tuzlar1 formazan haline doniiserek renk degisikligi
yaratir. Bu olay yalnizca islevini yerine getirebilen mitokondriler vasitasiyla gerceklesir ve
islevini yapabilen mitokondriler olmasi i¢in canli hiicrelerin olmasima ihtiya¢ vardir.
Kisacasi renk degisiminin goriilmesi canli hiicrelerin varligini belirler. MTT soliisyonunda
bulunan bilesikler sar1 renklidir ve renk doniisiimiinden sonra ortaya mor renk ¢ikar. Mor
renkli olarak ortaya ¢ikan formazan su ile ¢oziinmeyen bir yap1 oldugundan ¢ozdiiriilmesi
icin DMSO (dimetil siilfoksit) kullanilir. Bu renk degisikliginden miitevellit yapilan
spektrofotometrik 6l¢iimde canli ve 6lii hiicrelerin oranlar1 gézlemlenerek konsantrasyonlari

belirlenebilir.
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96 well plate de ekilmis ve MPP* ile muamele edilmis olan hiicreler (tam 24 saat
sonra) etiivden alinir. Kontrol hiicreleri (MPP uygulamasi olmayan) ve MPP* nin bdlim
3.1.2.2°de, Tablo 3 ve Tablo 4’de belirtilen farkli dozlariyla muamele edilmis hiicre
orneklerinin tzerine 5 pl MTT solisyonu eklenir, inklbatorde 1,5 saat boyunca inkiibe
edilir. Siire sonunda suda ¢oziinmemesinden dolay1 kristal seklinde kuyucuklarin dibine
¢Okmiis olan formazan tuzlarina dokunmadan st fazdaki sivikisim atilir ve bu formazan
tuzlar1 tizerine 200 pl DMSO eklenerek dikkatli ve hassas bir sekilde pipetleme yapilarak
homojenizasyon saglanir. Boylece renk degisimi gozle de gozlenebilir. Bu islem kisa siire
icinde yapilarak lciim kalitesini etkilemesi engellenir. Islem tamamlandiktan hemen sonra
Olclim alacagimiz Multiskan spektrofotometre cihazinda 570 nm dalga boyu ile 6l¢iim alinr.
Olgiim sonu¢ konsantrasyonlar1 excell programi iizerinde hesaplanarak MTT 6lciim
verilerinin grafigi cizilir. BOylece hiicre hatlar1 {izerinde MPP*'nin farkli dozlarindaki
etkileri gozlemlenir. Hiicre canliliginin azalmasi yoniinde katkisi olan toksin oranlari
calismanin ilerleyen siireclerinde bilgi vermistir ve ¢alisma bu yonde siirdiiriilmiistiir. N2A
hiicre hatt1 i¢in kullanilan 500 ul MPP* toksini ¢alismada kullanilirken IHA hiicre hatti i¢in
1000 pl MPP* toksini kullanilmistir.

3.1.2.4 RiPA ile protein izolasyonu metodu

RIPA ile protein izolasyonu i¢in dncelikle RIPA tamponunun hazirlig1 yapilir. Ciinkii
tampon kendi iceriginde herhangi bir inhibitér bulundurmaz. Tampon i¢ine proteaz ve
fosfataz ihibitorleri % 1 oraninda sonradan katilarak hazirlanir (980 pl RIPA + 10 ul proteaz
inhibitdr + 10 ul fosfataz inhibitdr). Hazirlanan tampon calisma anina kadar buz (izerinde
bekletilir.

RIPA tamponunun uygulanacag: kontrol hiicreleri ve kimyasal ile muamele edilmis
olan hiicreler konfluent durumdayken ¢aligmaya alinir. ilk olarak eski besiyerleri aspire
edilerek uzaklastirilir. Daha sonra bu adherent (yapiskan) hiicrelerin lizerine iki defa 5’er ml
soguk olarak PBS eklenir ve yikama islemi gergeklestirilir. Hiicrelerin eski mediumundan
tamamen armmasinin ardindan ¢alisma oncesinde hazirlanmis olan RIPA tamponu 1 ml
olarak hiicrelere eklenir ve yiizeye iyice yayilmasi i¢in petri i¢erisinde gezdirilir. Bu sekilde
petri yiizeyi esit bir halde tampon ile kaplanmis olur. Tampon eklenmis petri buz iizerinde
15 dk kadar bekletilir (belli araliklarla ¢alkalanir). Siire sonunda hiicreler perti yiizeyinden
hiicre kaziyici yardimiyla kaldirilip 1,5’luk ependorf tiiplere toplanir.
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Son asamada ependorf tiiplerdeki hiicre ekstraktlar1 buz {izerinde tutulmasina dikkat
edilerek santrifiij asamasina alinir. 20 dk sure ile +4°C’de 1400 rpm hizla santrifiij edilir.

Islem sonrasinda 6rnegin siipernatant kismi alinarak —20 °C’de muhafaza edilir.

3.1.2.5 Protein Miktar Tayini i¢in Bradford Tahlili

Bir ¢ozeltideki protein miktarini belirlemek i¢in hizli bir prosediirdiir. Yontem olarak
protein varliginda mavi bir karigim olusturan gelismis coomassie mavisi G reaktifi kullanilir.
Mavi rengin yogunlugu 6rnekteki protein miktari ile orantilidir ve 595 nm dalga boyundaki

spektrofotometre ile kolayca oOlcilebilir.

1) Her calisma igin 5X’lik soliisyondan dH-O ile seyreltme yapilarak 1X g¢alisma
soliisyonu hazirlanir (kullanimdan o6nce soliisyonun oda sicakligina gelmesi i¢in
beklenir).

2) Ornelerin hacmine ve beklenen konsantrasyonlarina gdre protein standartlari
seyreltilir (Tablo 5).

3) Seyreltilmis olan standartlar 96 kuyucuklu bir well plate’e ¢ift ylikleme seklinde
aktarilir.

4) Standart ve 6rnekleri iceren her kuyucuga 100 pl 1X ¢alisma soliisyonu eklenir. Oda
sicakliginda 5 dk inkiibe etmek iizere hafifce calkalanir.

5) 595+20 nm’ de spektrofotometrede 6lglim alinir. Sinyal 1 saate kadar stabildir.
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Tablo 5. Abcam (ab102535) Protein Quantitation Kit standart hazirlama tablosu (Bradford

Assay’den alinmistir)

Sira no Standart (ul) H20 (ul) Final

Konsantrasyonu(pg/ml)

1 0 50 0

2 5 45 100
3 10 40 200
4 15 35 300
5 20 30 400
6 25 25 500

96 well plate’e protokoldeki sekilde standartlar eklendikten sonra istenen ornekler de
(hem kontrol ornekleri hemde kimyasal uygulanmis Ornekler) dilisyonlar1 yapilarak
belirlenen kuyucuklara 10 pl olacak sekilde yiiklenir. Standart ve 6rneklerin bulundugu
biitiin kuyucuklara protokolde de anlatildig1 sekilde 100 pl 1X’lik ¢alisma soliisyonu eklenir.
Caligma soliisyonunun 6rnek ve standartlarla homojen hale gelmesi i¢in pipetleme yapilir.
Olgiim igin cihaza yerlestirilir ve belirlenmis olan dalga boyunda konsantrasyon degerleri
olgiiliir. Olgiim sonrasi elde edilen konsantrasyon degerleri protokolde verilen sonug analiz
grafigi baz almarak excell programi iizerinde hesaplanir ve kullanilan ornekler i¢in de
degerler grafiklestirilir. Boylece drneklerin protein konsantrasyon degerleri verilendirilmis
ve bu degerlere gore ilerleyen calismalarda kullanilacak protein konsantrasyonlari da
belirlenmis olur. (Sonug grafigi OD (Optical Density)/BSA (bovine serum albumin) oraniyla
verilmistir.) (Grafik R? degeri icin y=0.096x+0.0286 denklemi kullanilir) (Sekil 9).
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Sekil 9. Bradford Assay calismasi ig¢in referans alinan standart veri grafigi Abcam
(ab102535) Protein Quantitation Kit Bradford Assay’den elde edilmistir.

3.1.2.6 Western blot

Bradford assay sonucu elde edilen 6rnek konsantrasyonlar1 baz alinarak western blot
yiiritme tankina yliklenecek protein miktarlar1 totalde olmasi istenen 70 pg degerine
oranlanarak hesaplanir. Hesaplanmis olan protein 6rneklerinin miktarlar tizerine 5 pl (NYZ
Tech-5X) loading dye (ylikleme boyasi) eklenerek karistrilir. Kisaca bir santrifiij isleminden
gecirilir. Santrifiijden alinan 6rnekler 96 °C’de 1sinmis olan 1s1 bloguna birakilirve 5 dk
inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra tekrar buharla tiip gevresine yiikselmis olan 6rnek

partikiilleri i¢in kisaca bir santriflij islemi yapilabilir.

3.1.2.6.1. Yukleme ve ylrutme (Jel Elektroforezi)

Calismada hazir jel kullanilacagi i¢in 6nden bir jel hazirligi yapilmaz. Hazir jel
ambalajindan dikkatli bir sekilde ele eldiven giyilerek acilir ve dokunulmamasina 6zen
gosterilir. Jel tanka yerlestirlir ve sikistirilarak sabitlenir. Sonrasinda santriiijden alinan

ornekler ylkleme igin jel kuyucuklarma belirlenen miktarlarda yiiklenmeye baglanir.
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Proteinlerin molekiiler agirliklarini anlayabilmek adina 6rneklerle birlikte istenilen proteine
0zgii kDa bolgesini belirleyen marker (belirteg) da yiiklenir. Calismada kullanilan protein
GLT-1 (EAAT?2) igin bu bdlge 62 kDa ve a-tubiilin icin 50 kDa olarak bilinir. Ornekler ve
marker kuyucuklara yliklendikten sonra yliriitme tanki icerisine dnceden hazirlanmis olan
yuritme tamponu belirli tank seviyesine goére dokdlir. Tank gii¢ kaynagina baglanir ve

100V’ da 1 saat 10 dk kadar yiiriitme isleminin gerceklesmesi saglanir.

3.1.2.6.2. Jelden membrana transfer

Omneklerin jelde yiiriitmesi bittikten sonra transfer tankinin kasetinin hazirlanacag
kiivete Onceden hazirlanmis transfer tamponu dokiilir. Transfer kaseti klvet icine
yerlestirilir ve sirastyla kaset i¢ine siyah tarafindan kirmizi tarafina dogru yerlestirilecek
olan siinger, filtre kagidi, yiiriitme sonrasi elde edilen jel, membran, iizerine tekrar filtre
kagidi ve siinger konularak kaset kapatilir. Kaset igerisine hazirlanan bu geregler transfer
tamponuyla iyice 1slatilir. Bu sekilde kaset tanka siyah taraf siyaha kirmizi taraf kirmiziya
gelecek sekilde yerlestirilir (Sekil 10). Tankin igerisi buz bloklar ile desteklenir (hacim
kaplamast ve sicaklia etkisi olmasi sebebiyle) ve transfer tamponu ile doldurulur. Giig

kaynagina baglanarak + 4°C” de 70- 90 V arasinda 2 saat ¢alistirlir.

I ©L"10CT
Filtre kagid:

Membran
L |
1 ...,

Jel

AKIM

] Filtre kagidi
L —————— T

-ve NN -

Sekil 10. Western blot blotlama sandivici
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3.1.2.6.3. Bloklama ve antikor uygulamasi

Transfer siiresi sonrasinda transfer kasetinden ¢ikarilan membran (jelden 6rneklerin
transfer gerceklesmistir) bir kaba alinarak {izerine onceden hazirlanmis olan bloklama
tamponu membranin Ustiinii kaplayacak sekilde dokiiliir. 1 saat boyunca bir ¢alkalayici
(shaker) cihazi lizerinde oda sicakliginda inkiibe edilir.

Siire sonunda primer antikor uygulamasi i¢in 1/1000 oraninda (blok tamponu ve
antikor orani) EAAT-2 Poliklonal Rabbit Antikoru membranin bulundugu bloklama
tamponuna eklenir. Tekrar ¢alkalayici {izerine alinarak + 4°C” de gece boyu bekletilir (en az

16 saat).

3.1.2.6.4. Yikama (Wash) asamalari

Ertesi glin gece boyu bloklama tamponu ile antikorda bekletilmis olan membranin
bloklama tamponundan arindirilmasi i¢in 6nceden hazirlanan yikama tamponu ile yikamasi
gergeklestirilir. Membranin i¢inde bulundugu bloklama tamponu dokiilerek kaba yikama

tamponu eklenir ve bu islem 3 kez 5’er dk siiresince ¢alkalayici iizerinde gerceklestirilir.

3.1.2.6.5 Bloklama ve ikincil antikor uygulamasi

Yikamasi ger¢eklestirilen membranin {izerine tekrar bloklama tamponu eklenerek
1/2000-1/5000 oraninda sekonder antikor ilave edilir ve ¢alkalayici lizerinde 2 saat siire ile
inklibe edilir. Kullanilan sekonder antikor, Anti-Rabbit IgG-HRP’dir. Silre sonunda
membran tekrar yikama islemine tabi tutulur (3 kez 10’ar dk).

Goruntileme; ikincil antikorda bulunan enzim igin substrat iceren ECL sollsyonu
kullanilarak olusan kimyasal reaksiyon sonucu goriintiileme alinir. ECL soliisyonu
eklendikten sonra 6rnekler karanlik ortamda 5 dk bekletilir. Enzim substrat reaksiyonunda

ortaya ¢ikan 1g1ma kemiliiminesans yontemi ile UVP goriintiileme cihazinda goriintiilenir.
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3.1.2.6.6. Stripping uygulamasi (uzaklastirma tamponu uygulamasi)

Goriintiileme sonrast membran {izerine onceden hazirlanmis olan strip tamponu
eklenir ve 1-1,5 saat siire ile ¢alkalayici tizerinde inkiibe edilir. Bu islem membranin
tizerindeilk kullanilmis olan birincil ve ikincil antikorlardan uzaklagtirilmasini ve birden
fazla proteini tek blot tizerinde gostermek i¢in avantaj saglar.

Slre sonunda membrani yikama islemi yapilir (3 kez 5’er dk). Yikama sonrasi
bloklama tamponu ile 1 saat galkalayicida inkiibe edilir. Daha sonra bloklama tamponuna
1/5000 oraninda primer a-tubulin antikoru eklenir. Calkalayict tizerinde 16 saat + 4°C’ de
bekletilir. Ertesi giin yikama islemi gerceklestirilir ve tekrar bloklama tamponu ile sekonder
antikoru eklenerek 2 saat ¢alkalayicida inkiibe edilir. Siire sonunda 3 kez 10’ar dk yikama

yapilarak ECL soliisyonu ile goriintiileme alinir.

3.1.2.6.7. Western blot icin tampon ¢ozeltiler (buffer)

Yiiriitme tamponu; stok olarak 10X tampon hazirlanir (1 It). Bu tampondan her
kullanim i¢in ayrica 1X tampon hazirlanir.
10X tampon icin; Tris-base: 30.3 gr, Glisin: 144 gr, SDS (sodyum dodesil sulfat): 10gr
toplam karisim dH2O (distile su) ile 1000 ml’ ye tamamlanir. Bu karisimdan 100 ml 6rnek
almarak iizerine 900 ml dH20 eklenir ve 1X tampon kullanilmak tizere hazirlanir.

Transfer  tamponu; 3,03 gr Tris-base (25mM), Glisin: 14,4  gr,
Methanol: 200ml, % 10 SDS: 2ml toplam karisim dH2O ile 1000 ml’ ye tamamlanur.

TBS (Tris-buffered saline) 1X’lik tampon hazirhig;; Tris-HCL: 6,05 gr
NaCl: 8,76 gr karistmi hazirlanarak pH metre araciligr ile karisimim pH degeri dlgiiliir.
Tampon i¢in gerekli olan pH degeri 7,6’dir. Tampona uygun pH degerini elde edebilmek
icin Ol¢iilen karisim asidik ise (<7) NaOH, bazik ise (>7) HCL eklenir.

Yikama tamponu; 1000 ml TBS + 1 ml % 0,1’lik Tween-20 karistirilarak hazirlanir.
Uzaklagtirma tamponu (Stripping Buffer); % 2 SDS: 200 ml, Tris (pH:6,7): 62,5 ml, B-
Mercaptoethanol: 350 ul / 50 ml, karistm dH20 ile 1000 ml’ ye tamamlanir.

Bloklama tamponu; % 5 igin 5 gr siit tozu TBS igerisinde ¢6ziilerek hazirlanir. Her
calisma i¢in taze hazirlanmasina dikkat edilir.

Ponceau S boya ¢ozeltisi; 0,1 gr ponceau S boyasi ve 5 ml asetik asit karisimlar
dH20 ile 100 ml’ ye tamamlanir.
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3.1.2.7. RNA izolasyonu

Izolasyonunu gerceklestirecegimiz hiicrelerimizin bulundugu 10’luk petri kaplari
etiivden alinarak eski mediumlar aspire edilir. PBS ile yikama islemi yapildiktan sonra her
petriye 1 ml RiboEx™eklenir. 2-3 dk bekletildikten sonra hiicreler hiicre kaziyic1 yardimiyla
petri ylizeyinden hafif¢e toplanir.

5 dk siresince oda sicakliginda inkiibe edilir. Daha sonra 14.000 rpm de +4°C de 10
dk-boyunca santrifdj edilir.

Elde edilen iirliniin siipernatant kism1 yeni bir ependorf tiipe aktarilarak tizerine 200
ul kloroform eklenir. Bu karisim 15 sn kadar vortekslenir ve inkiibasyon i¢in 2 dk oda
sicakliginda bekletilir.

Inkiibasyon sonrasi 14.000 rpm hizla +4°C* de 15 dk boyunca santriflj islemi
gerceklestirilir. Tekrar siipernatant kisim yeni ependorfa alinir. Siipernatant tizerine 500 ul
izopropil alkol eklenip homojenize edilir ve 3-5 defa nazikge ters duz edilir.

Hazirlanan 6rnekler 10 dk kadar oda sicakliginda inkiibe edilir. Daha sonra 14.000
rpm hizla + 4°C de 10 dk boyunca santrifllj edilir. Bu kez siipernatant kisim atilir. Elde
edilen pelet kisim total RNA’ nin bulundugu kisimdir. Elde ettigimiz bu RNA 6rnegimiz en
az 30 dk en fazla ise gece boyu -20 °C’ de muhafaza edilir. Daha sonraki asama olarak bu
RNA 06rnegimizin yikama islemi gergeklestirilir. -20 °C’ den alinan Ornek iizerine 1 ml
%75’lik etanol eklenerek isleme baslanir. 14.000 rpm hizla 5 dk santriftyj edilir ve dikkatli
bir sekilde siipernatant kisim alinip atilir. Kalan pelet kismin ise alkolden arinmasi igin
ependorf kapagi agik birakilarak 5 dk hava ile temasi saglanir ve kurutulur. Kurumus olan
pelet tizerine 30 pul RNaz bulundurmayan steril su eklenerek ¢ozdiiriiliir. Cozdiiriilmiis olan
bu son Griin 10-15 dk kadar 56 °C’ de inkiibe edilir. Inkiibasyon sonrasi elde edilmis olan
RNA 6rneklerimiz -80 °C’ de muhafaza edilir.

Elde etmis oldugumuz RNA o6rneklerinin konsantrasyonlarini ve safligini 6lgebilmek
i¢in nanodrop 6l¢iim cihazi kullanilir. Bir niikleik asit 6rnegi kullanildigi i¢in 260 nm dalga
boyunda absorbans alinir. 230 nm dalga boyundaki absorbans sonuclari Orneklerde
kontaminasyon bulundugunu gosterir. 260/230 orani niikleik asitler i¢in saflig1 belirler ve

RNA olgtimleri igin ~ 2,0 olarak belirtilir.
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3.1.2.8. cDNA Sentezi

cDNA sentezi i¢in kullanilan WizScript™ ¢DNA Sentez Kiti (yiiksek kapasiteli)igerikleri;
-WizScript™ RTase (reverse transcriptase)

-10X Reaction Buffer

-RNase Inhibitor (riboniiclease inhibitor)

-20X dNTP mix

-Random hexamer (rastgele primerler)

-RNase free water

cDNA’nin RNA sablonlarindan verimli bir sekilde sentezlenebilmesi i¢in kullanilan
kitte rekombinant riboniikleaz inhibitor RNA sablonunu etkili bir sekilde korur. Calisma
standart protokole uygun bir sekilde gergeklestirilir. Toplam 10 ng ~ 5 ug miktarindaki RNA
icin 2X’lik reaksiyon karigimi totalde 10 pl olarak hazirlanir. Biz ¢alismamiz i¢in 1 pg total
RNA kullandik.
2X’lik reaksiyon igerigi; 10X Reaction Buffer: 2 pl

20X dNTP mix: 1 ul
Random hexamer: 2 ul
WizScript™ RTase: 1l
RNase Inhibitor: 0,5 pl
RNase free Water: 3,5 ul
Total olarak 10 pl olan reaksiyon karigimi calismaya alinincaya kadar buz iizerinde
bekletilir.

Ikinci hazirhikta da bu 2X’lik reaksiyon karisiminin iizerine kullanilacak RNA
orneklerinden 10 pl ekleyerek pipetleme yapilir. Ardindan diisiik devirli kisa siireli bir
santrifiij yapilir. Son olarak inkiibasyon dort adim takip edilerek 25°C” de 10 dk, 37°C’ de
120 dk, 85°C” de 5 dk ve -20°C’ de uzun siireli olarak gergeklestirildi.

3.1.2.9. Real Time PCR (Gergek Zamanh PCR-Kantitatif PCR)

Hedeflenmis olan bir DNA molekiiliinii fazla miktarda elde edebilmek ve ayni
zamanli olarak Ol¢im alabilmek i¢in kullanilan bir tekniktir. Bu teknikte DNA baglayict
boyalar reaksiyonu izlemek icin floresan haberciler olarak 1sima ile yol gosterirler. Bu

floresan 1s1mas1 her DNA ¢ogaltilmas1 dongiisiinde iirlin birikimiyle artar.
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Floresans Ol¢limleri baz alinarak yapilan bir calismadir. Floresan sinyalinin
alinabilmesi i¢in ¢alisma karigiminin igerisine 1s1ma verici soliisyonlar/boyalar (sybr-green
vb.) eklenir. Kullanilan boya calisilan 6rnek ile baglanarak 6rnek miktar1 arttikga ortama
daha fazla floresan 1s1ma yayar. Cogaltilan 6rnek ile dogru orantili bir sekilde artan floresan
1simal1 soliisyon sayesinde c¢alisma sirasinda Orneklerin saptanmasi da herhangi bir ek
calismaya ihtiyag duyulmadan kisa siirede yapilabilir. Calisma esnasinda sicaklik, siire ve
caligma programi ayn1 zamanli olarak izlenebilir.

Reaksiyon karisiminin hazirlanmast igin kullanilan RealAmp™ SYBR gPCR Master

mix protokoliine uyularak deney diizenegi kurulmustur.

Kullanilan bilesenler;

2X SYBR gPCR Master mix (2X konsantrasyonda) : 10 ul
Kullanilacak DNA 6rnegi : ~0.5-10 % cDNA

Forward primer : 0.2 ~ 1

Reverse primer: 0.2~1

Nuclease free water : karigim 20 ul’ ye tamamlanr.

Biz ¢alismamizda cDNA {iretmek i¢in 1 ug RNA 6rnegi kullandik.
Kullanilan 6rneklerin primer sekanslart;

GLT-1 forward AACAATATGCCCAAGCAGGT
GLT-1reverse CTCCCAGGATGACACCAAAC
B-aktin forward AACTGGGACGACATGGAGAA
B-aktin reverse GAAGGTCTCAAACATGATCTG

Reaksiyon karigimi hazirlandiktan sonra Orneklerin yiiklenecegi PCR plate/plaka
kurulumu asamasina gecilir. Reaksiyon karisimi her bir 6érnek basina 20 pl olacak sekilde
hazirlanarak PCR plate/plaka kuyucuklarima esit ve homojen sekilde dagitilir. PCR
plate/plaka tizeri seffaf bir filmle kapatilir ve kuyucuklardaki hava kabarciklar1 kisa streli
santrifujlenerek yok edilir.

Ayn1 zamanda Ornekler i¢in standart olmasi adina dort referans (R1, R2, R3, R4)
kullanilir. Referanslar seri diliisyon yontemi kullanilarak diltie edilir. Referans R1 20 pl
hazirlanan cDNA 6rneginin 180 ul dH20 ile tamamlanmasi sonucu hazirlanir. Devamindaki
referanslar; R1°den 50 pl alinan 6rnek 150 pl dH20 ile tamamlanarak R2, R2’den 50 pl
alinan 6rnek 150 pl dH20 ile tamamlanarak R3, R3’den 50 pl alinan 6rnek 150 pl dH20 ile
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tamamlanarak R4 seklinde olusturulur. Hazirliklar tamamlandiktan sonra PCR
programlamasi ayarlanir.

PCR programlamasi i¢in baglica qPCR c¢alisma prensibi soyledir;

[k basamak ¢ift zincirli DNA’ y1 ayirip tek zincirli hale getirmek icin orneklerin
yiiksek sicakliga (95°C) maruz birakilmasidir. Bu sicaklik PCR’da kullanilan Taq polimeraz
enziminin dayanabilecegi en yiiksek sicaklik olarak genellenir. Bu asama ‘Denatiirasyon’
olarak isimlendirilen basamaktir.

Ikinci basamak ise tek zincirli halde bulunan DNA molekiiline kullanilan
primerlerin baglanma asamasidir. ‘Annealing/Baglanma’ olarak isimlendirilir. Kullanilan
sicaklik degeri 60 °C’dir. Bu asamada Taq polimeraz enzimi islemi baslatip dNTP’lerin
DNA’ya baglanmasinda ve uzamaya ge¢mesi agamasinda onemlidir.

Son basamak dNTP’lerin baglanmis oldugu DNA dizisinin uzamasi asamasidir.
‘Extension/Uzama’ olarak isimlendirilir. Burada kullanilan sicaklik degeri 72 °C’dir.

Biitiin bu basamaklarin gerceklesmesi sirasinda reaksiyon karisimi igerisinde
bulunan, floresan 1s1mali boyanin 6rneklerle birlesimi sonucu elde edilen sinyal olusumu ile
ornek (cDNA) konsantrasyonlariin belirlenmesi saglanir. Basamaklar yaklagik 35-45 dongu
olacak sekilde gerceklestirilir. Cogaltilacak olan 6rnek (¢cDNA) miktarinin dongudeki ilk
onemli artis1 dongl esik degerini (Ct treshold cycle) verir. Esik elde edebilmek igin ihtiyag

duyulan dongii sayist ‘treshold cycle’ ya da Ctdegeri olarak isimlendirilir.

Kullanilan qPCR programlamasi;

Sicakhk Sure
95°C 10 dk
95°C 15sn
60°C 20 sn 45 dongu
72°C 30 sn
4°C 00

3.1.2.10. Glutamat assay

‘The Glutamate-Glo™ Assay’ kiti kullanilmigtir. Glutamate-Glo ™ Assay, memeli
hiicre kiiltiiri ortamindaki glutamat konsantrasyonlarinin degisikliklerini 0lgmek igin

kullanilir. Bu testte kullanilan 6rneklerdeki glutamatin hizli, segici ve hassas bir sekilde
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algilanmasi i¢in biyoliiminesans 6l¢iim sistemi kullanilir. Bir biyoliiminesan NADH tespit
ile glutamat oksidasyonunu ve NADH iiretimini eslestirir.

Glutamat dehidrojenaz, a-ketoglutarat ve NADH uretmek icin glutamat ve NAD"
kullanir. NADH varliginda, bir pro-luciferin Rediiktaz Substrati, Rediiktaz tarafindan, daha
sonra 1s1k Uretmek icin Ultra-Glo™ Rekombinant Luciferase tarafindan kullanilan bir

luciferin’e dondstiirilir (Sekil 11).

o-ketoglutarate
Glutamate +NH;

N

Glutamat Dehidrogenaz

NAD’ NADH NAD

Ultra-Glo™ rLuciferase,

ATP A
Pro-luciferin REDOTREAZ Luciferin & BISIK

(Rediiktaz Substrat1j

Sekil 11. Glutamate-Glo ™ Assay prensibinin sematik diyagrami (The Glutamate-Glo™
Assay’ den birebir kullanilmistir)

Glutamat ~ dehidrojenaz, glutamatin  NAD"nin NADH'ye indirgenmesiyle
oksitlenmesini katalize eder. NADH varliginda Rediiktaz enzimatik bir pro-luciferin
Rediiktaz Substratin1 luciferin'e indirger. Luciferin, Ultra-Glo™ rLuciferase ve ATP
kullanilarak bir lusiferase reaksiyonunda tespit edilir ve iiretilen 151k miktarr, numunedeki
glutamat miktariyla orantilidir.

Bolim 3.1.2.1.3’deki sekilde anlatildigi gibi hiicre sayimi ve ekimi yapilir. Ertesi
giin mediumlar degistirilen hiicrelerin MPP™ ile ile muamelesi bolim 3.1.2.2°de belirtildigi
tizere yapilir. Kontrol ve MPP* muamelesi yapilacak olan biitiin 6rnekler sayisinca 1,5’luk
ependorflar icine 98 ul PBS eklenir (daha uzun siireler inkiibasyon saglanabilmesi igin).

Deney dort farkli saat araliklarinda gergeklestirili. MPP* uygulamasi yapilir yapilmaz
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hemen Orneklerden 2’ser ul alinarak onden hazirlanmis ve iginde 98 pl PBS bulunan
ependorflara eklenir ve -20 °C’ ye kaldirilir. Bu sonug 0. saat olarak isaretlenecektir.

Daha sonra Ornekler tekrar etiive tam 12 saat icin inkiibasyona birakilir. Siire
sonunda etiivden alinan drnekler ikinci diizenek i¢in yeniden hazirlanan i¢inde 98 pl PBS
bulunan ependorflara 2’ser ul alinarak eklenir ve -20 °C’ ye kaldirilir. Bu sonug 12. saat
olarak isaretlenecektir.

Omnekler tekrar etiive 24. saat inkiibasyonu igin birakilarak siire sonunda (iglinci
diizenek i¢in yeniden hazirlanan i¢inde 98 pl PBS bulunan ependorflara 2’ser pl alinarak
eklenir ve -20 °C’ ye kaldirilir.

Son olarak etiive alinan 6rnekler 48. saat inkiibasyonu i¢in bekletilir. Siire sonunda

islemler dordiincii diizenek i¢in tekrarlanir.

Tablo 6. Glutamat 6lglimu igin reaktif soliisyonunun hazirlig

Bilesenler Reaksiyon Sml’ de kullanilacak
Basina Kullamlacak miktar
Miktar
Luciferin Detection 50ul 5mi
Solution
Reductase 0.25ul 25ul
Reductase Substrate 0.25ul 25ul
Glutamate 1.0ul 100ul
Dehydrogenase
NAD 1.0pl 100pul

Tablo 6’da belirtilen karisim bilesenleri Luciferin hari¢ buz tizerinde tutulur. Kit

icerisinde ayrica pozitif kontrol olarak kullanilmasi igin 10 mM’lik 50 pl Glutamat bulunur.

Glutamat assay icin 0Ozel olarak beyaz plate (biyoliiminesans Ol¢cime uygun)
kullanilir. -20°C* de muhafaza edilen biitiin 6rneklerden beyaz plate kuyucuklarina 50 pl
olarak saat diizeneklerine uygun sekilde aktarilir. Onden hazirlanmis olan Glutamat Reaktif

Soliisyonundan da 6rnekler Gzerine 50 ul eklenir. Ornekler disinda bos bir kuyucuga pozitif
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kontrol olmas1 i¢in glutamat eklenir. Plate elle 30-60 sn kadar calkalanir ve 1 saat oda

sicakligida inkiibe edilir. Siire sonunda liiminesans cihazinda 6l¢tim alinir.

3.2 istatistik

Calisma sonuglarinin istatistiksel analizleri i¢in Prism 5-GraphPad Software (Inc.
San Diego, USA) kullanildi. iki grup arasindaki ortalama farkin anlamli olup olmadigim
belirlemek adina kullanilan bir analiz teknigi olan t-test (parametreleri i¢in tiir esit ise
eslestirilmemis ve iki ornekli esit olmayan varyans) veriler iizerine uygulandi. Calismada
anlamli olan farklar *p<0.05 degeri ile belirtildi ve hata cubuklar1i SEM (ortalamanin

standart hatasi) ile belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. MTT Testi Ol¢iim Sonugclar1 ve Degerlendirilmesi

MPP*’nin hiicre canliligi tizerindeki etkisini gozlemleyebilmek adina yapilan bu
calismada, kullanilan iki farkli hiicre hatt1 24 saat boyunca 10 uM, 50 uM, 200 uM ve 500
uM, 1000 uM dozlarindaki MPP* ile muamele edilir ve MTT testi uygulanir. Istatiksel
olarak anlamli fark gosteren Ornek caligmalar1 * ya da # isareti ile belirtilmistir. Hata
cubuklart SEM’i (Standard Error of the Mean) gostermektedir.

N2A hcrelerinde, kontrol ile karsilagtirildiginda istatiksel olarak anlamli diisiis 200
UM (Kontrol ve 200 uM icin *p=0,002502<0.05) ve 500 uM (Kontrol ve 500 uM igin
*p=0,000661<0.05) goézlenmistir. Bundan sonraki deneylerde 500 uM kullanilmaya karar

10pM 50pM 200 uM 500 pM

verilmistir (Sekil 12).

0.5

0.4

e o 0
B N W

Roélatif Absorbans Birimleri

o

Konsantrasyon (LM)

Sekil 12. N2a hiicreleri Uzerinde MPP* uygulamasinin hiicre canliligma olan etkisi
#p=0,002502<0.05 , * p=0,000661<0.05
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IHA hiicrelerinde, kontrol ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli diisiis 500
UM (Kontrol ve 500 uM igin 8p=0,002718<0.05) ve 1000 pM (Kontrol ve 1000 uM icin

*p=0,000374<0.05) gbzlenmistir. Bundan sonraki deneylerde 1000 uM kullanilmaya karar
verilmistir (Sekil 13).

o
W

0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

Rolatif AbsorbansBirimleri

C 50pM 500 pM 1000 pM
Konsantrasyon (LM)

Sekil 13. IHA hiicreleri Gizerinde MPP* uygulamasinin hiicre canliligina olan etkisi

¢ p=0,002718<0.05 , *p=0,000374<0.05
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4.2. Western Blot Calisma Sonuclar: ve Degerlendirilmesi

4.2.1 Bradford Tahlili Ol¢iim Sonuclari, Grafikleri ve Degerlendirmeleri

Abcam Protein Quantitation Kit protokolline gére hazirlanmis olan ¢alismada protein
miktar hesaplamalar1 595 nm dalga boylu spektrofotometre Olgiim sonuglarina gore
degerlendirilerek yapilir. OD (Optical Density)/BSA (bovine serum albumin) oranlamasi
protokoldeki R? denklemi kullanilarak grafik Gzerinde gosterilir. Iki hiicre hatti icin de
protokole gore hazirlanan standart degerlerinin grafik lizerindeki dogrusal egrileri Sekil 14 ve

15 de gosterildigi gibidir.

0,6
y = 0,0007x+ 0,165

R*=0,979
0'5 /__/'1

0,4 /

0,3 -

0,2 //

OD 595 nn

0.1

0 100 200 300 400 500 600

BSA(ng)

Sekil 14. N2a hicrelerinin bradford tahlilindeki standart veri grafigi
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0,1
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Sekil 15. IHA hiicrelerinin bradford tahlilindeki standart veri grafigi

(Calisma denklem sonugclarina gore hesaplanan 6rnek konsantrasyonlar1t Western Blot

jel yiiklemesi i¢in kullanilacak protein miktarlarinin pg/ul degerlerini verir.

4.2.2. Western Blot Cahsmasi Ile Hiicre Hatlarindaki GLT-1 Proteininin belirlenmesi

Kontrol ve MPP* ile muamele edilmis hiicre hatlarindan protein izole edildi.
Bradford tahlili ile hiicre hatlarindaki GLT-1 protein miktarlarinin tayin edilmesinin
ardindan Western Blot i¢in her kuyucuga 70 pg protein olacak sekilde oranlanarak jele
yikleme yapildi. Ortaya ¢ikan membran goriintiillerinden Image J programi kullanilarak
kuantifikasyon yapildi (Sekil 16).

N2a hiicre hatti i¢in yapilan ¢alismada GLT-1 protein bantlart membran iizerinde
tespit edilememistir. Sonug¢ olarak N2a hiicre hatt1 igin GLT-1 mRNA seviyelerini hem
kontrol hiicre gruplarinda hem de MPP* uygulanmig hiicre gruplarinda saptayabilmek adina
gPCR c¢alismasi planlanmistir.

Kontrol ve MPP* ile muamele edilmis IHA hiicre hattindaki GLT-1 protein ifadesi ve
kuantifikasyonu Sekil 16’te gosterilmistir ve GLT 1 ifadesinin MPP* uygulamasi ile arttig

burada gérulmektedir.
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Sekil 16. Kontrol ve MPP* ile muamele edilmis IHA hiicre hattinda GLT-1 ifadesi ve
kuantifikasyonu. C:kontrol hiicreleri, MPP* : MPP* toksin uygulanmig hiicreler, C/Tubulin
ve MPP*/ Tubulin: GLT-1 ifadesinin Tubuline oran1 *p=0,0390<0.05

4.2.3 Western Blot Calismasimin Ardindan Elde Edilen Bantlarin Kuantifikasyonu

Tablo 7. GLT-1 ve Tubulin protein bantlarina karsilik olan kuantifikasyon degerleri. (C:
kontrol hiicreler, MPP*: toksin uygulanmis hiicreler)

GLT-1 Tubulin GLT-1/Tubulin  Ornek  Ortalama
C 1,230,054 6,254,267 0,19667437
(kontrol)
MPP* 9,683,439 13,719,48 0,70581677 C 0,16755885
(kontrol)
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C 1,011,669 7,307,459 0,13844334 MPP*  0,93051497
(kontrol)

MPP* 11,929,146 10,326,359 1,15521318

Sekil 17. IHA hiicre hattinda western blot ile elde edilen GLT-1 bantlarinin Image J
programi ile belirlenmesi. (C: kontrol hiicreler, MPP™: toksin uygulanmig hiicreler)
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C( Kontrol) MNPP

Sekil 18. Sekil 17°de belirtilen bantlar icin tepe (peak) grafikleri (C: kontrol hiicreler, MPP™:
toksin uygulanmus hiicreler) Ustteki kontrol tepe grafigi 1. kuyucuktaki kontrol drnegine,
alttaki kontrol tepe grafigi 3. kuyucuktaki kontrol érnegine aittir. Ustteki MPP* tepe grafigi
2. kuyucuktaki MPP* 6rnegine, alttaki MPP* tepe grafigi 4. kuyucuktaki MPP* 6rnegine

aittir.
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Sekil 19. THA hiicre hattinda western blot ile elde edilen Tubulin bantlarinin Image J

programi ile belirlenmesi. (C: kontrol hiicreler, MPP*: toksin uygulanmis hiicreler)
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C(Kontrol) MPP"
Sekil 20. Sekil 19°da belirtilen bantlar icin tepe (peak) grafikleri (C: kontrol hiicreler, MPP*:
toksin uygulanmus hiicreler) Ustteki kontrol tepe grafigi 1. kuyucuktaki kontrol drnegine,
alttaki kontrol tepe grafigi 3. kuyucuktaki kontrol 6rnegine aittir. Ustteki MPP* tepe grafigi
2. kuyucuktaki MPP* 6rnegine, alttaki MPP™ tepe grafigi 4. kuyucuktaki MPP" &rnegine

aittir.

4.3. Real Time (Ger¢ek Zamanh) veya QPCR (Kantitatif PCR) Sonugclar:

Calisma icin ekilmis, c¢ogaltilmis ve belli gruplarina toksin uygulanmis olan
noroblastoma hiicre hattindan kontrol &rneklerinin ve MPP* uygulanmig 6rneklerin total
RNA miktarlart igin RNA izolasyonu yapilir (bolim 3.1.2.7°de anlatildig1 iizere). Total
RNA’nin konsantrasyonu nanodrop cihazi ile dlgiilerek kaydedilir. Nanodrop 6l¢imu igin
toplamda 1 ya da 2 pl 6rnek alinarak cihaza yiiklenir. Sonug i¢in 6rnegin konsantrasyon
degeri ve 260/230 orami dikkate alinarak Ornekteki saflik degeri de g6z Onilnde
bulundurulur. Kaydedilen konsantrasyon degerleri; C: 12825,2 ng/ul - MPP*: 1810,6 ng/pl.
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gPCR c¢alismalarinda 6rnek miktarmin artisin1 ayn1 zamanh gézlemleyebilmek icin
floresan kaynakli boya soliisyonu kullanilarak ortaya ¢ikan 1sima sinyali ile elde edilen
degerler orneklerle paralel meydana gelir. Cogaltilacak olan 6rnek miktarinin dongiideki ilk
Oonemli artig1 dongii esik degerini (Cr treshold cycle) verir. Esik degeri elde edebilmek igin
ihtiyac duyulan dongii sayis1 ‘treshold cycle’ ya da Ct degeri olarak isimlendirilir.

C1, C2, C3 kontrol orneklerinin ii¢ tekrarli ¢alisma sonuglar1 ve MPP* 1, MPP* 2,

MPP* 3 toksin uygulanmis orneklerin ti¢ tekrarli ¢alisma sonuglar1 Tablo 8’de gosterilmistir.

Tablo 8. N2a hiicrelerine uygulanan qPCR ¢alismasi sonucu orneklerin Cr (esik) ve rolatif

mRNA miktart 6l¢iim degerleri.

Ortalama Ct DCr REL Q (Rolatif Ornek
(esik) degeri Miktar
Olguimii)

Aktin 17,8086154 15,6258558 0,19776467 C1l
GLT-1 33,4344711
Aktin 17,3740702 16,7343702 0,09171758 C2
GLT-1 34,1084404
Aktin 17,6584174 15,9498132 0,15798935 C3
GLT-1 33,6082306
Aktin 22,2051668 8,39514573 29,7036156 MPP* 1
GLT-1 30,6003126
Aktin 22,0716686 8,56469663 26,4100614 MPP* 2
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GLT-1 30,6363653

Aktin 22,7199866 8,91015466 20,7862517 MPP™*3

GLT-1 31,6301413

Hazirlanan total RNA’dan 1 pg kullanilarak cDNA sentezlendi ve sonrasinda qPCR
yapildi (sekil 21). N2A hicrelerinde, MPP* muamelesi sonucunda, GLT-1 mRNA
seviyesinin arttigi gozlendi.

30 *
E 25
=
;-:20
5 15
=
gw
=
5 5
0 .

C "~ MPP*

Sekil 21. N2a hiicre hatti i¢in kontrol (C) ve MPP* uygulanmis gruplarda GLT-1 mRNA
oranlar1 karsilastirilmasi. *p=0,00030526<0.05
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4.4. Glutamate Assay Sonuclari ve Degerlendirilmesi

Hem N2A hem de IHA hiicre hatlarinda MPP* muamelesi sonras1 hiicrelerin dis
ortama salgiladig1 glutamat seviyelerini 6l¢gmek i¢in glutamat assay kullanilir. Glutamat
assay deneyi tamamlandiktan sonra liiminometre ile Ol¢iilen degerler kullanilarak Sekil 22
ve 23’de yer alan grafikler ¢izildi.

12 saat zaman noktasinda, MPP* muamelesi yapilmis N2A hiicrelerinde salinan
glutamat miktar1 kontrole gore istatiksel olarak anlamli bir sekilde disiik gozlendi. 24 saat
noktasinda gluatamat seviyeleri arasindaki bu fark ortadan kalkmistir ve 48 saat noktasinda
MPP* muamelesi yapilmis N2A hicrelerindeki glutamat salimimi kontrole gére artma
yatkinliginda olmustur (Sekil 21).

Benzer sekilde, IHA hiicrelerinde 12 saat noktasinda, MPP* ile muamele edilmis
hicrelerdeki glutamat salinimimin kontrol hicrelerinden daha diisiik oldugu goriilmiistiir.
Istatiksel olarak anlamli olmayan bu diisiis, glutamat miktarindaki azalmaya yatkinlig
gOstermektedir. 24 saat noktasinda bu fark kalmamistir ve 48 saat noktasinda MPP*
muamemesi gormils hiicrelerde glutamat seviyeleri istatiksel olarak anlamli olmamakla

birlikte artmustir (Sekil 22).

Goriildugi tizere her iki hiicre hattinda da MPP" muamelesi sonucu elde ettigimiz

glutamat birikimi 6l¢lim sonuglari biribiri ile ortiismektedir ve birbirini desteklemektedir.
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Sekil 22. N2A hiicre hattina MPP® muamelesinin ardindan yapilan glutamat assay
sonuglarinin degerlendirilmesi. 12 saat noktasindaki p degeri *p=0,01203078<0.05

61



IHA

- 6_

E

| -

=2 4 T

2 ‘
5

=]

£ 2 I o
E H-

=

EE 01 — T T 1
= 0 12 24 48

=

Zaman (saat)

Koyu : Kontrol
Acik : MPP*-muamelesi

Sekil 23. THA hiicre hattina MPP* muamelesinin ardindan yapilan glutamat assay

sonuglarinin degerlendirilmesi.
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5. TARTISMA

MTT testinde, N2A hicrelerinde 200 uM ve 500 uM konsantrasyonlarda hiicre
canliliginda anlamli diislis gérmemize ragmen, 500 PM calisma konsantrasyonu olarak
sectik. Bunun nedeni protein ya da RNA ifadesi gibi baz1 molekiiler degisikliklerin yiiksek
konsantrasyonlarda daha iyi goriilmesiydi. Ayrica literatiirde, MPP* muamelesi genelde
buna benzer konsantrasyonlarda yapilmaktadir. IHA hiicrelerinde de ayn1 sekilde 500 uM ve
1000 pM’de anlamli diisiis gormemize ragmen 1000 PM calisma konsantrasyonu olarak
secilmigtir. IHA hiicreleri daha dayanikli hiicreler olmasindan ve 500 pM’a gore daha diisiik
hiicre canlilig1 oran1 gosterdigi i¢in, 1000 UM konsantrasyonu tercih edilmistir. Molekiiler
parametrelerde degisiklikleri daha kolay gozlemleyebilmek icin 500 pM seg¢ilmemistir.
Sectigimiz konsantrasyon literatir ile uyumludur.

IHA htcreleri, N2A hcrelerinde GLT-1 protein ekspresyonu gézlemlenemedigi igin
kullanilmistir. Astrositler (glia hiicreleri), noéronlara oranla ¢ok daha fazla miktarda glutamat
tastyicilarini ifade etmektedir (Soni ve ark, 2014). Bu nedenle IHA hiicrelerinde daha kolay
gozlenebilmistir. Ancak THA hiicrelerinde dahi normal sartlar altinda GLT-1 ifadesi az
gozlenmektedir. Nedeni, gluatamat salinimini uyaran bir durum olmadig1r miiddetce GLT-
1’in ubikuitine olarak degrade edilmesidir (Susarla ve Robinson, 2008). Ancak MPP* nedeni
ile eksitotoksisite durumu olustugu icin GLT-1 ifadesi artmistir ve western blot ile
gortntiilenebilmigtir.  N2A  hucrelerinde  western  blot ile  protein  ifadesinin
goriintiilenememesinin nedeni ifade azliginin yani sira kii¢tik bir olasilikla antikor problemi
de olabilir. Ayni antikor IHA hiicrelerinde ¢alismis olmasina karsin farkli bir antikorun N2A
hiicrelerinde daha basarili ¢alisacagi olasilik dahilindedir. Sonug olarak, bu sebeple, N2A
hicrelerinde GLT-1 gen ekspresyonuna yani mRNA ifadesine kantitatif PCR (gPCR) ile
bakilmistir.

Sonuglarimiz, MPP" muamelesi sonucunda eksitotoksisitenin artabilecegini
gostermektedir ve hiicre yasama mekanizmasini devreye sokmak i¢in otomatik olarak GLT-
1 miktarini arttirmaktadir. Salinan glutamat miktarini inceledigimizde, her iki hiicre tipinde
48 saat noktasinda MPP" muamelesi yapilmig hiicrelerde artmaya yatkinlik gézlenmistir. 12
saat noktasinda, MPP" muamelesi yapilmis hiicrelerdeki glutamat miktari, kontrole gore,
N2A hiicrelerinde istatiksel olarak anlamli bir sekilde, IHA hiicrelerinde ise azalmaya
yatkinlik gosterir sekilde diismiistiir. 24 saat noktasinda ise bu fark ortadan kalkmustir.
Bunun nedeninin GLT-1 mRNA seviyesinin N2A hiicrelerinde 25 kat civar1 ve GLT-1
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protein seviyesinin IHA hiicrelerinde yaklasik olarak 10 kat civar1 artmasi olabilecegi
diisliniildii. Bu dramatik artis fazla glutamati hemen toplayarak hiicreleri normal duruma
gecirmis olabilir. Bir diger ihtimal ise, hiicreler muamele edilen konsantrasyondaki MPP™
verilince, ilk 12 saat i¢inde 6lmesi nedeniyle salinan glutamat seviyesi 12 saat noktasinda
azalmis olabilir. Daha sonra ise hiicre boliinmesiyle seviye esitlenmistir ve salinimda fark
kalmamistir. Fakat yine de hiicreler bekledikge medyum degistirilmedigi icin glutamat
seviyesi 48 saatte artmis olabilir. Burada 12 saat Oncesi bir zaman noktast kullanirsak
hiicreler 6lmeden yakalayarak hiicre sayisi etkisini bertaraf ederek glutamat salinimindaki
farki gorebiliriz.

Hiicreye yapilan herhangi bir stres, strese cevap mekanizmalarini aktive eder. MPP™*
toksininin hiicreye verilmesi de bir strestir ve bu mekanizmalarla birlikte glutamat salinimini
aktive etmistir. Bu stres sonucu, gorevi glutamati absorbe etmek olan GLT-1’in ifadesi
artmistir. Tabii ki artan GLT-1 miktar1 bazen bu stresle basetmek igin yeterli olmayabilir.
Ancak norodejeneratif hastaliklarin ortak molekiiler yolaklarindan biri olan eksitotoksisite
Parkinson hastaligiin da altinda yatan molekiler nedenlerden biridir. Bu nedenle
calismamizda oldugu gibi hiicresel modeller ile eksitotoksisitenin  molekiiler

mekanizmasinin arastirilmasi ileride yeni ila¢ hedeflerinin gelismesine yardimci olacaktir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamiz néronal ve glia olmak Uzere iki hiicre tipinde (N2A ve IHA) MPP*’nin
eksitotoksik bir strese yol acarak yasam (pro-survival) stres cevabi mekanizmalarini
tektikledigini gostermektedir. Bunlardan birisi de fazla glutamatin absorbe edilmesinden
sorumlu olan GLT-1’dir. Hiuicre canhligmi anlamli bir sekilde diisiren MPP*
konsantrasyonlarinda GLT-1 protein ifadesi IHA hucrelerinde, mRNA ifadesi de N2A
hicrelerinde artmistir. GLT-1 ifadesinin artmasi eksitotoksisiteyi engelleyecektir. MPP*
glutamat salinimini arttirmis ancak htcre 6lumine de yol agtigi i¢in 12 saat noktasinda
glutamat salinimi kontrole oranla azalmistir. 12 saat noktasinda GLT-1 ifadesinin
yiiksekliginin de glutamat birikimini diistirmiis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismanin devaminda daha disiik konsatrasyonda MPP* kullanarak ya da 12 saat
zaman noktas1 Oncesi bir inkiibasyon siiresinde glutamat birikimi olcilerek hiicre 6lumu
gerceklesmeden Once biriken glutamat miktarlari tespit edilip karsilastirilabilir.

Eksitotoksisitenin molekiler mekanizmasinin arastirilmasi, bu ¢alismada hiicresel
olarak modelledigimiz Parkinson hastaliginin molekiiler mekanizmasinin aydinlanmasinda

ve ila¢ hedeflerinin gelistirilmesinde dnemli olacaktir.
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