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OZET

HUCRE MODELINDE SIRT4 (SIRTUIN4)’UN EKSITOTOKSISITEYE KARSI
KORUYUCU ETKISININ ARASTIRILMASI

Colak M. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyoloji
Program, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2020.

Glutamat, merkezi sinir sisteminde bir¢cok norolojik isleve sahiptir ve beyinde yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur. Sinir terminallerinde glutamat, yogun olarak bulunur ve hiicre
icindeki konsantrasyonu disindaki konsantrasyona gore c¢ok daha fazladir. Sinir hiicre
membraninin depolarizasyonu ile kalsiyuma bagli bir siliregte presinaptik sinir uglarindaki
vezikiillerden hiicreler arasi1 bosluga glutamat salinir ve postsinaptik noérondaki glutamat
reseptorleri uyarilir. Glial hiicrelerde yer alan glutamat tasiyicilarinin hiicreler arasi bosluktan
glutamat1 toplanmasiyla uyarim bitirilir. Glutamat seviyesinin ndronal boslukta artisi
toksiktir, ndoron hasar1 ve dliimiine neden olur. Bu durum, glutamata baglh eksitotoksisite
olarak adlandirilir. Eksitotoksisite, travma, serebral iskemi, epilepsi, Parkinson Hastaligi,
Alzheimer Hastalig1 gibi birgcok ndrolojik hastaligm altindaki sebeplerdendir. Kainik asit,
glutamat analogudur, nérotoksisite olusturulmasi i¢in kullanilan kimyasal bir modeldir. Sessiz
bilgi diizenleyicisi (Sir) protein ailesinin ilk {iyesi olan Sir2’nin homologlari sirtiiinler olarak
adlandirilir. Memelilerde yedi tane sirtiiin (Sirt1-7) bulunur. Sirt4, deasetilaz ve ADP-
ribosilaz etkinligi gosteren ve mitokondride bulunan memeli sirtiiinidir. Sirt4, GDH’1 arac1
olarak kullanarak glutamin metabolizmasini diizenler. Bundan dolayi, Sirt4'iin ndronal
uyarilar ve eksitotoksisite swrasinda artan glutamat seviyesine cevabi diizenleyecegi
diisiiniilmektedir. Bu calismada, N2A hiicreleri 10 uM, 50 uM, 200 pM ve 1000 uM’lik
kainik asit konsantrasyonlariyla muamele edildi. Ardindan, hiicrelerin canlilik seviyeleri MTT
testi ile degerlendirildi. 200 uM ve 1000 pM’lik kainik asit konsantrasyonlarinda hiicre
canlilik seviyesinde anlamli diislis oldugu belirlendi. Takip eden deneylerde 1000 uM’lik
kainik asit konsantrasyonunun kullanilmasina karar verildi. N2A hiicrelerinde transfeksiyon
yontemi ile Sirt4 ifadesi arttirildr ve ifade artis1 western blot yontemi ile gosterildi. Sirt4
ifadesi arttirilmamig (kontrol) ve Sirt4 ifadesi arttirilmig (transfekte edilmis) N2A hiicre

gruplart 1000 pM konsantrasyonda kainik asit ile muamele edildi. Muamele sonrasinda,
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kontrol N2A, kainik asit muamelesi yapilmig N2A, yalnizca Sirt4 ifadesi arttirilmig ve kainik
asit muamelesi yapilmig ve Sirt4 ifadesi arttirilmis olmak iizere dort farkli N2A hiicre grubu
elde edildi. Bu hiicre gruplarindaki canlilik seviyesi MTT testi ile 6l¢iildii. Kontrol N2A ile
kainik asit muamelesi yapilmis N2A gruplar1 arasinda yapilan kiyaslamada, kainik asit
muamelesi sonucu hiicrelerin canlilik seviyelerinde anlamli bir diisiis gozlendi. Sirt4
ifadesinin arttirilmasinin ise hiicre canliligindaki diisiisii azalttig1 gozlendi. Ayrica, bu dort
farkli deney grubunda glutamat salinimi 0, 12, 24, 48 saatlik siire i¢in 6l¢iildii. Kainik asit
muamelesi yapilmis ve Sirt4 ifadesi arttirilmig deney grubunda, yalnizca kainik asit ile
muamele edilmis deney grubuna kiyasla, hiicre 6liimiiniin daha az oldugu, bu nedenle daha
fazla glutamat salmimi yapildig1 gosterildi. Dolayisiyla, Sirt4’lin  eksitotoksisiteyi

engelleyerek hiicre 6liimiinii azaltabilecegi gosterildi.

Anahtar kelimeler: Eksitotoksisite, glutamat, kainik asit, sirtiiin, Sirt4.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE PROTECTIVE EFFECT OF SIRT4 (SIRTUIN4)
AGAINST EXITOTOXICITY IN A CELLULAR MODEL

Colak M. Aydin Adnan Menderes University Health Sciences Institute of Medicine
Biology Program, Master’s Thesis, Aydin, 2020.

Glutamate has many neurological functions in the central nervous system and is found
at high concentrations in the brain. At the nerve terminals, glutamate is densely present and
has a much higher concentration outside the cell. By depolarization of the nerve cell
membrane, glutamate is released from the vesicles of the presynaptic nerve endings into the
intercellular space and the glutamate receptors in the postsynaptic neuron are stimulated.
Stimulation is terminated by collecting glutamate from the intercellular space by glutamate
transporters on glial cells. Increased levels of glutamate in the neuronal space are toxic,
causing neuron damage and death. This is called glutamate-induced excitotoxicity.
Excitotoxicity is among the causes of many neurological diseases such as trauma, cerebral
ischemia, epilepsy, Parkinson's Disease, Alzheimer's Disease. Kainic acid is a glutamate
analogue, a chemical model used to generate neurotoxicity. The homologues of Sir2, the first
member of the silent information organizer (Sir) protein family, are called sirtuins. There are
seven sirtuins (Sirt1-7) in mammals. Sirt4 is a mammalian sirtuin which is present in the
mitochondria, showing deacetylase and ADP-ribosylase activities. Sirt4 regulates glutamine
metabolism using GDH as a mediator. Therefore, Sirt4 is thought to regulate the response to
increased glutamate levels during neuronal stimuli and excitotoxicity. In this study, N2A cells
were treated with 10 uM, 50 uM, 200 uM and 1000 pM kainic acid concentrations. The
viability of the cells was then assessed by the MTT test. There was a significant decrease in
cell viability at 200 pM and 1000 pM kainic acid concentrations. In the following
experiments, 1000 uM concentration of kainic acid was decided to be used. In N2A cells,
Sirt4 expression was increased by transfection and the the enhanced expression was assesed
by western blot method. N2A cell lines with or without Sirt4 overexpression were treated
with kainic acid at a concentration of 1000 uM. After treatment, four different groups of N2A

cells were obtained, control N2A, N2A treated with kainic acid, Sirt4 overexpressed, and
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kainic acid treated and Sirt4 overexpressed. The viability of these cells was measured by MTT
test. Kainic acid treatment lead to a decrese in the cell viability. Increasing Sirt4 expression
reduced the decrease in cell viability. In addition, glutamate release in these four different
experimental groups was measured for 0, 12, 24, 48 hour periods. It was shown that in the
experimental group with Sirt4 overexpression and kainic acid treatment, the cell death was
less than that of the experimental group treated with kainic acid alone, therefore more
glutamate was released. Thus, it has been shown that Sirt4 can reduce cell death by inhibiting

excitotoxicity.

Keywords: Excitotoxicity, glutamate, kainic acid, sirtuin, Sirt4.
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1. GIRIS

Memelilerin merkezi sinir sisteminde yer alan amino asitlerden bazilari, inhibitor ya da
eksitator norotransmitterler olarak c¢alisir ve bu sistemde en Onemli eksitator aminoasit
glutamattir. Glutamat, kendisini taniyan reseptorler ile etkilesip onlar1 uyararak memeli
beyninde 6grenme, hafiza, hareket, sinaptik ve duyu baglantilarinin saglanmasi gibi bir¢ok
norolojik olay igerisinde yer alir (Yildirim, 2009). Merkezi sinir sistemi icerisinde en fazla
konsantrasyonda bulunan aminoasitlerden biri olmasmin yani sira, beynin her bdlgesinde
glutamat konsantrasyonu birbirine es degildir (Lewerenz ve Maher, 2015; Schousboe ve
Hertz, 1981). Beyindeki en yiiksek glutamat konsantrasyonu sinir terminallerindedir ve hiicre
icindeki glutamat konsantrasyonu disindakine kiyasla ¢ok daha fazladir (Storm-Mathisen ve
ark, 1992; Ottersen ve ark, 1996). Noronal bosluktaki glutamat seviyesinin yiikselmesi
toksiktir ve bu ylikselis, sinir hiicresi membraninin polarize olmasiyla sinaptik vezikiillerden
glutamat saliiminin uyarilmasi, ATP yetersizligiyle glutamatin geri toplanmasi i¢in gerekli
olan tasinmanin saglanamamasi veya fazla glutamatin tasiyicilar tarafindan toplanamamasi ile
ortaya ¢ikmaktadir (Amar ve Levy, 1999). Hiicreler arasi boslukta glutamat seviyesi arttik¢a,
glutamat reseptorleri asir1 uyarilir, bu uyarim ndronal hasar ve dliime yol agar. Birbirini
izleyen bu olaylar, glutamata bagli eksitotoksisite olarak adlandirilir. Saliman glutamatin
sinaptik iletimin sonunda, uyarmmimn sonlandirilmasi i¢in hiicre dis1 alandan toplanmasi,
eksitotoksisiteye bagli ndronal hasarin 6nlenmesinde 6nemlidir. Bu sonlandirilma presinaptik
ve postsinaptik hiicre membranlarinda bulunan reseptorler ve glial hiicre membranlarindaki
tasima sistemleri tarafindan saglanir (Danbolt, 2001). Yapilan ¢aligmalar 1518inda travma,
serebral iskemi, epilepsi, Parkinson Hastaligi, Alzheimer Hastalig1 gibi bir¢ok nérodejeneratif
hastaliktaki noronal hasar ve Oliimiin altindaki sebeplerden birinin glutamata bagh

eksitototoksite oldugu vurgulanmistir (Lipton ve Rosenberg, 1994).

Status epileptikus (SE), 30 dakikadan uzun siiren siirekli bir nobet ya da ikisi arasinda
bilincin tam olarak yerine gelmedigi iki veya ikiden fazla ndbetlerin goriildiigii epilepsi
cesididir (Cherian ve Thomas, 2009). Kainik asit, glutamatin ¢dziinmeyen bir analogudur,
norotoksisite olusturulmasinda glutamata gore 30 kat daha fazla etki gdsteren, ayn1 zamanda
SE epilepsi ¢esidini anlamak i¢in kullanilan kimyasal bir modeldir (Zhang ve Zhu, 2011;
Sairazi ve ark, 2015; Reddy ve Kuruba, 2013).



Sessiz bilgi diizenleyicisi adi verilen, Sir protein ailesinin ilk tiyesi 1984’te
Saccharomyces cerevisiae'de kesfedilmis olan Sir2 proteinidir ve yasam siiresi uzunlugu ile
arasinda baglant1 oldugu fikri ortaya atilmistir (Kaeberlein ve ark, 1999). Sir2, histon
deasetilazlarin bir smifinda yer alir ve birgok canlida homologlarmin var oldugu bilinir, bu
homologlar sirtiiinler olarak adlandirilir (North ve Verdin, 2004). Proteinlerin stabilitesinin
saglanmasi, DNA tarafindan tanmmalari, proteinlerle kurduklar1 etkilesimler gibi birgok
hiicresel fonksiyon protein asetilasyonu ile diizenlenmektedir (Kouzarides, 2000). Sirtiiinler
protein deasetilaz enzimi aktivitelerinin disinda, ADP-ribosil transferaz enzim aktivitesi de
gosterir ve kofaktor olarak nikotinamid adenin diniikleotidi (NAD™) kullanirlar (Landry ve
ark, 2000; Dang, 2014). Memeli sirtiiinlerinin hepsinde deasetilaz aktivitesi olmamakla
beraber, yedi tane memeli sirtiiini (Sirtl-7) bulunur ve farkli lokalizasyonlar sergilerler.
Bunlardan Sirt1, Sirt6 ve Sirt7 niikleer sirtliinlerdir. Sirt2, sitoplazmada yer almasina ragmen
bazen cekirdek ve sitoplazma arasinda da bulunabilmektedir (José¢ ve ark, 2012). Sirt3, Sirt4,

Sirt5 ise mitokondriyal sirtiiinlerdir (Michan ve Sinclair, 2007).

Sirt4, deasetilaz ve ADP-ribosilaz etkinligi gosteren ve mitokondride yerlesik halde
bulunan memelilere ait bir sirtliindir (Fernandez-Marcos ve Serrano, 2013). Sirt4’in ADP-
ribosilaz aktivitesi ile insiilin sekresyonunun diizenlenmesinde yer aldigir ve GDH’1 araci
olarak kullanarak glutamin metabolizmasini diizenledigi bilinmektedir (Ho ve ark, 2013).
Glutaminin glutamata c¢evrildigi ve glutamatin da beyinde yiiksek oranda bulunan bir
norotransmitter oldugu bilindigi i¢in, Sirt4'in ndronal uyarilar ve eksitotoksisite sirasinda
artan glutamat seviyesine cevabi diizenleyecegi diisiiniilmiistiir (Michan ve Sinclair, 2007).
Sirt4 ekspresyonu, diger dokulara kiyasla beyin ve karacigerde yiiksek ekspresyon seviyesi
gosterir (Zhu ve ark, 2014; Haigis ve ark, 2006). Sirt4, karaciger ve kasta bulunan hiicrelerde
yag asidinin oksidasyonunu olumsuz bir sekilde diizenlemektedir. Sirt4 gen ifadesi, beslenme
bollugunda malonil-CoA-dekarboksilaz’t (MCD) baskilar ve bu yolla lipit homeostazini
diizenler (Laurent ve ark, 2013b). Sirt4, hiicrede ATP seviyesini diizenlenmesinde de yer alir,
hiicrede Sirt4 ifadesi arttikca ATP seviyesi artar (Ho ve ark, 2013). Ayrica, ANT2-AMPK-
PGCla araciligryla mitokondriyal biyogenez genlerini de kontrol ettigi bildirilmistir (Ho ve
ark, 2013). Sirt4 ifade edilmediginde, hiicre dongiisiiniin devam etmesi durumunda DNA
onarimi gecikir ve kromozomal anomaliler olusur (Fernandez-Marcos ve Serrano, 2013).
Sirt4  ekspresyonu glutamin metabolizmasmi ve tiimor hiicrelerinin proliferasyonu

baskilamaktadir (Jeong ve ark, 2013).



Bu c¢alismada, ndroblastoma  hiicreleri  kullanilarak  Sirt4’iin ~ glutamat
metabolizmasindaki rolii ve eksitotoksisiteye kars1 potansiyel koruyucu etkisinin aragtirilmast
amaglanmugtir. Sirt4’lin eksitotoksisiteye karsi koruyuculugunun dogrulanmasi durumunda,
gelecekteki c¢alismalarda eksitotoksisite sonucu olusan norodejeneratif hastaliklarin
tedavisinde Sirt4’iin aktif hale getirilmesi ve ilag gelistirme hedefi olabilmesi i¢in bu ¢aligma

kaynak saglayacaktir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Glutamat

Memeli merkezi sinir sisteminde yer alan amino asitlerden bazilari ndrotransmitter
gorevi de gormektedir ve bu amino asitler iki gruba ayrilirlar; eksitator amino asitler ve
inhibitor amino asitler. Eksitator amino asitlere L-Glutamik asit ve L-Aspartik asit, inhibitor
amino asitlere ise gama amino biitirik asit (GABA), glisin, taurin, prolin 6rnek olarak

verilebilir (Yildirim, 2009).

Merkezi sinir sisteminde ndrotransmitter gorevi goren en onemli eksitatdor amino asit,
glutamattir ve hiicre membraninda bulunan reseptorler ile etkileserek 6grenme, hafiza,
hareket, sinaptik ve duyu baglantilarin saglanmast gibi bircok nodrolojik olayin
diizenleyicisidir (Yildirim, 2009). Glutamat ve glutamin, merkezi sinir sisteminde en fazla
bulunan serbest amino asitlerdir (Lewerenz ve Maher, 2015). Beyinin her bolgesinde glutamat
konsantrasyonu ayni degildir ve glutamatin beyinde bulunan yas agirligi 5 ila 15 mmol/kg
olarak seyreder (Schousboe ve Hertz, 1981). Olgiilen bu yiiksek glutamat miktarinin ¢ok
kii¢iik boliimii hiicre dis1 alanda yer alir. Dolayisiyla, hiicre igindeki glutamat konsantrasyonu
disma kiyasla yaklagik bin kat daha yogun konsantrasyona sahiptir. Beyinde en yiiksek
glutamat konsantrasyonuna sinir terminallerinde rastlanir (Storm-Mathisen ve ark, 1992;
Ottersen ve ark, 1996). Bu O0nemli uyarici norotransmitter, glutamaterjik sinir uclarinda,
mitokondriyal bir enzim olan glutaminaz ile glutaminden sentezlenir ve sentezlendikten sonra

presinaptik vezikiillere tasmir ve depolanir (Greenamyre ve Porter, 1994).

2.2. Glutamat Dongiisii

Glutamat dagilim1 enerji kaynaklarmm durumuyla yiiksek oranda iligki icerisindedir,

enerji kaynaklari tiikenirse glutamat hiicrelerden disar1 sizar ve hizla glutamat dongiisii baglar

(Gozen O, 2008)
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Sekil 1: Glutamat dongiisii. Kritis ve ark (2015)'ten modifiye edilmistir.

Glutamat, glutamaterjik sinir uclarinda, mitokondriyal bir enzim olan glutaminaz ile
glutaminden sentezlenir ve sentezlendikten sonra presinaptik vezikiillere tasinir ve depolanur.
Sinir hiicresi membranmin depolarize olmasi, presinaptik sinir uclarinda bulunan
vezikiillerden ekstraselliilar bosluga glutamat salinmasma neden olur ve Sekil 1’de goriilen
olaylar dizisi baslar. Glutamatin sinaptik bosluga salmmasi kalsiyum (Ca*?) iyonuna bagli bir
stirecte gergeklestirilir. Sinaptik bosluga salinimi gergeklesen glutamat, postsinaptik uctaki
glutamat reseptorlerini aktive eder. Normal sartlar altinda sinaptik bosluktaki glutamat,
sodyum (Na") iyonuna bagli olarak yiiksek afinite sahibi glutamat tastyicilar1 ile hizla sinaptik
bosluktan uzaklastirilir. Glutamat tastyicilari glial hiicre ve ndronlarin membranlari {izerinde
konumlanmistir. Glutamat tasiyicilar1 vasitasiyla, glutamat, glial hiicre i¢ine almir
(Greenamyre ve Porter, 1994). Glial hiicre olan astrositlerce geri alindiktan sonra, glutamat,
glutamin ya da alfa-ketoglutarat’a doniistiiriilmektedir. Glutamine doniistim, ATP’ye bagl ve
gliayaya 6zgii enzim olan glutamin sentetaz ile gerceklestirilir (Gézen O, 2008). Glutamin
yeniden glutamaterjik sinir uclarina gonderilir (Greenamyre ve Porter, 1994). Glial glutamin,
presinaptik ndéronun igine Na® bagimli glutamin alim sistemleri yoluyla alinir, burada

glutaminaz ile glutamata dontistiiriiliir (Kritis ve ark, 2015). Bununla birlikte, norotransmiter



olan glutamat beyinde sadece glutaminden sentezlenmemektedir ve astrositlere geri alinan

glutamatin tamami da glutamine ¢evrilmemektedir (Gozen O, 2008).

2.3. Glutamata Bagh Eksitotoksisite

MSS’de katyonlar araciligi ile gergeklesen noronal hasarda en sik rastlanan uyarict
norotransmitter glutamattir ve bir¢ok norodejeneratif hastaligin temelinde, noronal bosluktaki
glutamat seviyelerinde artig goriildiigii bildirilmistir (Faden ve ark, 1989). Hiicre disindaki
glutamatin diisiik seviyede tutulmasi sinaptik ve ekstrasinaptik iletisimin saglanmasi igin
onemlidir ve glutamat seviyesinin yiikselmesi toksiktir. Noronal boslukta glutamat
seviyesinin toksik olan bu artigina, sinir hiicresi membraninin polarize olmasiyla sinaptik
vezikiillerden glutamat salinimimnin uyarilmasi ya da ATP yetersizligiyle glutamatin geri
toplanmasi i¢in gerekli olan tasinmanin saglanamamasi yol agmaktadir (Amar ve Levy, 1999).
Hiicreler arasi boslukta glutamat seviyesi arttikga, glutamat reseptorleri asir1 uyarilir, bu
uyarim noronal hasar ve Oliime yol acar. Birbirini izleyen bu olaylar, glutamata bagli
eksitotoksisite olarak adlandirilir (Lipton ve Rosenberg, 1994). Glutamat eksitotoksisitesi,
hiicre icine asir1 kalsiyum iyonunun girisiyle baslar, voltaj bagimli Ca** kanallar1 agilir ya da
iyonotropik glutamat reseptorlerinden NMDA reseptorleri asir1 uyarilir. Hiicre igindeki
yilksek Ca*? seviyesi, mitokondrial iglev kayb1, niikleer sisme ve nekrotik hiicre 6limiinii
beraberinde getirir. Daha az goriilen hasarda mitokondri fonksiyonu degismez, hiicreler
apoptoza ugramayi secerler ve hiicre i¢i proteaz, fosfolipaz ve endoniikleaz enzimleri
aktifleserek hasar olusturur (Yildirim, 2009). Yapilan ¢alismalar 1s1§inda travma, serebral
iskemi, epilepsi, Parkinson hastaligi, Alzheimer hastaligi gibi bircok ndrodejeneratif
hastalikta noéronal hasar ve Oliimiin altindaki sebeplerden birinin glutamata bagh
eksitototoksite oldugu vurgulanmistir (Lipton ve Rosenberg, 1994). Bu sebeple salinan
glutamatin yeniden hiicre dis1 alandan toplanmasi 6nemlidir. Glutamatin uyarici etkisinin
sonlandirilmasi presinaptik ve postsinaptik hiicre membranlarinda bulunan reseptdrler ve glial

hiicre membranlarindaki tasima sistemleri tarafindan saglanir (Danbolt, 2001).



2.4. Glutamat Reseptorleri

Glutamatin etki etmesinde, farkli yapilara sahip bir dizi glutamat reseptorii gorevlidir.
Sinir sisteminde bulunan bir¢gok ndéron ve glial hiicrenin plazma membrani glutamat
reseptorlerini ihtiva eder. Glutamat reseptorleri iki ana gruba ayrilir ve farkli gruplarda

bulunan reseptorler Sekil 2°de siniflandrilmistir (Yildirim, 2009).

GLUTAMAT RESEPTORLERI

IYONOTROPIK RESEPTORLER METABOTROPIK RESEPTORLER
AMPA / KAINAT NMDA mGluR1
mGIluR2
- NMDARI1
AMPA | | | KAINAT mGluR3
NMDAR2A
mGIluR4
GluR1 GluR5
NMDAR2B
mGIluRS
GluR2 GluR6 -
NMDAR2C mGIuR6
GIuR3 GluR7
NMDAR2D mGIuR7
GluR4 KA1
NMDARS3 mGIuRS
KA2

Sekil 2: Glutamat Reseptorlerinin siniflandirilmasi. Heath ve Shaw (2002)'den modifiye

edilmistir.

2.4.1. Metabotropik Reseptorler

Metabotropik glutamat reseptorleri (mGIuR) G-proteinine bagli olan reseptor
familyasidir ve iyon kanallar1 olusturmazlar (Spooren ve ark, 2010). Hiicre i¢i G-proteinleri
ile birlesmelerinden dolay1, yavas sinaptik tepkilere izin veririler (Dong ve ark, 2009). Sekiz

farkli mGIluR (mGluR1-8) bilinir ve kendi aralarinda ii¢ gruba ayrilirlar.
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Sekil 3: Metabotropik glutamat reseptdrlerinin siniflandirilmasi. Salinska ve ark (2005)'ten

[

modifiye edilmistir.

Metabotropik glutamat reseptorlerinin siniflandirilmast Sekil 3’te goriildiigi gibidir ve

sirastyla Grup I, II ve III mGluR’lerin etkileri su sekildedir:

Grup I mGluR'lerin, aktivasyonlar1 ER (endoplazmik retikulum) depolarmdan Ca**
salgilanmasinda artisa yol agar. Grup I mGluR'lerin iki ana alt tipi vardir, bunlar mGluR 1 ve
5°tir (Salinska ve ark, 2005). Grup I mGluR'lerin aktivasyonu, G-proteinleri yoluyla inositol
trifosfat iiretimi ve pesinden gelen hiicre i¢i fosfolipaz C'nin aktivasyonuna baglanir. Ayrica,
G proteininden bagimsiz olarak tirozin kinazlarla hipokampal sinapslardaki uyarici

postsinaptik potansiyelleri de diizenlerler (Lau ve Tymianski, 2010).

Grup II mGluR'ler, iki alt tipe ayrilirlar, bunlar mGluR2 ve mGluR3'tiir. mGluR3’{in
cogu, glial hiicrelerde bulunur, mGluR2, transmitterlerin serbest birakilmasini diizenleyen
ndronlar lizerinde bulunur (Salinska ve ark, 2005). Bu mGluR'ler, adenilil siklaz sinyallerinde
bir azalmaya neden olarak voltaja baglh kalsiyum kanallarinin inhibisyonunu saglar (Lau ve
Tymianski, 2010). Grup II mGluR'ler, voltaja bagl kalsiyum kanallar1 {izerinde etkilerle

ndrotransmisyonu diizenlerler.

mGIuR grubu III, en az aragtirilan mGluR smifidir, 4 alt tip bulundurur. Bunlar
mGluR4, 6, 7, 8'dir ve 6zellikleri grup II mGluR'lerle benzerdir. Kalsiyum kanali giriglerinin
diizenlenmesi ile ndrotransmisyonu diizenlerler (Salinska ve ark, 2005; Lau ve Tymianski,

2010).



2.4.2. Tyonotropik Reseptorler

Iyonotropik glutamat reseptdrleri (iGluR) iig tiptir ve ligand kapili iyon kanallar1 olarak gorev
alir. Bunlar;

1) NMDA (N-metil-D-aspartik asit) reseptorleri,

2) AMPA (0-Amino-3-Hidroksi-5-Metil-4-1zoksazol Propiyonik Asit) reseptorleri

3) Kainat reseptorleri, olarak siniflandirilabilir (Lewerenz ve Mabher, 2015).

2.4.2.1. NMDA Reseptorleri

NMDA reseptorleri (NMDAR), memeli merkezi sinir sisteminde glutamat ile uyarilan
ana ligand kapili iyon kanallaridir (Danbolt, 2001). NMDAR’ler, glutamat, poliamin, glisin,
Mg*?, Zn** baglama bolgeleri bulunduran karmasik bir yapiya sahiptir (Kritis ve ark, 2015).
NMDAR ler néronlarmn i¢ine yiiksek oranda Ca”* girisinin saglanmasma yardimei olurlar ve
diger iGluR'lerden farkla Mg** varliginda voltaja bagl olarak bloke olurlar. Bir néron

2+

dinlenme potansiyelindeyken Mg***un varligi, NMDA reseptoriinden Ca** gecisini engeller,

fakat depolarizasyon durumunda bu durum ortadan kalkar (Yildirim, 2009). NMDAR
kanalmin acilmasi icin diger iyonotropik glutamat reseptdrlerinin aktivasyonu ile Mg2+’un
uzaklastirildig: bildirilmistir (Lau ve Tymianski, 2010). Bu reseptorler ayn1 anda glutamat ve
glisin icin farkli baglanma bdlgelerine sahip olan karmasik yapida reseptorlerdir ve
aktivasyonlar1 i¢in bu bolgelere glulamatin ve glisinin baglanmis olmasi gereklidir. Glutamat
ve glisin i¢in baglanma bdlgelerinin disinda spermin, spermidin gibi poliaminlerin
baglanabilecegi bolgelere sahiptirler. Bu bolgelere poliaminlerin  baglanmasi ise
NMDAR ’lerin aktivasyonunu yiikseltmektedir (Yildirim, 2009). Cinko (Zn*?) ise glutamat
eksitotoksisitesi ile ortaya ¢ikan NMDAR akimlarmin inhibe edilebilmesini

saglayabilmektedir (Lau ve Tymianski, 2010).

NMDAR ’ler tetramer halindedir, iki NR1 alt birimi ve iki NR2 ya da NR3 alt birimi yer
alir. Bu alt birimlerin farkli kombinasyonlar1 farkli islevlerde NMDAR'leri meydana
getirmektedir (Lewerenz ve Maher, 2015). Bunlardan NR1 dimerinden olusan alt birim iyon
kanali olusturur ve Mg>* blogu, glutamat aktivasyonu, Zn*> etkisizlestirme, poliaminler ile
etkilesim saglanmasi, glisin aktivasyonu ve pH duyarliligi dahil NMDAR' lara 6zgii

ozelliklerin sergilenmesinden sorumludur. NR2 alt birimleri ise NMDAR fonksiyonunda
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diizenleyici role sahiptir ve dort farkli NR2 alt tipi (NR2A-D) bulunmaktadir (Lau ve
Tymianski, 2010).

2.4.2.2. AMPA Reseptorleri

Bu reseptorler GluR1-4 ya da GIuRA-D adi verilen dort alt dinitenin ikili
kombinasyonlarmdan meydana gelirler ve yakmlarinda bulunan NMDAR'lari Mg**
blogundan kurtardiklar1 diisiiniilmektedir. Esasen bu reseptorler Na* gecisine aracilik ederler;
fakat, GluR2 alt iinitesi olmayan AMPA reseptorleri Ca**’a da yiiksek gegirgenlik gosterir
(Yildirim, 2009). AMPA reseptor alt birimlerinde GIluR2 ifadesi azaldikga, Ca®*
gecirgenligini yliksek dlgiide saglayan AMPA reseptorleri meydana gelmektedir (Dong ve
ark, 2009). Eksitotoksisite mekanizmasina etkileri biiylik olasilikla, depolarizasyon meydana
getirirerek voltaj bagimli Ca** kanallarinin agilmasmi saglamak ve Na'-Ca™ pompasimni
tersine isleterek GIuR2 alt iinitesinin tiretim miktarinin azalmasma yol agmaktir (Yildirim,

2009).

AMPA reseptorlerinin afinitesi diistiktiir, glutamat ile uyarildiklarinda reseptorler hizla
acilir, hizla duyarsizlagirlar. NMDA reseptorlerinin ise zit sekilde glutamata afiniteleri daha
yiiksektir ve inaktivasyonlar1 daha yavastir (Gozen O, 2008). Ayrica, Kainat ve AMPA
reseptOrlerinin aktivasyonlarmin dogrudan ER stresiyle baglantili oldugu gosterilmistir (Kritis

ve ark, 2015).

2.4.2.3. Kainat Reseptorleri

AMPA  reseptorleri ile aralarindaki  belirgin  farklar  saptanamadigindan
AMPA/KAINAT reseptorleri olarak da adlandirilir ve GluR5-7, KA1-2 alt {initeleri igeririler.
AMPA reseptorleri gibi glutamat uyarimim takiben iyon akisina izin verirler, cogunlukla
Ca**ya kars1 gecirgen degillerdir (Yildirim, 2009; Lau ve Tymianski, 2010). AMPA ve
kainat reseptorleri Na* iletkenligine sahiptir (Lewerenz ve Maher, 2015). Bu reseptérlerin
beyindeki yerlesimleri amigdala, bazal ganglionlar, entorinal korteks ve serebellumda farkl
ifade seviyeleri gostermektedir Bununla beraber, hipokampusta yiiksek oranda ifade edilirler.

KAl (GluK4) alt birimleri CA3 piramidal hiicrelerinde yiiksek ifade seviyesi gosterirken,
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KA2 (GluKS5) alt birimleri ise CA1 ve CA3 piramidal hiicrelerinde yiiksek seviyede ifade
gostermektedir (Lévesque ve Avoli, 2013).

2.5. Glutamat Tasiyicilan

2.5.1. Eksitator Amino Asit Tasiyicilar1 (EAAT'ler)

Eksitator amino asit tasiyicilar1 (EAAT’ler), membrana bagli konumlanmis iyon
kanallarina benzer pompalardir. Bu pompalar glutamat sinaptik bosluga salindiktan sonra,
hiicre dis1 alanda artan glutamat seviyesini azaltmak i¢cin glutamati hizla toplarlar ve sinaptik

aktarim bu tasiyicilarla sona erdirilir (Beart ve O'Shea, 2007).

MSS’de bulunan tiim hiicre tiplerinde glutamat tastyicilar1 bulunmasina ragmen, hiicre
dis1 alandan glutamatin toplanmasinda en ¢ok astrosit hiicreleri gorev almaktadir (Kim ve ark,
2011). Astrosit hiicrelerinde glutamatin glutamin sentetaz enzimiyle glutamine c¢evrildigi,
olusan glutaminin tekrar ndronlar tarafindan almarak glutamata doniistiiriilip yeniden
norotransmisyonda kullanildig1 disiiniilmektedir (Coulter ve Eid, 2012). EAAT'lerin
aktivitesi protein ekspresyonu, fosforilasyon ve dogrudan modifikasyonlar gibi bir¢ok olay ile

diizenlenir (Kim ve ark, 2011).

2.5.1.1. Eksitator Amino Asit Tasiyic1 Tipleri

Presinaptik nérondan glutamat salinir, postsinaptik néronlardaki iyonotropik glutamat
reseptorleri uyarilir, hiicre depolarizasyonu ve aksiyon potansiyeli olusur. Glutamatin hiicreler
arasi bosluga salimmasi ve hiicreler arasi bosluktan temizlenmesi arasinda siki bir denge ve
denetim vardir (Kanai ve Hediger, 2003). Bu denetimi saglayan glutamat tasiyicilar1 bes alt
tipte toplanmustir (Arriza ve ark, 1994). Bunlardan {i¢ii kemirgen beyninde tanimlanmig ve
GLAST, GLT-1 ve EAACI olarak adlandirimistir. Kemirgenlerdeki, bu glutamat
tastyicilarinin insanlardaki homologlar1 Tablo 1°de gdsterildigi gibi sirasiyla EAAT1, EAAT2
ve EAAT3'tlir. EAAT4 ve EAATS ise insan ve kemirgen i¢in ortaktir (Kim ve ark, 2011).
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Tablo 1: Kemirgenlerde ekspresyon gosteren EAAT'lerin insanlardaki homologlari. Kim ve

ark (2011)'den modifiye edilmistir.

Kemirgenlerdeki EAAT Tipleri

Kemirgenlerdeki EAAT Tiplerinin Insanlardaki

Homologlar1
GLAST EAATI1
GLT-1 EAAT2
EAACI EAAT3
EAAT4 EAAT4
EAATS EAATS

Tablo 2: EAAT lerin smiflandirilmasi. Kim ve ark (2011)’den modifiye edilmistir.

EAAT MSS’de Ifade Yeri Hiicresel ifade Ozellikleri
Tipi

EAAT1  Serebellumda en yiiksek ifade, Astrositler MSS gelisimi sirasinda
ayrica korteks korteks ve ifadesi gergeklesen ana
omurilik alt tiptir.

EAAT2  Beyin boyunca omurilik Oncelikli olarak Glutamat toplaniminin

astrositler ayrica néron  %90’dan fazlasindan
ve oligodendrositler sorumludur.

EAAT3 Beyin boyunca, 6zellikle korteks, Post-sinaptik néronal ~ Hiicre i¢i kinazlar ve
hipokampus, beyincik ve bazal terminaller, astrositler ~ kolestrol tarafindan
gangliyonlar dinamik diizenlenme

altinda membran
ekspresyonu o6zelligi
gosterir.

EAAT4  Purkinje hiicrelerinin soma ve Post-sinaptik néronal ~ Yiiksek CI iletkenligi,
dendritleri (serebellum), terminaller ve noron uyarilabilirliginin
hipokampus ve neokorteks astrositler diizenlenmesi, néronlarin

depolarizasyonuna karsi
koyma 6zelliklerine
sahiptir.

EAATS5  Retina Cubuk, fotoreseptor ve  Yiiksek CI iletkenligi

bipolar hiicreler

gosterir.
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Tablo 2’de gosterildigi gibi glutamat tasiyicilar1 beyinde farkli bolgelerde farkl
sekillerde ifade edilirler. GLAST ekspresyonu beyinde serebellumda, 6n beyin ve
hipokampusta, GLT1 ekspresyonu ise serebellumda ve on beyinde belirgin seviyelerde
seyreder. GLAST ve GLT-1 (EAAT1 ve EAAT?2) ayn1 zamanda astrosit hiicrelerinde yer alan
tastyicilardir. EAAT3, agirlikla néronal ifadeye sahiptir. Fakat, beynin farkli bolgelerinde ¢ok
diisiik seviyelerde ifadelerine rastlanilabilir. EAAT4 sadece serebellumda, EAATS ise sadece

retinada eksprese edilir (Kim ve ark, 2011).

2.5.1.2. GLT-1 (EAAT?2)

GLT-1 (EAAT2)' in fizyolojik gorevi, MSS boyunca néronlardan hiicre dis1 bosluga
salman glutamati geri toplamaktir. GLT-1 ifadesi azaldiginda ya da islevini yerine
getiremediginde glutamat geri alinimi bozulur ve hiicreler arasi boslukta glutamat seviyesi
artar. Sinaptik boslukta glutamat seviyesinin artmasi, ndronal 6liimii beraberinde getirir ve
Alzheimer hastaligi, farkli epilepsi c¢esitleri, inme/iskemi, travmatik beyin hasari, ALS
(amyotrofik lateral skleroz) gibi pek ¢ok ndrolojik rahatsizligin patogenezinde yer alir (Kim

ve ark, 2011).

Astroglia

Mikroglia

= [EAAT2[HEAAT2[HEAAT2
Astroglia 7 T 7 Mikroglia
¢ =vezikiilerglutamat [I[] = NMDA reseptor

o = nonwezikiilerglutamat EIIII = non-NMDA glutamat reseptor

Sekil 4: EAAT2’lerin ve diger glutamat tastyicilarinin astrositlerdeki konumu. Lewerenz ve

Maher (2015)’ten modifiye edilmistir.
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Sekil 4’te gosterildigi gibi glutamat presinaptik ndrondan vezikiiller araciligiyla sinaptik
bosluga salinir ve sinaptik boslukta konsantrasyonu artan glutamat, postsinaptik ndéronda
bulunan glutamat reseptorlerini uyarir. Sistin/glutamat degistiricisi olan X sistemi
astrositlerde ve mikrogliada ifade edilmektedir. Bu tastyict glutatyon iiretiminin
gerceklesmesi i¢in gereken hiicrelere sistein kaynagi saglayarak islev goriir, diisiik kapasiteli
gibi disiiniilmesine ragmen, hiicre disinda glutamatin biiyilk oranda azaltilmasini saglar

(Lewerenz ve Maher, 2015; Sheldon ve Robinson, 2007).

MSS' de, gelisim donemi sirasinda GLT-1 ifadesi oldukc¢a diisiik miktarda seyreder ve
MSS’de bulunan astrosit hiicrelerinde daha fazla ifade edilir. Hiicresel boslukta fazla
glutamatin toplanmasmin %90' indan fazlasi GLT-1 ile saglanir. Bu nedenle, yapilan
calismalarda GLT-1 nakavt farelerde, gelisimlerinin altinc1 haftalarinda hipokampal
noronlarda yiiksek Olim miktar1 goriildiigii ve buna bagli nobetler gelistigi bildirilmistir

(Tanaka ve ark, 1997; Kim ve ark, 2011).

Glutamat
K+

3Nat
Glutamat

[ Normal Tasima } [ Ters Tasima ]

Sekil 5: GLT-1 tarafindan glutamat molekiiliiniin tasimimi. Kanai ve Hediger (2003)’ten

modifiye edilmistir.

GLT-1 (EAAT2), glutamatin astrositler igerisine alinmasini inorganik iyonlarin
taginmas: ile eslestirir. Bu iyonlarda depo edilen serbest enerji glutamatin tasmmasi igin
kullanilir. GLT-1, Sekil 5’te oldugu gibi taginimi gergeklestirilecek olan her bir glutamat
amino asiti igin {ic Na* ve bir H" iyonunu glutamat ile birlikte hiicre i¢ine alir ve bir K*

iyonunu hiicrenin digina ¢ikarir (Kanai ve Hediger, 2003).
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2.6. Eksitotoksisite I¢in Terapotik Stratejiler

2.6.1. NMDAR’lerin Hedeflenmesi

NMDAR’ler, Ca’’un néronlara akisinda olduk¢a gegirgendir, bu nedenle
eksitotoksitede Oonemli bir noktada yer alir. NMDAR hedeflenmesi ve bloke edilmesinin,
glutamat salmimi ve eksitotoksik etkilerinin belirli bir kismina engel olacag:
diisiiniilmektedir. Bu nedenle, nérodejeneratif hastaliklara karsi terapotik stratejiler arasinda
yer alr (Lin ve ark, 2012). Fakat, yapilan calismalarda NMDA antagonistlerinin
cogunlugunun kullaniminimn hastalarda sizofreni benzeri semptomlar gelistirdigi bildirilmistir.
Kullanimda olan NMDA antagonistlerine 6rnek olarak memantin ve riliizol verilebilir.
Memantin, Alzheimer hastaliginin ileri asamalarmmda tedavi amacgli olarak kullanilirken,

riliizol ALS hastalig1 i¢cin onay verilmis olan tek farmakolojik tedavidir (Lin ve ark, 2012).

2.6.2. EAAT2 (GLT-1)'in Hedeflenmesi

Eksitotoksite i¢cin diger bir terapotik strateji, hiicreler arasi boslukta glutamat
konsantrasyonunun diisiiriilmesinde en ¢ok gorev alan EAAT2 (GLT-1)’nin hedeflenmesidir.

EAAT?2'nin ifadesi transkripsiyon ve translasyon ile diizenlenir (Lin ve ark, 2012).

EAAT?2 ifadesinin arttirilmasi, EAAT2 transkriptlerinin arttirilmasi ile saglanabilir. Bu
nedenle kortikosteron, retinol gibi transkripsiyonel faktorler EAAT2 transkriptlerinin
seviyelerini yiikseltmek i¢in kullanilabilir. (Tian ve ark, 2007; Sheldon ve Robinson, 2007).
EAAT?2 transkrpisiyonel aktivatdrlerinin belirlenmesi i¢in yapilan bir ¢calismada insan EAAT2
promotorii aktivasyonun seftriakson (p-Laktam antibiyotik), amoksisilin ve dibutiril siklik

AMP ile diizenlenebilecegi bildirilmistir (Rothstein ve ark, 2005).

EAAT2 mRNA’sinda azalma goriilmediginden dolayi, EAAT2 proteinin kaybmnin
transkripsiyon sonrasi olusan problemlerden kaynakl gelistigi diisiiniiliir. EAAT2 translasyon
diizenleyicilerini klonlamak i¢in yapilan bir ¢alismada EAAT2 protein seviyesini attiran
bir¢ok bilesik kaydedilmis ve elde edilen bilesik serilerinden biri, ALS ve epilepsi kronik
eksitotoksisite modeli olacak sekilde iki hayvan modelinde caligilmistir. Yapilan calisma

sonunda bilesigin 6nemli koruyucu etkiler sagladig: bildirilmistir (Colton ve ark, 2010; Xing
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ve ark, 2011). EAAT2 ifadesi arttirilmis transgenik farelere kainik asit, pilokarpin gibi
glutamat toksisitesi olusturan kimyasallar uygulandiktan sonra diger farelere kiyasla daha az
siddetli nobetler gegirdikleri ve noron hiicre 6liimiinde azalma oldugu bildirilmistir (Sheldon
ve Robinson, 2007). Ayrica, EAAT2 geninin transkripsiyonu ve ekspresyonu EGF, hipofiz
adenilat siklaz aktiflestirici polipeptit, TGF-a, PDGF gibi biiyliime faktorleri hedef alinarak
artirabilir (Zelenaia ve ark, 2000; Figiel ve ark, 2003).

2.7. Mitokondri, Endoplazmik Retikulum ve Lizozomda Eksitotoksiteye Bagh Olarak

Goriilen Degisimler

Glutamat reseptorlerinin asir1 uyarim ile hiicresel kalsiyum dengesi bozulur ve nitrik
oksit (NO) olusumu, serbest radikal olusumu ve apoptoz aktivasyonu goriiliir (Wong ve ark,
2002). Glutamat reseptér kanallarindan devamli gerceklesen Ca** akisinin néronlarmn
Olimiinde ortak nokta oldugu diistiniilmektedir. MSS'deki glutamatin artan seviyeleri hiicre
ici Ca® seviyesinde yiikselmeye, bu da mitokondri ve ER gibi hassas organellerin Ca’*
diizeylerinde artisa neden olmaktadir (Friedman, 2006). Ca®* artig1 hiicre §liimiinii tegvik eder,
Ca®* dengesinin yeniden kurulamamasi Ca®* aracihigiyla olusan norotoksisite ve hiicre

Oliimiine neden olur (Dong ve ark, 2009).

2.7.1. Eksitotoksisite ve Mitokondri

Mitokondri sadece ATP iiretmekten sorumlu degildir. Ayni zamanda, hayatta
kalma/6liim sinyal yolaklarinda (otofaji ve apoptoz) hiicre kaderini belirler. Eksitotoksisite ile
birlikte hiicre icinde Ca** seviyesi artar. Bu artis mitokondride de Ca”* artigma neden olarak
ROS (reaktif oksijen tiirleri) olusumuna ve proapoptotik faktdrlerin sitozole serbestlenmesine
aracilik eder. Bu etkinin sonucunda apoptoz mekanizmalari ile ndronal 6liime giden birgok

olay gergeklestirilir (Dong ve ark, 2009).

Eksitotoksistede artan ROS seviyeleri, antioksidan mekanizmalarin diizenlenmesini
azaltir ve bu durum norodejeneratif hastaliklarda noron 6limii ile sonuglanir (Farooqui ve
Farooqui, 2009). Normalde hiicreler serbest radikal hasarma kars1 antioksidanlarla korunurlar,

antioksidan sistemler serbest radikallere maruz kaldiginda, oksidatif hasar ve hiicre 6liimii
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gerceklesebilir. Oksidatif stres sonucunda NO olusumu gergeklesir. NO, siiperoksit
radikalleriyle reaksiyona girdiginde peroksinitrit adi verilen zararl reaktifi olusturur. Bu
reaktifin miktarinin artmasi norodejeneratif hastaliklara neden olur (Ezza ve Khadrawyb,
2014). Hiicre i¢inde ROS, INK yolaginin ya da niikkleer faktér-B (NF-xB) transkripsiyon
faktorlerinin aktivasyonuyla sitokrom-C'nin salinmasina yol acar. Bu degisimler mitokondri

araciligiyla hiicre 6liimii ve hasarma neden olabilir. ROS'un kontrol edilmesi nérodejeneratif

hastaliklar i¢in ¢cok 6nemlidir (Morgan ve ark, 2007)

Glutamat asir1

salindiginda glutamat

Néronlarda Ca*

iyonlarinin akisi

reseptorleri asirt uyarilir. gergeklesir.
] o 4 )
Noronal hasar ve Sliim Eksitotoksisite ile
gesitli norodejeneratif birlikte néronal 6liim
hastaliklart meydana .
gergeklesir
getirir.
\_ /. J

~

Serbest radikal
olusumu, mitokondri
fonksiyon bozuklugu

ve katabolik enzim

aktivasyonu goriiliir.

J

Sekil 6: Eksitotoksisitenin mitokondri aracili hasari. Ezza ve Khadrawyb (2014)’den

modifiye edilmistir.

Ozetle, Sekil 6°da gosterildigi gibi glutamatm asir1 salmmasi glutamat reseptdrlerini
asir1 uyarir, noronlara Ca** akist gerceklesir, mitokondride de artan Ca” seviyesinin zararl
etkileri arasinda, serbest radikallerin olusumu, mitokondri fonsiyonunun bozulmasi, katabolik
enzimlerin aktive edilmesi goriilmektedir. Eksitotoksisitenin meydana gelmesiyle ndronal

Oliim goriiliir ve bu birgok norodejeneratif hastalia yol agabilir (Ezza ve Khadrawyb, 2014).

2.7.2. Eksitotoksisite’nin ER ve Lizozom ile Tliskisi

Endoplazmik retikulum, proteinlerin dogru katlanmasi, translasyonu, translasyon
sonrasinda gegirdikleri modifikasyonlar ve hiicre i¢i Ca** depolamasinda sorumlu hiicresel bir

organeldir. ER fonksiyonlarmin bozulmasi katlanmamis proteinlerin birikmesi, Ca**
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dengesindeki degisimler gibi hasarlara neden olabilir (Kritis ve ark, 2015). Lizozomlar, hiicre
icinde sindirim igin gerekli hidrolitik enzimleri igerirler, eksitotoksik kosullarda ise artan
otofaji seviyesinden dolay1 lizozom sayilarinin artistyla néronal oliim artar (Kritis ve ark,

2015).

2.8. Epilepsi

Epilepsi, tekrarlayan ndbetler ile karakterize edilen, her yastan ve cinsiyetten insani
etkileyen kronik noérodejeneratif bir hastaliktir. Hastalikta goriilen ndbetlere beyin, biling,
duyum ve davranista degisikliklere neden olan normal olmayan elektriksel bosalmalar neden
olmaktadir. Epilepsi gelisiminde, beyindeki elektriksel iletide anormallik ve norotransmitter
dengesizlik ya da bunlarin birlesmesi goriilebilir. Primer ve sekonder epilepsi olarak iki gruba
ayrilabilir. Primer epilepsi bilinmeyen nedenlerle ortaya c¢ikarken, sekonder epilepside
goriilen nobetlerin altinda anoksi, travma, metabolizmadaki dengesizlikler, ensefalit, tiimorler,
norotoksisite gibi birg¢ok neden olabilir (Reddy ve Kuruba, 2013). Epileptik ndbetler, kismi
nobetler, kortikal bolge merkezli baglayan ndbetler ve baslangigta her iki yarimkiireyi de
etkileyen ndbetler olarak smiflandirilir (Duncan ve ark, 2006). Epilepsi i¢in risk faktorleri
arasinda, serebrovaskiiler hastaliklar, alkol, travmatik bas hasarlari, beyin tiimorleri, kortikal
gelisim malformasyonu, genetik kalitim ve MSS’de goriilen enfeksiyonlar yer almaktadir

(Jacobs ve ark, 2009).

Noronal aglarin degistirildigi ve kronik ndbetlerin olusumuna neden olan siireg

epileptogenez olarak adlandirilir ve ii¢ agsamayi icerdigi diisiiniilmektedir (Maguire, 2016).

1. Ik hasar, travmaya bagli beyin hasari, beyin enfeksiyonlari, inme ya da uzun siireli nobet
gibi epileptogenez siirecini baglatan etkendir.

2. Gizli donem, haftalarca ya da aylarca siiren, nobet goriilmeyen, hiicresel ve molekiiler
degisikliklerle néronal agin uyarilabilirliginin degistigi donemdir ve bu donem ilk hasar
ile ilk spontan ndbet arasinda gegen siireyi ifade eder.

3. Kronik epilepsi agamasi, kendiliginden ve tekrarlayan nobetlerin sergilendigi asamadir.
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Giliniimiizde, daha etkili antikonviilsan ilaglarin olmas1 ve epilepsi tiirlerinin g¢esitliligi
nedeniyle dogal epilepsi ilerlemesinin izlenmesi kolay degildir. Bu nedenle epileptogenez ve
anti-epileptojenik hedef tanimlamasinin yapilmasi da zordur (Maguire, 2016).

2.8.1. Status Epileptikus

Status epileptikus (SE), 30 dakikadan uzun siiren siirekli bir nobet ya da ikisi arasinda
bilincin tam olarak yerine gelmedigi iki veya ikiden fazla nobet olarak tanimlanir. SE
hastalarinin  yaklasik {icte birinde birinci basamak ilaglara direngli kalic1 ndbetler
olabildiginden genellikle ikinci basamak ilaglarla agresif yOnetimin saglanmasi gerekir.
SE'nin taninmasi ve tedavisinin erken baslatilmasi olduk¢a onemlidir (Cherian ve Thomas,
2009). SE, hayati tehlike olusturan acil bir durumdur, tedavisi gergeklestirilmezse ndbetlerin
sona ermemesine bagli olarak beyin hasar1 ve 6liim gergeklesebilir (DeLorenzo, 1992; Knake
ve ark, 2009). SE patofizyolojisi agikca aydinlatilamamakla birlikte, asir1 uyarict glutamatin
ndrotransmisyonu ve normal inhibitor GABA‘nin nérotransmisyon kaybimin en olasi

mekanizmalar oldugu diistiniilmektedir (Reddy ve Kuruba, 2013).

- Latent Periyot Kronik
ilk Epileptojenik sromik
Hasar Epilepsinin
Birkag ay veya y1l sonra Olusumu
Eksitotoksik apoptoz
1nﬂamasyon ve glial Yapisal ve fonksiyonel Tf:krarlayan spontan
reaksiyon, lastisite nobetler,
St Sinaptik proteinlerdeki pastiste, . Elektrografik nobet
atus Sinir agmin yeniden
Epileptikus post-translasyonel diizenlenmesi olaylari,
modifikasyonlar, Senkronize ak,tivi teve Hipokampal skleroz
Sinyallesme ve yapisal tkinlik Y Yosun lif
proteinler i¢in genlerin yatkinit filizlenmesi
transkripsiyonu

Sekil 7: Status epileptikusu takiben epileptogenezin altinda yatan patofizyolojik temeller.
Reddy ve Kuruba (2013)’ten modifiye edilmistir.

SE ile gerceklesen noronal hasar Sekil 7¢de tarif edildigi gibi bir¢ok sinyalleme olayini
aktif hale getirir ve ndron yapis1 ve fonksiyonu degistirilir. Latent donemde uzun siirede

gerceklesen sinaptik devrelerde yeniden diizenleme, ndrogenez, yosun lif ¢imlenmesi ve agiri
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derecede stabilite durumu goriiliir. Son olarak tekrarlayan spontan nobetler gecirilen doneme

gegilir (Reddy ve Kuruba, 2013).
SE' yi ya da siirekli nobetleri taklit eden deneysel modeller gelistirilmistir, bu
modellerin siniflandilmast Tablo 3’te gosterilmistir ve noéronal hasar ve epilepsi

mekanizmalarini anlamada yarar saglarlar (Reddy ve Kuruba, 2013).

Tablo 3: SE modellerinin smiflandirilmasi. Reddy ve Kuruba (2013)’ten modifiye edilmistir.

Smiflandirma Modeller

Elektrikli model Perforant yolak uyarimi, Kendini siirdiiren uyarim

Kimyasal modeller Kainik Asit, Pilokarpin, Lityum-Pilokarpin, Organofosfatlar

Termal modeller Hipertermi veya atesli nobetler, Beyin dilimlerinde yiiksek potasyum,

Beyin dilimlerinde 4- Aminopiridin, Organotipik dilim kiiltiirleri
In vitro modeller Beyin dilimlerinde diisiik magnezyum

Refrektér modelleri Lityum-Pilokarpin, Kainik Asit, DFP

SE, patofizyolojisi, karakterizasyonu ve terapotik miidahalelerin degerlendirilmesinin
saglanmasi i¢in kemirgenlerde kullanilan kimyasal modeller bulunur. Kainik asit, pilokarpin,
lityum-pilokarpin gibi ajanlar ile SE indiiklemesi gerceklestirilir. Kainik asit modeli en ¢ok

calisilan nobet modellerinden biridir (Reddy ve Kuruba, 2013).

2.9. Kainik Asit

Kainik asit (KA), [2-karboksi-4-(1-metiletenil)-3-pirrolidiasetik asit], glutamatin bir
analogudur ve norotoksisite olusturulmasinda glutamata gore otuz kat daha fazla etki
gostermektedir (Zhang ve Zhu, 2011; Sairazi ve ark, 2015). 1950'lerin baslarinda kirmizi
alglerden olan Digenea simpleks’ten izole edilmistir (Murakami ve ark, 1953). Sekil 8’de
molekiiler yapisi ifade edilen KA’nin molar kiitlesi 213.23 g/mol, molekiiler formiilii ise
C10H15N04 diir. Onceleri bagirsaktan solucanlari uzaklastirmak icin kullanilan antihelminth
bilesigi iken, sonraki ¢aligmalarda giiclii norotoksin oOzelligine sahip oldugu ortaya

cikarilmistir (Vincent ve Mulle, 2009). KA’ nin ortaya koydugu patolojik degisiklikler MSS'de
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ndrodejenerasyon ile birlikte goriilen patolojik etkilere benzediginden nérodejeneratif hastalik
temelinde yatan  eksitotoksisitenin  patogenezinin  anlagilmasinda model olarak
kullanilmaktadir (Zheng ve ark, 2011). KA, iGluR’lerinin kainat alt tipinin agonisti olarak

islev gostermektedir. (Sairazi ve ark, 2015)

OH
@]
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N
H @)

Sekil 8: KA’nin molekiiler yapisi. Zheng ve ark (2011)’den modifiye edilmistir.

KA, epileptojenik ve noreksitotoksik etkilerini, kainat reseptorlerini (KAR) uyararak
ortaya koyar. Bu reseptorlerin glutamata karsi yiiksek afiniteye sahip olmasi ve
hipokampiisun CA3 bolgesinde yliksek oranda bulunmalar1 hipokampiisu KA kaynakli
eksitotoksik hasara i¢in duyarli duruma getirir ve bu bdlge bazi epilepsi modellerinde ndbet
baslangi¢ bdlgesini olusturmaktadir. KA1 ve KA2 disindaki KAR alt birimleri KA’ nin uyarici
Ozelligine katki saglar (Lévesque ve Avoli, 2013). KAR’ler, noérodejeneratif modeller igin
glutamatin etkisinin taklit edilmesinin yani sira glutamat i¢in diger iyonotropik reseptorleri

ayirt etmek icin de kullanilmaktadir (Zheng ve ark, 2011).

2.9.1. Kainik Asitin Norodejeneratif Etki Mekanizmasi

KA, glutamat reseptorlerini agir1 uyarir, néronal membranda depolarizasyona neden
olur. Bunu takiben, hiicre icine Ca** iyonu akis1 goriiliir ve eksitotoksisite kaynakli birgok

ndronal olay tetiklenir (Sairazi ve ark, 2015).

KA’nin deneysel hayvan modellerindeki ¢alismalarda, KA uygulamasi nobet, oksidatif
stres, glial aktivasyon, ER stresi, inflamatuar mediatorlerin iiretimi, mitokondriyal
disfonksiyon gibi olaylara neden olmaktadir (Sairazi ve ark, 2015). KA uygulamasinin,
hipokampusun CA1 ve CA3 bdlgelerinde ve dentat gyrus hiliisiinde geri doniisiimii olmayan
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ndronal dejenerasyona neden oldugu bilinmektedir (Ben-Ari, 1985). Kemirgenlere KA
enjeksiyonu, limbik SE’ye yol acarak kemirgenlerde uzun siiren ve tekrarlayan nobetlere

sebep olmaktadir (Sairazi ve ark, 2015).

KA ile glutamat Lipid Peroksidasyonu
reseptorlerinin ve
asir1 uyarmmi Hiicre Membran Hasan

COX-2
Caz""[ w==3p  Proteazlar, Kinazlar,
/ l Niikleazlar,
K F osfolipazlar, ¥

i
& 'éﬁt-o kon(!l:ij*al T Y— ROS & RNS
ER stresi Disfonsiyon
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C.\Iitokondriyal faktorler Mitokondrival
Kaspaz-3 Sisme
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Sekil 9: KA aracili néronal 6liim mekanizmasi. Zhang ve Zhu (2011)’den modifiye edilmistir.

KA, Sekil 9°da gosterildigi gibi kainat reseptdrlerini uyarir ve hiicre icinde Ca®*
seviyesi ylikselir, bu yiikselis serbest radikal olusumunu uyarabilir (Sairazi ve ark, 2015). KA
ile glutamat reseptorlerinin asir1 uyarimi, oksidatif stres aracilar1 olan ROS’larin miktarinda
artisa sebep olur (Bruce ve Baudry, 1995). Oksidatif stres hiicre, membran ve DNA gibi
bir¢ok hiicresel yapida zarara neden olur. KA kaynakli, mitokondride goriilen fonksiyon
bozuklugu ile birlikte mitokondriyal faktorlerin serbest birakilmasi, kaspaz aktivasyonu ve
apoptotik aktivasyonundan sorumlu olan proteazlar1 tetiklemektedir (Sairazi ve ark, 2015).
Hiicre i¢i Ca®* miktarindaki artis, Ca®* iyonuna bagimli enzimlerin aktivasyonunu arttirir. KA,
ndronal apoptozda gorevli ER proteinleri Bip, Chop ve kaspaz-12'nin aktive olmasina neden
olur ve endoplazmik retikulumda ER stresine yol acar. Ca®* iyonunun asiri artiglr ve asiri
serbest radikal miktari, dogrudan mitokondriyal sigsme yaratarak ndronlarda nekroza sebep

olur (Zhang ve Zhu, 2011).
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Glial aktivasyon ve noroinflamasyonun nérodejenerasyonun gelisimine ve ilerlemesine
katkr sagladigi diisiiniilmektedir. Noronal yaralanma ile birlikte noronlar, glial hiicrelerle
etkilesime gecerler yani ndronlarin hayatta kalmasi glial hiicrelerin aktivitesi ile baglantilidir.
Glial hiicrelerin aktivasyonu KA uygulamasini takiben gdzlenen noronal dliim ile iligkilidir
(Chen ve ark, 2005; Zhang ve ark, 2007). Aktif glia hiicreleri interlokin-1 (IL-1) ve tiimor
nekroz faktori-alfa (TNF-o) gibi norodejenerasyona neden olan birgok inflamatuar
mediatdriin iiretimini gergeklestirir ve bu mediatorlerin ndrodejenrasyona katki sagladig:

disiiniilmektedir (Zhang ve ark, 2007; Lu ve ark, 2008).

2.9.2. Kainik Asit Modelinin Olumlu ve Olumsuz Ozellikleri

KA, insanlarda goriilen epilepsi ndbetlerine benzer, néronal hasarla baglantili, saglam
ve kalic1 nobetlere yol agmasi ve kullaniminin basit olmasi gibi olumlu 6zelliklere sahiptir.
Bu modelin sahip oldugu bir dezavantaj, farkli sus, cinsiyet, yas ve agirliktaki siganlarin
KA’ya kars1 farkli duyarlik sergilemeleridir Bu modelin sahip oldugu diger bir kisitlama,
KA'nin dogrudan nétr toksik etkiye sahip olmasidir ve bu dogrudan olusan noronal hasari,
ndbetin neden oldugu néron hasarindan aywrmayi zorlastirir (Ben-Ari ve ark, 1981; Rao ve

ark, 2006).

2.10. Sirtiiinler

Sessiz bilgi diizenleyicisi ad1 verilen ve hiicresel birgok siiregte rol oynayan Sir protein
ailesinden Sir2, 1984'te Saccharomyces cerevisiae'de kesfedilmistir ve yasam siiresi uzunlugu
ile Sir2 arasinda bir baglant1 oldugu disiiniilmiistiir (Kaeberlein ve ark, 1999). Sir2 ile ilgili
yapilan sonraki ¢alismalarda, C. elegans ve D. melanogaster iizerinde de yasam siiresinin
desteklenmesine olan etkilerinin benzer oldugu basariyla gosterilmistir. Yasam siiresi artis1 C.
Elegans 'ta iyi bir sekilde gozlenirken, D. melanogaster'de ise yasam siiresindeki artig kalori
kisitlamasi ile korele bir sekilde gozlenmistir. Bu durum D.melanogaster'da Sir2'nin yasam
sliresine olan etkisini tartigmali hale getirmistir (Yalcin G, 2018). Sir2 homologlart sirtiiinler

olarak adlandirilmistir.
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2.10.1. Sirtiiinlerin Enzim Aktiviteleri

Proteinlerin stabilitesinin saglanmasi, DNA tarafindan taninmalari, proteinlerle
kurduklar1 etkilesimler gibi birgok hiicresel fonksiyon protein asetilasyonu ile
diizenlenmektedir (Kouzarides, 2000). Proteinlerin deasetilasyon ve asetilasyonu, proteinlerin
translasyon sonrasindaki modifikasyonlarinin diizenlenmesinde dnemli mekanizmalardandir.
Post-translasyonel modifikasyonlarda histon ve histon olmayan proteinlerin lizin rezidiileri
iizerinde etkili olan histon deasetilazlar (HDAC'lar) ve histon asetiltransfreazlar (HAT'lar)
birbirlerine zit sekilde calismaktadir. HDAC'lar sinif 1, smif II ve smif III olmak {izere {i¢
temel sinifa ayrilmistir. Sif III HDAC'lar igerisinde Sir2 yer alir ve bir¢ok canlida
homologlarinin varligr bilinmektedir, bu homologlar sirtiiinler olarak isimlendirilir ve
sirtiiinlerin tiimiinde yiiksek oranda benzerlik gosteren 260 aminoasitlik katalitik bir bdlge

bulunmaktadir (North ve Verdin, 2004).

Sirtiiinler, protein deasetilaz enzimi aktivitelerinin disinda ADP-ribosil transferaz enzim
aktivitesi de gosterebilmektedir (Dang, 2014). Sirtiiinler, kofaktor olarak nikotinamid adenin
diniikleotidi (NAD") kullanirlar (Landry ve ark, 2000). Sekil 10’da gosterildigi gibi
proteinlerin deasetilasyonu sirasinda NAD™ bir kofaktor olarak kullanilarak, proteinlerin lizin
rezidiisiindeki asetil grubu ADP-riboz grubuna aktarilir ve proteinler deasetile edilir. Bu
reaksiyon sonucunda nikotinamid ve 2'-O-asetil-ADP-riboz salinimi gergeklestirilir.
Sirtliinlerden bazilar1 ise Sekil 11°da gosterildigi gibi ADP-ribozil grubunu lizinlere ekleyerek
ADP-ribozil transferazlar olarak da islev gosterirler ve bu aktivite sirasinda da nikotinamid

salinimi gozlenmektedir (Dang, 2014).
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Sekil 10: Sirtliinlerin deasetilasyon aktivitesi. Dang (2014)’ten modifiye edilmistir.
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Sekil 11: Sirtiiinlerin ADP-ribozil transferaz aktivitesi. Dang (2014)’ten modifiye edilmistir.

25



2.10.2. Memeli Sirtiiinleri

Memeli sirtiiinleri, sinif I ve II histon deasetilazlardan farkli olarak, yapisal protein,
metabolik enzim, histon proteinleri ve histon olmayan proteinleri substrat olarak kullanirlar
(Zhu ve ark, 2014). Memeli sirtliinlerinin hepsi i¢in deasetilaz aktivitesi bildirilmemis
olmasmma ragmen yedi tane memeli sirtiiini (Sirt1-7) bulunmaktadir. Memeli sirtiiinleri
hiicrede farkli yerlerde lokalize olurlar. Tablo 4’te yerlesimlerinin gosterildigi gibi bunlardan
Sirt1’e yiiksek oranda nukleusta rastlanilir, Sirt6 ve Sirt7 de niikleer sirtliinlerdir. Sirt2
sitoplazmada yer almasma ragmen bazen c¢ekirdek ve sitoplazma arasinda da yer
alabilmektedir (José ve ark, 2012). Sirt3, Sirt4, Sirt5 ise mitokondriyal sirtiiinlerdir (Michan
ve Sinclair, 2007).

Tablo 4: Sirtiiinlerin hiicresel yerlesimi. Michan ve Sinclair(2007); José M ve ark (2012)’den

modifiye edilmistir.

Memeli Sirtiiini Hiicresel Yerlesimi
Sirt1 Niikleus
Sirt2 Sitoplazma
Sirt3 Mitokondri
Sirt4 Mitokondri
Sirt5 Mitokondri
Sirt6 Niikleus
Sirt7 Niikleus

Sirtuinlerin enzimatik rollerinin agiklanmasindan sonra, yasam siiresini uzatma
kabiliyetlerinin, Kalori kisitlamasi (CR) ile benzerlik gosteren benzer yollara sahip oldugu
farkedilmistir. Fakat CR'de maya, sinek ve solucan sirtuinlerinin istlendikleri roller
tartigmalidir. Bununla beraber, memelilerdeki sirtuinlerin MSS, pankreas, karaciger, yag

dokusu ve iskelet kasinda ¢esitli fonksiyonlar1 oldugu bildirilmistir (Yalcin G, 2018).
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Tablo 5: Memeli sirtiiinlerinin hedef ve fonksiyonlari. McGuinness ve ark (2011)’den

modifiye edilmistir.

Sirtliin ~ Enzimatik Aktivite Substratlar/Hedefler Fonksiyon
Sirtl Deasetilaz pS3, FOXO, NF «B, MyoD, Glukoz metabolizmast,
Ku70, LXR, PPARY, p300, Tat, yag asidi ve kolesterol
PCAF, ERa , AR, SMAD7, metabolizmasi,
PCAF, p73, Sox9,HES1, farklilagsma, insiilin
PGCla , HEY2, NcoR /SMRT, sekresyonu ve
E2F1, RelA /p65 noroproteksiyon
Sirt2 Deasetilaz o- tubulin, FOXO Hiicre dongiisii kontroli,
tubulin deasetilasyonu
Sirt3 Deasetilaz AceCS2, GDH kompleksil ATP firetimi,
mitokondriyal
proteinlerin
deasetilasyonu ve yag
asidi oksidasyonunun
diizenlenmesi
Sirt4 ADP-Ribozil transferaz  GDH, IDE, ANT Insiilin sekresyonu
Sirt5 Deasetilaz CPS1 Ure dongiisii
Sirt6 Deasetilaz, NF-«B, Hifla , helikaz, DNA Telomerler ve telomerik
ADP-Ribozil transferaz ~ polimeraz f3 fonksiyonlar, DNA
onarimi
Sirt7 Deasetilaz RNA polimeraz tip I, E1A, RNA polimeraz I
SMAD6 transkripsiyonu

Tablo 5’ te hedefleri ve fonsiyonlar1 verilen sirtiiinlerin etkileri asagida aciklanmaktadir.

Sirtl, Sir2'nin en yakin memeli homologu olup lizerinde en fazla ¢alisma yapilan

memeli sirtiiinidir. Kalori kisitlamas1 calismalarinda beslenme durumuna bagl olarak

diizenlendigi bildirilmistir (José ve ark, 2012). Sirtl asir1 ekspresyonu P53 gibi tiimor

baskilayan genleri deasetile ederek, tiimor olusumunu destekler (McGuinness ve ark, 2011).

P53"in Sirtl ile deasetile edilmesi sonucunda oksidadif stres ve DNA hasar1 olusumundan

sonra devreye girmesi gereken apoptoz mekanizmasinin ¢alismasinda azalma gozlenmektedir.

Sirtl, PGCla'y1 deasetile ederek aktif hale getiririr ve bu yolla mitokondri aktivasyonunu ve
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biyogenezini diizenler. FOXO transkripsiyon faktorleri Sirtl asetilasyonu ile diizenlenir ve
bunun metabolizma ve strese verilen yanitta segici yOnlendirmede gorev aldigi
diisiiniilmektedir. Insiilin sinyallemesinin inhibe olmasi durumda, Sirtl aktif olarak
niikkleustan sitoplazmaya ge¢mektedir. Ayni zamanda Sirtl'in kanserlerde ve apoptoz
mekanizmalarinda yer aldigina dair bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Sirtl'in belirlenen yeni
islevleri arasinda, bir¢ok norodejeneratif hastaliga karst noroproteksiyon, karacigerde
rejenerasyon, kok hiicrelerin farklilagmasi, hiicrenin kaderinin belirlenmesi gibi birgok
biyolojik olayda rol aldigi belirlenmistir (Dang, 2014). Sirtl, DNA-onarim faktorii olan
Ku70'in ve Bax-aracili apoptoz inhibitoriinii etkisiz hale getirerek hiicre sagkalimi tizerinde

etki gostermektedir (Michan ve Sinclair, 2007).

Sirt2, tubulini deasetile eder ve iskelet kasi farklilagsmasinin diizenlenmesinde
gorevlidir. Yaslanma sonucu MSS'de Sirt2'nin ndronlarda birikim gosterdigi bilinmektedir
(Dang, 2014). Sirt2, Schwann hiicre polaritesi ve miyelin diizeneginin diizenleyicisi olan Par-
3'i deasetile eder ve bu diizenlemede 6nemli bir role sahip oldugu diisiiniilmektedir. Sirt2,
Adipositlerde, FOXO1 ve PCGla'y1 deasetile ederek metabolizmay1 diizenlemektedir (Dang,
2014). Insan meme kanseri ve hepatoselliiler karsinom dokularida Sirt2 seviyelerinde diisiis
goriilmektedir. Sirt2’nin, beyinde goriilen ve glioma olarak adlandirilan tiimérleri baskiladigi
One sliriilmiistiir. Sirt2 hiicre dongiisiiyle yakindan iligkilidir ve DNA hasarindan sonra

dongiiyli diizenleyebilir (Michan ve Sinclair, 2007).

Sirt3, yag asidi oksidasyonu yolaginda, uzun zincirli asetil-CoA dehidrogenazin
(LCAD) deasetile edilmesini saglar. Sirt3, TCA dongiisiinde yer alan enzimlerden, izositrat
dehidrojenaz (IDH2) ve glutamat dehidrojenazin (GDH), deasetilasyonunu saglar. Bununla
birlikte Sirt3, oksidatif fosforilasyondaki elektron tasima zincirinin her basamaginda yer alan
bilesenlerin etkisini kaybetmesine neden olur (Jing ve ark, 2011). Asetil-CoA {iretimi i¢in
gerekli AceCS2, SIRT3 ile deasetilasyona ugrar. Ayrica SIRT3, mitokondriyal antioksidan
olan SOD2'yi deasetile eder ve aktivasyonu ile oksidatif strese kars1 korumada rol oynar (Bell

ve Guarente, 2011).

Sirt4, GDH'1 hedef alan ADP ribosilazdir, pankreastaki GDH'yi inhibe ederek glutamat
metabolizmasinin kontroliinde gorev alir. Glutamatin beyinde yiiksek oranda bulunan bir
norotransmitter oldugu diisliniildiiglinde Sirt4'iin noronal uyarilar ve eksitotoksisite sirasinda

gozlenen artan glutamat seviyesine cevap verebilmeyi diizenleyecegi diisiiniilebilir (Michan
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ve Sinclair, 2007). Sirt4, karaciger ve kasta bulunan hiicrelerde yag asidinin oksidasyonunu

olumsuz bir sekilde diizenlemektedir (Laurent ve ark, 2013b).

Sirt5, proteinlerden malonil veya siiksinil gruplarini ¢ikarmak icin karbamoil fosfat

sentetaz (CPS1) '1 hedef alir (Dang, 2014).

Sirt6, genom stabilitesi ve telomer fonksiyonu korumasi i¢in histon H3K9 ve H3K56'y1
deasetilasyona ugratir. Ayni zamanda Sirt6 oksidatif stres altinda DNA onarimini
desteklemek icin PARP1 fonksiyonunu uyarmaktadir (Dang, 2014). Sirt6, DNA tamirinde ve
oksidatif strese cevapta genomik stabilitenin korunmasinda énemli bir rol oynar (José ve ark,

2012).

Sirt7 aktif halde bulunan rRNA genleri ile ilgilidir, transkripsiyonu diizenler ve RNA
polimeraz I ve II ‘ye bagli transkripsiyonel islemlerde ¢esitli faktorlerle etkilesime girer (José

ve ark, 2012).

2.10.3. Sirt4

Sirt4, deasetilaz ve ADP-ribosilaz etkinligi gosteren ve mitokondride yerlesik halde
bulunan memelilere ait bir sirtliindir (Fernandez-Marcos ve Serrano, 2013). Sirt4’in ADP-
ribosilaz aktivitesi ile insiilin sekresyonunun diizenlenmesinde yer aldigi ve GDH’1 araci
olarak kullanarak glutamin metabolizmasini diizenledigi bilinmektedir (Ho ve ark, 2013).
Sirt4 ekspresyonu insiilin iiretimi gerceklestiren B hiicrelerinin disinda, bobrek, karaciger,
cizgili kas, testis ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinin de i¢inde bulundugu bir¢ok hiicre tipinde
goriilmektedir (Zhu ve ark, 2014). Sirt4, diger dokulara kiyasla beyin ve karacigerde yiiksek
ekspresyon seviyesi gdstermektedir (Haigis ve ark, 2006).

Lipit homeostazinda malonil-CoA dekarboksilaz (MCD), malonil-CoA’y1 asetil-
CoA’ya cevirirken, asetil-CoA karboksilaz (ACC) tam tersi islev gosterir ve bu enzimler
birlikte malonil-CoA seviyesini diizenlemektedir. Malonil-CoA seviyesi ve organizmanin
beslenme durumu sik1 baglantilidir. Beslenme bollugunda malonil-CoA diizeyi artis gosterir,
yag sentezi arttirilirken yag oksidasyonu azaltilir. A¢lik durumunda ise malonil-CoA seviyesi

diiser ve mitokondriye taginan yag asitleri -oksidasyona ugratilir. Sirt4 gen ifadesi, beslenme

29



bollugunda MCD’yi baskilar ve bu yolla lipit homeostazini diizenler. Sirt4, nakavt farelerde
lipit metabolizmasinda yag asidi oksidasyonunun artmasi ile egzersiz gibi enerji gerektiren
miicadelelerde %20 daha fazla calisma siiresi kaydedildigi bildirilmis olup, bu farelerde
yiiksek yag iceren diyetlerde yag oksidasyonu obeziteye karsi koruma sagladigi calismalarla
desteklenmistir (Laurent ve ark, 2013b).

Sirt4 ile hepatositlerde yag oksidasyonunu diizenleyen PPARa arasinda sinyal
baglantist oldugu, Sirt4 ekspresyonunun PPAR« aktivitesini baskiladigi bildirilmistir (Laurent
ve ark, 2013a).

Sirt4, hiicrede ATP seviyesini diizenler, hiicrede Sirt4 ekspresyon seviyesi ile ATP
seviyesi korelasyon gosterirken solunum ile negatif korelasyon gostermektedir. Mitokondride
enerji homeostazinda ANT’ler, ADP ve ATP'nin zit yonlii taginmasini saglarlar ve asilasyon
sonrasinda mitokondri zarmi aymrirlar. Sirtd, ANT2’yi deasetile ettigi zaman mitokondri
zarlar1 birlestirilir, oksidatif fosforilasyon verimi azalir ve mitokondriyal solunum sistemi

diizenlenir (Ho ve ark, 2013).
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Sekil 12: Sirt4 varliginda mitokondri ve niikleus arasindaki sinyallesme. Ho ve ark (2013)’ten

modifiye edilmistir.
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Sekil 13: Sirt4 yoklugunda mitokondri ve niikleus arasindaki sinyallesme. Ho ve ark

(2013)’ten modifiye edilmistir.

Sekil 12°de gosterildigi gibi Sirt4-ANT?2 etkilesimi, mitokondriden niikleusa uzanan bir
sinyallesme ile enerji dengesini diizenler ve hiicrede ATP dengesinin saglanmasi ig¢in
gereklidir. Hiicresel enerji sensorii gorevi tistlenen AMPK, AMP ile aktive edilir ve yag asidi
oksidasyonunun artmasi i¢in AMPK'nin fosforilasyonla aktive olmasi gerekir. AMPK’nin
gorevi, ACC’nin fosforile olmasini saglayarak malonil-CoA diizeyinin diismesine neden
olmaktrr (Ho ve ark, 2013). B-oksidasyonu i¢in, yag asitlerinin i¢ ve dig mitokondriyal
membranlardan geg¢mesi gerekir ve bu tepkime, malonil-CoA ile inhibe edilen karnitin
palmitoiltransferaz 1 (CPT1) enzimi ile katalize edilir (Laurent ve ark, 2013b). Sirt4
ekspresyonuna bagli ATP artis, AMPK fosforillenmesini azaltarak AMPK aktivitesini

diistirtir, ACC ve PGCla islevlerini sinyallesme yoluyla diizenler.

Sirt4 eksikliginde, Sekil 13°te gosterildigi gibi ANT2'ye bagli ayrilma sonucunda, hiicre
icerisinde ATP diislisii goriiliir ve bunu takiben AMPK aktive edilir. AMPK aktivasyonu,

sitozolde malonil-CoA seviyesini azaltir ve mitokondriyal yag asidi alimmi arttran ACC'nin
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fosforile olmasina neden olur. Sirt4 yoklugunda AMPK aktivasyonu, PGCla'nin ifadesini ve
B-oksidasyon ve mitokondriyal biyogenezde yer alan genlerin ifadesini arttirir. Boylelikle bu
feedback dongiisii, acliga karst verilen yanitta yag asidi oksidasyon genlerinin

transkripsiyonunun aktivasyonunda bir gen olan PGCla'y1 da diizenlemektedir.

Sirt4 ekspresyonu ile ERRa, CPT1b ve MCAD gibi yag asidi oksidasyon genlerinin
ekspresyon seviyelerinin ve niikleusta kodlanan PGCla, ERRa, TFAM, NRFI1 ve Cyt.C gibi
transkripsiyonu ile mitokondriyal kiitleyi diizenleyen genlerin mRNA seviyelerinin zit
seyrettigi bildirilmistir. Boylece Sirt4iin, ANT2-AMPK-PGCla araciligiyla mitokondriyal
biyogenez genlerini de kontrol ettigi bildirilmistir (Ho ve ark, 2013).

DNA hasar1 tepki mekanizmasi (DDR), DNA hasar1 sonucunda genomik biitiinliigiin
saglanmas1 i¢in ortaya c¢ikar. Bilinmeyen bir sekilde DDR mitokondride Sirt4
transkripsiyonunu meydana getirir. Sirt4, GDH’1 inhibe eder ve glutaminin o-ketoglutarata
dontstiiriilmesini durdurur. o-ketoglutarat azalisi, TCA (Trikarboksilik asit) dongiisiiniin
anaplerotik destegini durdurur ve anapleroz durmasmin DNA tamiri ile sonuc¢landigi
bildirilmistir. DNA hasar1 sonrasinda Sirt4'iin hiicrede mRNA seviyesinin bu konuda iizerine
daha fazla ¢aligma yapilmis olan Sirt1 ve Sirt3'e kiyasla daha fazla arttig1 gosterilmistir. DNA
hasar1 sonrasinda Sirt4 yoklugunda, hiicre dongiisii devam ettiginde DNA onariminin
geciktigi ve kromozomal anaploidiler olustugu bildirilmistir (Fernandez-Marcos ve Serrano,

2013).

Glutamin metabolizmas1 memeli hiicrelerinde hiicre bdliinmesinde protein ve
niikleotidler i¢in azot kaynagi olusturmak, mitokondriyal anaplerozun gerceklesmesine neden
olmak gibi bircok yolakta etkilidir. Glutamin, glutamat dehidrojenaz  veya
aminotransferazlarin yardimiyla TCA dongiisii ara maddesi a-ketoglutarata doniistiiriilebilir.
Bu doniisiim, TCA dongiisiine karbon saglar ve hiicrelerde amonyagin biiyiik bir kismi bu

metabolizma sonucunda olusturulur (Jeong ve ark, 2013).

Glikoz yoklugunda hiicre yasaminin siirdiiriilebilmesi i¢in mitokondride glutaminin
yikilmasi, TCA dongiislinii devam ettirmektedir. Kanser hiicreleri i¢in glikoz yoklugunda
glutamin enerji kaynagi i¢in alternatiftir. Bu nedenle, glutamin metabolizmast timdr
hiicrelerinde kritik bir 6neme sahiptir. Sirt4 ekspresyonu glutamin metabolizmasini ve timor

hiicrelerinin proliferasyonu baskilanmaktadir (Jeong ve ark, 2013). Sirt4 araciligi ile
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gerceklesen glutamin anapleroz inhibisyonunun tiimor gelisimini baskiladigi, Sirt4 eksikligi
olan farelerde akciger tiimorii insidansinda artig gozlendigi bildirilmistir (Fernandez-Marcos
ve Serrano, 2013). Hiicre modellerinde yapilan ¢aligmalar disinda in-vivo ¢aligmalarda mide,
mesane, meme, l6semi, kiiclik hiicreli akciger kanseri gibi kanser ¢esitlerinin ortak noktasinda
Sirt4 mRNA seviyelerinde azalma goriilmesi, Sirt4’iin insan kanserlerinde de tiimor
baskilayici roliinliin olduguna isaret etmektedir. Ayrica, Sirt4 kaybi, yasam boyu timor

insidansinda artis gériilmesine neden olmaktadir (Jeong ve ark, 2013).

2.11. N2A Hiicre Hatti ve Noroblastomanin Tanimlanmasi

Public Health England internet sayfas1 2019 verilerine gére, N2A hiicre hatt1 Neuro 2a
olarak adlandirilir, bir albino soy A faresinde spontan bir tiimorden tiiretilmistir. Bu hiicre
hattindaki hiicreler, sinir hiicrelerinde aksoplazmik akis saglayan kasilma sisteminde bir rol
oynadigma inanilan mikrotubiiler bir protein iiretir ve fare sinir dokusundan tretilmistir. N2A

hiicre hatt1 beyin hastaliklar1 i¢in hiicre modeli olarak uzun yillardir kullanilmaktadir.

Noroblastoma, fetal donemde ya da dogum sonrasinda ortaya c¢ikan sempatik sinir
sisteminin embriyonik bir tiimériidiir. Cocukluk doneminde en ¢ok rastlanan ekstrakranial
malignite ve bebeklerde ise en cok gozlenen malign tiimordiir ve 15 yasidan kiigiik
hastalarda rastlanan malignitenin neredeyse %@8’ini temsil etmektedir. Genelde sporadik
olarak ortaya ¢ikar. Timorlerin goriildikleri yerler sikliklarina gore, adrenal bez,
retroperitondaki paraspinal gangliyonlar, mediasten, boyun ve pelvis seklinde siralanabilir

(Davidoff, 2012; Kembhavi ve ark, 2015).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg
3.1.1. Cihazlar

Caligmada ,s1v1 azot tanki (-196 °C), sicak su banyosu (Memmert), inkiibatér (Nuaire),
buz cihazi (Ugur buzal.60), santrifiij (Hettich zentrifugen), -80°C buz dolab1 (Nuaire), hiicre
sayim cihazi (invitrogen countess™™), 1s1 blogu (Lab companion), invert mikroskop (Olympos
CK40), ultra saf su cihazi (Millipore), spektrofotometre (Thermo fisher scientific),
calkalamali inkiibator, masa iistii santrifiij (Hettich zentrifugen mikkro20), sogutmali santrifiij
(eppendorf centrifuge 5415 R), vorteks (Isolab), nanodrop (Thermo Fisher Scientific), hiicre
kiiltiir kabini (Logic* purifier,biosafety cabinet), distile su cihaz1 (Niive), ¢alkalayict (IKA® *®
130), hassas terazi (Scaltec SBC31), pH metre (Mettler toledo), otoklav (Hirayama), western
blot seti (yliriitme, transfer tanki, giic kaynagi, Biorad), UV gériintileme cihazi1 (G:BOX
SYNGENE), liiminometre (Thermo fisher scientific)kullanilmistir.

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

N2A hiicre hatt1 (ECACC), MEM with Earle’s Salts with L-Glutamine (MEM, 500 ml,
Capricorn), Fetal Bovine Serum (FBS, 500 ml, Capricorn), L-Glutamine Solition (200 mM,
100 ml, Capricorn), Penisilin/Streptomisin (100x, 100 ml, Capricorn), Sodyum piriivat
(Capricorn), 50 ml’lik steril falkon (Axygen), Tek kullanimlik steril pipet (10 ml, Costar),
Tek kullanimlik steril pipet (5 ml, Biologix), 10 cm®’lik petri kabi (SPL Life Sciences),
Etanol (Merck Millipore Emsure), Pastor pipeti (VWR), Dulbecco’s PBS (1x, Capricorn),
Tripsin-EDTA (% 0,05, Capricorn), Dimetil Siilfoksit (DMSO, Merck), 15 ml’lik falkon
(Axygen), 6 well plate (Biologix), Dondurma tiipii (Isolab), Enjektor filtresi (Isolab), 10 ml

sirmga  (BD-Luer-Lok™

Tip), Mikro santrifiij tiipli (Tarsons), Hiicre sayim slayti
(CountessTM), Tripan mavisi (Invitrogen), Kainik asit (Sigma), MTT testi kiti (Biotum), 96
well plate (Biologix), Kanamisin (Santa Cruz Biotechnology), Sirt4 plazmidi (Origene),

Plazmit DNA izolasyon kiti (WizBio-WizPrep'™), RNase icermeyen su (GeneAll),
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Lipofektamin (Invitrogen), RIPA Lizis Tamponu (VWR), Proteaz ve fosfataz inhibitorii (1
ml, 100x, MedChem Express), 1 ml’lik steril enjektor (Beybi), Protein Quantitation Kit
(Bradford testi, Abcam), Tris Hidrokrolid (Sigma), Sodyum Kloriir (Merck Millipore
Emsure), Tween 20 (Sigma), Tris Base (Tris(hidroksimetil)aminometan) (1000g, Nzytech),
Glisin (1000g, Nzytech), Metanol (LiChrosolv® Merck Millipore), SDS (Sodyum Dodesil
Siilfat) (BioShop), Yagsiz siit tozu (Pimnar), f-Merkaptoetanol (250 ml, Merck Millipore), Tris
(Sigma), Ponceau S (Sigma), SDS-Page for Loading Dye (5x-1ml, Nzytech), SDS-Page jeli
(Biorad), Whatman Kagidi1 (Filtre kagidi, Whatman®), Membran (Whatman®), Marker
(SeeBlue® Plus2-Stained Protein Standart), Yeast ekstract (Sigma), Tripton (Tryptone,
ChemCruz), Glutamat Assay (Promega), Sirt4 antikoru (Elabscience), Tubulin antikoru
(Elabscience),  Anti-Rabbit IgG-HRP  2.Antikor  (Elabscience), ECL (Novex®

Chemiluminescent Substrat - Invitrogen)

3.1.3. Deney Diizeneginin Hazirlanmasi

Yapilan caligmada hiicresel modellendirme i¢in N2A hiicreleri kullanildi. Bu hiicrelerde
kainik asit muamelesi yapildi ve eksitotoksisitenin etkisinin 6lgiilmesi igin MTT hiicre
canlilik testi uygulandi. Hiicre sagkalimimda anlamli bir diisiis gordiigiimiiz konsantrasyon
calisma konsantrasyonu olarak sec¢ildi. N2A hiicrelerinde transfeksiyon yontemiyle Sirt4
ifadesinin arttirilmasi saglandi. Daha sonra Sirt4 proteinin miktar1 western blot ile kontrol

edilerek Sirt4 ifade artis1 dogrulandi.

Kontrol N2A hiicresi: C
Kainik asit ile muamele edilmis N2A hiicresi: C+KA

Sirt4 ifadesi transfeksiyon ile arttirilmig N2 A hiicresi: T

O

Sirt4 ifadesi transfeksiyon ile arttirilmis ve kainik asit ile mumele edilmis N2A

hiicresi: T+KA

Bu dort grup deney hiicresinde Sirt4 protein ifadesi artiginin, kainik asitin yol agtigi
eksitotoksisite sonucu olusan hiicre Olimiine olan etkisini aragtirmak i¢cin MTT yapild:.
Ayrica bu dort grup hiicrede, eksitotoksisite olusumunu goézlemlemek ve besiyerindeki

glutamat miktarini 6lgmek amaciyla glutamat assay yapildi.

35



3.2. Yontem
3.2.1. Hiicre Kiiltiirii Uygulamalan
3.2.1.1. Besiyeri Hazirlama

Kullanilacak olan N2A hiicre hattina uygun tamamlanmis (complete) MEM besiyeri
%10 FBS (Fetal Bovine Serum), %1 penisilin/streptomisin, %1 sodyum piruvat ve 15 ml L-
glutamin igermektedir. Buna tarife uygun olacak sekilde hiicre kiiltlirii ortaminda, 500 ml
olarak temin edilen MEM besiyerinin icerisinden 75 ml besiyeri ¢ikarildi, kalan 425 ml MEM
besiyeri tizerine 50 ml FBS, 5 ml penisilin/streptomisin, 5 ml sodyum piriivat ve 15 ml L-

glutamin eklendi ve toplam hacim 500 ml’ye tamamlandu.

3.2.1.2. Hiicre Cozme

ECACC’den temin edilen N2A hiicre hattinin bu basamakta sivi azottan ¢ikarilarak,
yapilacak olan caligmalar i¢in kiiltiir ortam1 ve prosediirlerine uygun bir bigimde ¢6ziilmesi

amaclanmustir.

N2A hiicre hatt1 ¢cozme basamagindan dnce sicak su banyosu 37 °C’ye getirildi. Bu
hiicre hattina uygun olarak hazirlanan tamamlanmigs MEM besiyeri sicak su banyosunda 10-
15 dakika kadar isitildi. Sivi azot tanki (-196 °C) igerisinden 1 ml’lik dondurma tiiplerinde
muhafaza edilen hiicreler ¢ikarildi ve sterilizasyona dikkat edilerek 37 °C olan sicak su
banyosunda eritildi. Kiiltiir kabininin igerisine ¢dziilecek olan hiicre sayis1 kadar 10 cm?’lik
petri kab1 ¢ikarildi. Petri kablarinin i¢lerine 9 ml tamamlanmis MEM besiyeri, besiyerinin
iizerine ise 1 ml hacminde olan ¢dzililmiis hiicre hatt1 eklendi. Cozdiiriilen hiicrenin petriye
esit sekilde dagitilmasi sagland1 ve dagilimlar1 invert mikroskopta kontrol edildi. Hiicreler
petri kabina tutunabilmeleri ve konfluent hale gelebilmeleri i¢in 37 °C olan ve %5 CO, oranini
saglayan inkiibatore 24 saatlik bir siire i¢in kaldirildi. Bu siire sonunda daima, hiicrelerin ilk
kontrollerinde dondurma besiyeri igerisinde yer alan DMSO (Dimetil siilfoksit)’dan
arindirilmasi i¢in tiim besiyeri ¢ekilerek hiicreler PBS (Fosfat tamponlu salin) ile yikanda,

lizerlerine 10 ml taze besiyeri eklendi ve tekrar inkiibatore kaldirildi. Hiicreler mikroskopta
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kontrol edildiklerinde eger petri yiizeyinde %70-80 arasinda doluluk gosteriyorlarsa 10

cm”’lik petri kablarina pasajlandu.

3.2.1.3. Hiicre Besiyerlerinin Degistirilmesi

Hiicreler mikroskopta incelendiginde tam konfluent halde degillerse besiyeri degisimi
yapildi. Besiyeri degisimi yapilirken eski besiyerinin tamami ¢ekilerek uzaklastirildi, yerine
onceden 37 °C’lik sicak su banyosunda isitilmis olan 10 ml tamamlanmis MEM besiyeri
hiicrelerin kalkmamasina dikkat edilerek birakildi ve hiicreler besiyeri degisiminden sonra

tekrar inkiibatore kaldirildi.

3.2.1.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicre ¢6zme isleminden sonra, her giin mikroskop altinda hiicreler morfolojileri,
sayilar1 agisindan kontrol edildi ve besiyerini ¢abuk tiikettiklerinden her giin besiyeri degisimi
yapildi. Hiicreler petri kabindaki yogunluklarma gore 2-3 giinde bir pasajlandi. Hiicrelerin
yogunlugu %70-80 oranma geldiginde pasajlama icin steril PBS ve tamamlanmis MEM
besiyeri 37 °C olan sicak su banyosunda isitildi. Pasajlanacak hiicrelerin petrileri
inkiibatorden cikarilarak kabin icerisine alindi. Hiicrelerin iizerinde bulunan eski besiyeri
cekilerek uzaklastirildi. Hiicreler tripsin-EDTA etkinliginin azalmasina engel olmak i¢in 5 ml
PBS ile yikandi. PBS de hiicreler {izerinden ¢ekilerek uzaklastirildi ve hiicrelerin tizerine 1 ml
%0.05’1ik tripsin-EDTA soliisyonu eklendi ve hiicreler 2-3 dakikalik bir siire i¢in tekrar
inkiibatore kaldirildi. Tripsin uygulamasi ile hiicrelerin birbirleriyle ve yiizeyle olan baglantisi
koparild1 ve bu durum mikroskopta kontrol edildi. Yeni iki adet 10 cm®’lik petri kab1 kabin
icerisine alindi ve iclerine 5’er ml taze tamamlanmis MEM besiyeri eklendi. Hiicreler ile
birlikte 1 ml tripsin-EDTA bulunan petrinin {izerine 9 ml taze tamamlanmis MEM besiyeri
eklendi ve hiicreler pipetaj yapilarak toplandi. Pipetaj sonrasinda 9 ml besiyeri ve 1 ml tripsin-
EDTA bulunan karisim i¢lerinde 5’er ml tamamlanmis MEM besiyeri bulunan yeni petrilere

esit sekilde paylastirildi. Bu islem sonunda hiicreler yeniden inkiibatore kaldirildi.
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3.2.1.5. Dondurma Besiyerinin Hazirlanmasi

Dondurma besiyeri her hiicre dondurma isleminin O6ncesinde taze olarak hazirlandi.
Dondurulacak her bir petri icin 1 ml dondurma besiyeri kullanildi ve dondurulacak petri
sayisina gore kullanim oncesinde filtreden gegirilecegi sirada kayip olacag diisiliniilerek biraz
fazla hazirlandi. Bu besiyerinin %20’si FBS (Fetal Sigir Serumu), %10u DMSO ve %70’
icerisinde FBS, penisilin/streptomisin, L-glutamin ve sodyum piirivat bulunmayan MEM
besiyerinden olusacak sekilde hazirlandi. Besiyeri hazirlandiktan sonra filtreden gecirildi, buz

iizerinde kullanim asamasina kadar bekletildi

3.2.1.6. Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicreler pasajlama siirecinde iken bir kismi sonraki ¢aligmalarda kullanilmak iizere
miimkiin oldugunca diisiik pasaj numaralarinda, genetik degisiklige ugramalarina izin

verilmeden dondurularak saklandi.

Hiicrelerin dondurulmasi1 basamaginda oncelikle yukarida anlatildigi gibi dondurma
besiyeri hazirland1 ve kullanim asamasina kadar buz iizerine birakildi. Dondurulacak olan
petrilerdeki hiicreler, inkiibatérden ¢ikarilarak mikroskopta canlilik ve yogunluk agisindan
incelendi. Daha sonra petriler kiiltiir kabini icerisine alind1 ve lizerlerindeki besiyerinin
tamamu cekilerek uzaklastirildi. Petriye 5 ml PBS, eklendi. Hiicrelerin PBS ile yikanmasi ve
besiyerinden tamamen kurtulmasi saglandiktan sonra, PBS’in tamamu ¢ekilerek uzaklastirildi.
Tripsin-EDTA soliisyonundan her petriye 1 ml eklendi ve petriler 2-3 dakika i¢in inkiibatorde
bekletildi, ardindan hiicreler mikroskopta kontrol edildi. I¢inde 1 ml tripsin-EDTA bulunan
petrilerden hiicreler 7-8 ml besiyeri ile toplandi ve 15 ml’lik falkon tiipe aktarildi. Falkondaki
hiicreler 4 °C/1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant kisim
atildi, pellet kismi ise 2 dakika kadar buz iizerinde bekletildi. Hazirlanan dondurma besiyeri,
pellet iizerine eklendi ve pelletin dondurma besiyerinde homojen olarak dagilmasi i¢in pipetaj
yapildi. Sonraki asamada bu hiicreler, muhafaza edilecekleri kadar dondurma tiipiine 1 ml
hacim icerecek sekilde aktarildi ve buz igerisine birakildi. Buzdan alinan hiicreler -20 °C’de
20 dakika, -80 °C’de 3-4 saat ve -196 °C’de kullanilana kadar olacak sekilde kademeli bir

sicaklik kaybina maruz birakildi.
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3.2.1.7. Hiicrelerin Sayilmasi ve Hiicre Canhhgi

Pasajlama esnasinda toplanan hiicrelerden, hiicre kiiltiiriinde kullanilmak tizere steril
hale getirilmis olan ependorf tiip i¢ine 50 pl alind1 ve {izerine ayni miktarda tripan mavisi
boyasi eklenerek pipetaj ile karistirildi. (Hiicre sayim cihazinin prosediiriine uygun olacak
sekilde 1:1 dillisyon saglandi.) Hazirlanan karistmdan 10 pl alinarak hiicre sayim cihazina
uygun olan lamdaki kuyucuga yiiklendi. Cihaz araciligiyla 1 ml’de tripan mavisi boyay1 alan
(6lii), almayan (yasayan) ve toplam hiicre sayis1 hesaplandi. Sayim ii¢ kez tekrarlanarak bu

tekrarlarin ortalamasi referans alindu.

3.2.1.8. Kainik Asitin Konsantre Edilmesi ve Uygulama I¢in Kullanilacak Dozlarin

Hazirlamigi

Kainik asit, toz kristal formda temin edilen toksik bir ajandir. Satin alinan firmadan 25
mg hacminde ve hiicre kiiltiiriinde kullanima uygun bi¢cimde temin edildi. Deney
modellemesine uygun mol ve molariteler hesaplandiktan sonra 25 mg kainik asit 2 ml ultra
saf suda ¢oziilerek ana stok 58,62 mM olarak hazirlandi. Ana stoktan 10 mM ve 500 uM’lik
ara stoklar MTT Assay’de kullanilmak i¢in kiiltiir ortaminda hazirlandi. 10 mM’lik ara stogun
hazirlanmasi i¢in ana stoktan 170,6 ul kainik asit alind1 ve 829,4 ul ultra saf su ile pipetaj
yapilarak homojen bir sekilde ependorf tiipte hazirlandi. 500 uM ara stogun hazirlanmasi i¢in
ana stoktan 8,6 pl kainik asit alind1 ve 991,4 ul ultra saf su ile ependorf tiipte pipetaj yapilarak

homojen bi¢imde hazirland1.

3.2.1.9. MTT (Metiltiazol difenil tetrazolyum) Assay Testi ve Testte Uygulanacak Kainik

Asit Dozlarimin Belirlenmesi

MTT testi hiicrelerin mitokondriyal aktivitesine dayanan canlilik testi olarak da bilinir.
MTT soliisyonunda bulunan tetrazolyum tuzlar1 mitokondriyal aktivitenin gergeklesmesini
saglayan dehidrojeneaz enzimi ile formazana doniistiiriilerek mor renk vermektedir. Bu test,
calismada kainik asite maruz kalmayan ve farkli dozlarda kainik asite maruz kalan hiicrelerde

canliligin kiyaslanmasi i¢in kullanildi.
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10 cm®lik petrilerde yetistirilen N2A hiicrelerinin %70-80 yogunluga erismesi icin
beklenildi. Gerekli yogunluga ulasan hiicreler iizerinden tiim besiyeri ¢ekilerek uzaklastirildi
ve 5 ml PBS ile hiicreler yikandi. PBS ¢ekilerek uzaklastirildi ve petri kabindaki hiicrelere 1
ml tripsin-EDTA uygulanarak 2-3 dakika boyunca hiicreler inkiibatérde bekletildi. Durumlar1
mikroskopta kontrol edildi. Petri kabinda bulunan hiicreler ve 1 ml tripsin-EDTA, 19 ml
tamamlanmis MEM besiyeri ile toplamda 20 ml olacak sekilde bir falkon tiipte toplandi.
Hiicrelerin esit bir sekilde dagilmasmi saglamak igin yavasca pipetaj yapildi. Hazirlanan
hiicre soliisyonundan 50 pl bir ependorf tiip icerisine alind1 ve lizerine 50 pl tripan mavisi
boyas1 eklendi ve pipetaj yardimiyla karistirildi. (Hiicre sayim cihazinin prosediiriine uygun
1:1 seyreltme uygulandi.) Karisimdan 10 pl alinarak hiicre sayim cihazinin lamina yiiklendi
ve 3 kere hiicre sayimi yapildi. Bu sayimlarin ortalamasi alindi1 ve cihaz 1 ml’deki hiicre
canliligimi olctiigiinden 1 pl’deki deger hesaplandi. 96 well plate’e kuyucuk basina 5000
hiicre ekmek istedigimiz icin [5000/1 pl’deki deger] formiiliiyle hiicre soliisyonundan
alinmasi gereken deger hesaplandi. Hiicre soliisyonundan alinmasi1 gereken miktar 100 ul’den
cikarilarak elde edilen miktarda tamamlanmis MEM besiyeri gerekli kuyucuklara koyuldu,
iizerlerine hiicre soliisyonundan alimmasi gereken miktar eklenerek hiicre ekim asamasi
tamamlandi. Hiicreler 96 well plate’e ekildikten sonra mikroskopta kontrol edildi ve plate
ylizeyine tutunmalari i¢in 24 saatligine inkiibatore kaldirildi. 24 saat sonundaki canlilik ve
yogunluk kontrollerinden gectikten sonra {izerlerindeki tiim besiyeri ¢ekildi. Testte hiicrelere
uygulanacak olan kainik asit konsantrasyonlar1 sirastyla 10,50,200,1000 uM olarak secildi.
Kainik asitten her welle ne kadar uygulanacagi hesaplandi ve bu hacim 100 ul’den ¢ikarilinca

geri kalan hacimde complete taze besiyeri, kainik asit uygulanacak kuyucuklara eklendi.

Bu konsantrasyonlar i¢in kullanilacak kainik asit ana stogu ve stoktan alinmasi gereken
miktar asagidaki denklemle hesaplandi.

(Uygulanmak istenen kainik asit konsantrasyonu)x(Kuyucuk basi hacim)

(Kullanilan ana stok konsantrasyonu)
10 uM’lik uygulama ig¢in = [(10 uM x 100 pl)/500 pM] = 2 pl, 500 uM’lik ana stoktan
2 pl kainik asit 98 ul complete besiyeri ile uygulandi.
50 uM’lik uygulama ic¢in = [(50 uM x 100 pl)/ 10000 uM (10 mM)] = 0,5 ul, 10
mM’lik ana stoktan 0,5 pl kainik asit 99,5 pl complete besiyeri ile birlikte uygulanda.
200 uM’ lik uvygulama ic¢in = [(200 uM x 100 pl)/ 10000 uM (10 mM)] = 2 ul, 10
mM’lik ana stoktan 2 pl kainik asit 98 ul complete besiyeri ile birlikte uygulandi.
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1000 pM’ ik uygulama i¢in = [(1000 uM x 100 pl)/ 10000 uM (10 mM)] = 10 ul, 10
mM’lik ana stoktan 10 pl kainik asit 90 pl tamamlanmis besiyeri ile birlikte uygulandi.

Kainik asit hesaplanan ve planlanan sekilde gerekli kuyucuklara eklendi ve hafif pipetaj
ile esit dagilmasi saglandi. Kontrol hiicrelerinde ise uygulanacak kainik asit miktar1 kadar saf
su kullanildi. Kainik asit muamelesinden sonra hiicreler 24 saat i¢in inkiibasyona birakildu.
Inkiibasyon sonrasinda MTT soliisyonundan 5 ul hiicrelere eklenerek hiicreler 1,5 saat
inkiibasyona birakildi. Stire dolduktan sonra kuyucuklarin dibinde olusan formazan tuzlarinin
dagilmamasina dikkat edilerek besiyerleri ¢ekildi. Her kuyucuk tizerine 200 ul DMSO eklendi
ve hafif bir sekilde pipetaj yapildi. Spektrofotometrede 570 nm dalga boyunda, referans
olarak 630 nm dalga boyu alinarak &l¢iim yapildi. Olgiim sonrasinda kontrol ve belirli
dozlarda kainik asit uygulanmis olan gruplar i¢in veri grafigi ¢izildi. 1000 uM kainik asit
dozunda hiicre canliliginin azaldig1 kuyucuklarda stres ve eksitotoksisite seviyesinin arttigi

disiiniildiigiinden diger deneylerde de bu doz referans olarak kullanild:.

3.2.2. LB Besiyerinin Hazirlanmasi, Sirt4 Bakteri Plazmidinin Ekilmesi ve

Dondurulmasi

LB besiyeri hazirlamak i¢in; 5 gram NaCl, 2.5 gram maya ekstrakst1 (yeast ekstract), 5
gram tripton tartildi. 500 ml dH,O igerisinde ¢6ziildii ve pH NaOH c¢ozeltisi ile 7.5 olarak
ayarlandi. Hazirlanan besiyeri sige ile birlikte otoklavlandiktan sonra buzdolabinda 4 °C’de

sakland.

40 ml LB besiyerine 40 pl kanamisin ve 10 pl Sirt4 bakteri plazmidi ekledi. Bu karisim
falkonlara boliindii ve falkonlarin kapaklari tam olarak kapali olmayacak sekilde bir gece
boyunca 37 °C’ye ayarlanmis olan ¢alkalamali inkiibatorde bakteri biiyiimesi ve ¢ogalmasi
icin birakildi. Ikinci ekimde 12 ml LB besiyerine 12 pl kanamisin ve 20 pl Sirt4 plazmidi
eklendi.

Falkonlarda bulunan LB besiyerinin bulaniklig1 bakteri cogalmasimin takibi i¢in kontrol
edildi ve besiyerinde biiyliyen bakteriler birka¢ ependorf tiipe boliindii. Tiipler 5 dakika

boyunca en yliksek rpm’de santrifiijlendi, santrifiij sonrasinda siipernatant kisimlari atildi.
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Pelletler iizerine tekrar esit miktarlarda bakterili besiyeri eklenerek. bir Onceki islem
tekrarlanarak bakterili besiyerinin tamamu tiiketildi ve bdylece pelletlerin miktar1 arttirildi

Elde edilen pelletler plazmid izolasyonu yapilincaya kadar -80 °C’de muhafaza edildi.

3.2.3. Sirt4 Plazmid izolasyonu

Bu basamakta bakteri pelletlerinde bulunan Sirt4 plazmidinin izole edilmesi ve bu
plazmidin sonraki basamaklarda kullanima uygun hale getirilmesi hedeflendi. Plazmid

izolasyonu i¢in Wiz Prep'™ DNA mini kiti kullanildi.

Kiti ilk defa kullandigimizda kitin i¢inde yer alan wash buffera 64 ml %100 etanol
sadece bir kere olmak lizere eklendi. RNase toz halinde geldigi i¢in ilk kullanimda i¢ine
RNase free su eklendi ve i1yice ¢oziinmeleri saglandi. PDI buffera hazirlanan RNase eklendi
ve bundan sonraki biitiin kullanimlar i¢in 4 °C’ye kaldirildi. Ependorf tiiplerde -80 °C’de
muhafaza edilen bakteri pelletlerin iizerine 200’er pul PDI1 buffer eklendi ve ve tiipler
vortekslendi. Bu asama da pelletler yeniden siispanse hale getirilmis oldu. Lizis basamagi i¢in
ependorf tiiplere 200 ul PD2 buffer eklendi ve genomik DNA’nin pargalanmamasi igin
vorteks yapilmadi, 10 kez alt iist edilerek kibarca karistirildi. Bu islem sonrasinda tiipler 2
dakika boyunca oda sicakliginda bekletildi. Notralizasyon basamagi i¢in tiiplerin igerisine 300
ul PD3 buffer eklendi ve 10 kere alt iist edilerek karistirilmalar1 saglandi, sonrasinda tiipler
13000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifiijlendi. Baglanma basamaginin saglanmasi igin
ependorf tlip sayisi kadar, kit icerisindeki kolonlardan ¢ikarildi1 ve altlarina toplama tiipleri
yerlestirildi. Santriflij sonrasinda elde edilen supernantlar kolona aktarildi ve 13000 rpm’de 1
dakika santrifiijlendi. Toplama tiiplerine gelenler atildi. Yikama basamagi icin kolonlara
600’er pl wash buffer eklendi ve 13000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifiij edildi ve toplama
tiiplerine gelenler yeniden atildi. Kolonlarm kurutulmasi i¢in kolonlar bos bi¢imde 2 dakika
boyunca 13000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasmnda kolonlarin tam ortalarma, fazla
dokunmamaya dikkat ederek 30 pl eliisyon buffer eklendi ve 10 dakika beklenildi. Bekleme
sliresi sona erdikten sonra 1 dakika boyunca 13000 rpm’de santrifiij edildi. Toplama
tiiptindeki miktar yeni ependorflara alinarak -20 °C’de muhafaza edildi. Elde edilen Sirt4
plazmidi nanodropta 772,6 ng/pl olarak 6l¢iildii.
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3.2.4. N2A Hiicrelerinin Sirt4 Plazmidi ile Tranfeksiyonu

10 cm®lik petri kaplarinda vetistirilen N2A hiicreleri %70-80’lik yogunluga
ulastiklarinda petride bulunan hiicreler lizerinden besiyerinin tamami ¢ekilerek uzaklastirild.
Hiicreler 5 ml PBS ile yikand1 ve PBS de hiicreler iizerinden ¢ekilerek uzaklastirildi. Yikama
isleminden sonra hiicrelerin {izerine 1 ml tripsin-EDTA eklendi ve hiicreler 2-3 dakika
inkiibatorde bekletildi. Hiicreler 6 well plate’e kaldirilacaklarindan petri igerisine 12 ml
tamamlanmis MEM besiyeri eklendi ve tripsin-EDTA ile 13 ml’ye ulasan hacim pipetaj
yapilarak bir falkonda toplandi. Elde edilen hiicre soliisyonundaki hiicreler kiiltiir ortaminda 6
well plate’in her kuyucuguna 2 ml hacimde ekildi. Ekim isleminden sonraki giin hiicreler
mikroskopta kontrol edildi. Hiicre yogunlugu %~80-90’a ulastiginda transfeksiyon islemine

gecildi. Transfeksiyon i¢in hiicre gruplar1 Sekil 14°te oldugu gibi hazirland:.

Transfeksiyon | Transfeksiyon | Transfeksiyon

Sekil 14: Transfeksiyon yapilan 6 well platedeki hiicre gruplari.

Oncelikle, serumsuz (iginde FBS, sodyum piruvat, L-glutamin ve penisilin/streptomisin
bulunmayan) MEM besiyeri oda sicakligina ¢ikarildi. 6 well plate’in {ic kuyucuguna Sirt4
transfeksiyonu yapilacagi icin transfeksiyon yapilacak her kuyucuk i¢in ikiser tane yani
toplamda alt1 adet steril ependorf tiipii hiicre kiiltiirii kabinine ¢ikarildi. Ependorf tiiplerin
{igiiniin igine Lipofectamine® 2000 Reagent, diger iigiiniin igine Sirt4 plazmidi koyulacak

sekilde kapaklar isaretlendi. Transfeksiyon i¢in Sirt4 plazmidinden 500 ng kullanild1.

Kullanilacak plazmid DNA miktarinin hesaplanmasi i¢in plazmid izolasyonu sonrasinda
nanodroptan ¢ikan ng/ul cinsindeki deger 500 ng’a boliindii ve ¢ikan sonugtaki miktar kadar

Sirt4 plazmidi kullanildi. Bu miktar 250 pl’den ¢ikarild1 ve geri kalan miktardaki serumsuz
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MEM besiyeri, DNA koymak i¢in isaretlenen ependorf tiiplere aktarildi. Lipofektamin igin
ayrilan tiiplere ise 245°ser pl serumsuz MEM besiyeri koyuldu. Hesaplanan miktarda Sirt4
plazmidi 1ilgili tiiplere koyuldu, lipofektamin i¢in ayrilan tiiplere ise 5’er pl lipofektamin
eklendi ve tiiplere hafifce birka¢ kez vurularak lipofektamin ve plazmidin besiyerlerinde
dagilmalar1 saglandi. Hazirlanan tiipler 5 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibasyona
birakildi. Siire tamamlandiginda icerisinde lipofektamin olan tiiplerden her birinin igine
sirastyla bir tane Sirt4 plazmid DNA’s1 olan besiyeri igerigi aktarildi. Toplamda 500 pl
hacime sahip olan, MEM besiyeri, lipofektamin ajani ve Sirt4 plazmid DNA’s1 bulunduran ti¢
ependorf tiip 20 dakika boyunca, oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Bu basamakta,
lipofektamin lipozom yapisinda olan bir ajan oldugu i¢in igerisine Sirt4 plazmidini almasi
hedeflendi. Deneyin ilerleyen basamaklarinda igerisinde Sirt4 plazmidi yer alan lipofektamin
ajaninin lipit yapisinda olan N2A hiicre membranindan gecerek bu hiicreleri Sirt4 ile
transfekte edecegi diisiiniildii. 20 dakikalik inkiibasyonun bitmesine yakin bir siirede 6 well
plate’de bulunan hiicreler inkiibatorden ¢ikarilarak kabin igerisine alindi. Hiicreler iizerindeki
tim besiyeri ¢ekildi ve Sekil 14°te gosterilen kontrol gruplarma 1000 pl, transfeksiyon
gruplarmma ise 500 pl serumsuz MEM besiyeri verildi. 20 dk boyunca inkiibe edilmis olan
besiyeri, lipofektamin ve Sirt4 plazmidi igeriginin her biri transfeksiyon grubu icin ayrilan
kuyucuklardaki hiicrelere damla damla ilave edildi ve hiicreler 5 saatlik bir siire i¢in 37 °C’lik
inkiibatore kaldirildi. 5 saat sonra iki grubunda {lizerinden tiim besiyeri dikkatlice ¢ekildi ve
iki grupta da yer alan hiicrelere 2 ml tamamlanmis MEM besiyeri eklendi. Transfeksiyon
sonrasi elde edilen hiicre gruplari i¢in deney diizeneklerine uygun olan ¢aligmalar her zaman

transfeksiyon ilizerinden 24 saat gectikten sonra gergeklestirildi.

3.2.5. Sirt4 Transfeksiyonu Sonrasinda N2A Hiicre Hattina Yapilan MTT Canhlik Testi

N2A hiicreleri transfeksiyon yonteminde anlatildigi gibi Sirt4 ile tranfekte edildi.
Transfeksiyondan 24 saat sonra hiicre saymmi yapilarak 96 well plate’in ilk kuyucuguna
tamamlanmis MEM besiyeri eklendi. Diger kuyucuklara tiger tekrarla kontrol, transfeksiyon
grubu hiicrelerinden 5000 tane hiicre sayilarak ayni sirayla iki kere ekildi. Ekimden 24 saat
sonra hiicreler mikroskopta kontrol edildi. Kontrolden sonra, hiicreler iizerindeki tiim besiyeri
cekilerek uzaklastirild. Ilk ekilen iicer tekrarli kontrol ve transfeksiyon grubu hiicrelerinin
besiyerleri tamamlanmis MEM besiyeri ile degistirildi. Onceden yapilan MTT testinin

degerlendirilmesinde 1000 pM’lik kainik asit konsantrasyonu kullanilmasina karar
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verildiginden son ekilen kontrol ve transfeksiyon grubu hiicrelerinin oldugu kuyucuklara 6nce
besiyerleri sonra da 1000 uM’lik kainik asit konsantrasyon uygulamasi i¢in uygun miktarda
10 mM’lik kainik asit alinarak eklendi. Hafif pipetaj yapilarak esit miktarda dagitilmalari
saglandi. Kainik asit muamelesi sonrasinda hiicreler 24 saat boyunca inkiibasyona birakild.
Inkiibasyon sonrasmda MTT soliisyonundan 5 pl hiicrelere eklendi, hiicreler 1,5 saat
inkiibasyona birakildi. Siire sona erdiginde kuyucuklarin dibinde olusan formazan tuzlarmin
dagilmamasina dikkat edilerek besiyerleri ¢ekildi. Her kuyucuga 200 pul DMSO eklendi ve
hafifce pipetaj yapildi. Spektrofotometrede 570 nm dalga boyunda, referans olarak 630 nm
dalga boyu almarak olgiim alindi. Olgiim sonrasinda kontrol, kontrol+kainik asit,

transfeksiyon, transfeksiyon+kainik asit gruplari i¢in veri grafigi ¢izildi.

3.2.6. RIPA Lizis Tamponu Kullanilarak Protein Izolasyonu

Hiicrelerden protein izole edilmeden oOnce hiicrelerin morfolojik durumlar1 ve
yogunluklar1 mikroskopta incelendi. Kontrolden gegen hiicreler tekrar inkiibatore kaldirilarak
protein izolasyonu icin gereken hazirliklar yapildi. Oncelikle drnek gruplar1 icin gereken
miktarlarda RIPA lizis tamponu her 6rnek grubu i¢in 150 pl hacimde, %1 proteaz inhibitorii,
%1 fosfataz inhibitorii icerecek sekilde pipetaj kayb1 da gbz Oniine alinarak hazirlandi. RIPA
lizis tamponu hazirlandiktan sonra vortekslenerek 4 °C’de kullanim asamasima kadar saklandi.
Hazirliklar tamamlandiktan sonra, hiicre kiiltiirii kabinine protein izolasyonu yapilacak olan 6
well plate’deki hiicreler ¢ikarildi. Her kuyucuktan eski besiyeri ¢ekilerek uzaklastirildi. Her
kuyucukta bulunan hiicreler 2 ml PBS ile yikandi, yitkamadan sonra PBS’in tamami hiicreler
iizerinden ¢ekilerek uzaklastirildi. Her kuyucuga 250 pl tripsin-EDTA eklendi ve plate 2-3
dakika boyunca inkiibator igerisinde bekletildi. Protein izolasyonu, transfeksiyon sonrasinda
kontrol ve transfeksiyon gruplar1 i¢in yapildigindan her grubun ilk kuyucuguna 500 pl PBS
eklendi. Kontrol grubunda ilk kuyucuktaki 250 ul’lik tripsin hacmine, 500 ul PBS hacmi de
eklendiginde 750 pl’ye ulasan miktarda karisim elde edildi ve bu karigimla ilk kuyucuktaki
hiicreler toplandi. Toplanan hacim bir yan kuyucuga aktarildi1 ve burada elde edilen 1000 pl
hacimle ikinci kuyucuktaki hiicreler toplandi. Elde edilen bu karisim son kuyucuk olan
liciincii kuyucuga aktarilarak 1250 pl’lik hiicre soliisyonu elde edildi ve steril bir ependorf
tiipe alind1. Bu islemler ayni sekilde transfeksiyon grubundaki hiicrelerin toplanmasi i¢in de
gerceklestirildi. Ependorf tiiplere toplanan hiicreler 2000 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi ve

supernatant kisimlar1 atildi. Pelletler 1 ml PBS ile kaldirilarak yikandi ve bu asamada
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tripsinden tamamen armndirilmalar1 amacglandi. Yikama sonrasinda tiipler yeniden 2000
rpm’de 5 dakika boyunca santrifiijlendi ve supernatant kisimlari atilds. Iki grubun da pelletleri
iizerine dnceden hazirlanan RIPA lizis tamponundan 150’ser ul eklendi, 10-15 kez pipetaj
yapild1 ve ornekler 10-15 kez insiilin ignesinden gegcirildi. Bu asamadan sonra 6rnekler -80
°C’de 20 dakika donduruldu, buz {izerinde ¢ozdiiriilerek 10-15 kez pipetaj yapildi ve dondur-
¢6z basamamagi dort kez tekrar edildi. Bu basamaktan sonra tiipler 14000 rpm/ 4 °C’de 25
dakika boyunca santriflij edildi, supernatant kisimlar1 yeni ependorf tiiplere alinarak pellet
kisimlar1 ¢ope atildi. Supernatant kisimlarmin oldugu tiipler -20 °C’de bradford assay ve

western blot calismalari i¢in saklandi.

3.2.7. Bradford Assay Ile Protein Miktarinin Tayin Edilmesi

Bradford assay kolorimetrik protein tayin yontemlerinden biridir. Prensibin temeli
coomassie boyasinin tahlil edilecek olan proteine baglanarak mavi renk vermesine ve 595 nm

dalga boyunda spektrofotometrede 6l¢iim alinmasina dayanir.

Transfeksiyon tamamlandiktan 24 saat sonra kontrol ve transfeksiyon grubu
hiicrelerinden protein izolasyon metodunda anlatildigi gibi protein 6rnekleri izole edildi.
Tayini yapilacak olan proteinlerin konsantrasyonlarinin kiyaslanabilmesi i¢in oncelikle
protein standartlar1 Tablo 6’ya uygun bir sekilde buz iizerinde hazirlandi. Protein 6rnekleri ise

1:5 oraninda distile su ile seyreltilerek hazirland1 ve buz iizerine kaldirildi.

Tablo 6: Bradford assay i¢in kullanilacak standartlarin hazirlanis tablosu. Abcam Bradford
Assay Kiti (ab102535)’nden modifiye edilmistir.

STANDART H,O KONSANTRASYON

) oy, (pg/ul)
0 50 0
5 45 100
10 40 200
15 35 300
20 30 400
25 25 500
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Standartlar ve 6rnekler hazirlandiktan sonra 96 well plate’de kullanilacak olan kuyucuk
basma 100 pl calisma soliisyonu pipetaj kayb1 da gdz oniine alinarak 1:5 oraninda dH,O ile
seyreltilerek hazirlandi, vortekslenerek oda sicakliginda ve karanlikta bekletildi. Hazirlanan
standart ve 6rnekler vorteklendi ve ardindan hizli bir santrifiijle bir araya toplandi. Standartlar
0, 5, 10, 15, 20, 25 olmak iizere sirastyla 96 well plate’in ilk sirasina 10’ar pl, ¢ift tekrarla
yiiklendi. Protein numuneleri ise bir alt siraya konntrol ve transfeksiyon sirasina gore 10’ar pl
cift tekrarla yiiklendi. Yiikleme islemi bittikten sonra kullanilan her kuyucuga calisma
solisyonundan 100 pl eklenerek kuyucuk icinde pipetaj yapildi. 5 dakika beklendi.
Spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda hazirlanan plate’de 6lgiim islemi gerceklestirildi
ve bradford assay i¢in hesaplama asamasina gecildi. Standartlar ve Ornekler ikiser kez
yiiklendigi i¢in Oncelikle standartlarin ortalamalari alindi. Daha sonra standartlarin her
birinden blank olarak kullanilan suyun ortalamasi ¢ikarildi. Standart degerleri ve temsil
ettikleri konsantrasyonlar icin Sekil 15°teki dagilim grafigi cizildi. Grafige egilim ¢izgisi
eklendi ve iizerinde denklem ve R” degeri gosterildi (y=0,0007x+0,0361) (R*=0,9643).
Orneklerin de ortalamalar1 alindi, blank degeri bu ortalamalardan ¢ikarildi. Denklem iizerinde
y degeri yerine bu degerler yazilarak x degerleri her bir drnek icin hesaplandi. Ornekler 1:5
oraninda seyreltildigi icin her deger 5 ile c¢arpilarak Ornek konsantrasyonlar1 hesaplandi.
Hesaplanan degerin 1000°e boliinmesiyle proteinlerin konsantrasyonlar1 pg cinsine c¢evrildi.
N2A kontrol grubu hiicrelerinin protein konsantrasyonu 2.8 pg/ul, transfeksiyon grubu

hiicrelerinin protein konsantrasyonlar1 ise 2.4 pg/ul olarak belirlendi.

y = 0,0007x + 0,0361
R?=0,9643

4

0,45
0,4
0,35
A

L 2

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

0 &
0 100 200 300 400 500 600

Sekil 15: N2A hiicre hattinda transfeksiyon sonrasi kontrol ve transfeksiyon gruplarindan
izole edilen protein ornekleri i¢in bradford assay ¢alismasi sonrasi ¢izilen absorbans/standart
grafigi.
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3.2.8. Western Blot

Western blot, poliakrilamid jel elektroforezi ile ayrilmis olan protein fragmanlarmin
0zgiil olarak belirlenmelerini saglayan blotlama teknigidir. Bu teknikte bir ekstrakttan elde
edilen protein makro molekiillerinin elektriksel ortamda birbirlerinden ayrilmalar1 ardindan da
membrana transferleri gergeklestirilir. Daha sonra komplementeri bir antikor sayesinde bu

membranda aranan proteinin var olup olmadigi, varsa miktarinin ne kadar oldugu belirlenir.

Protein izolasyon yontemi ile elde edilen ve miktar tayini yapilan proteinler bu
yontemde sirasiyla denatiire edildi, poliakrilamid jel elektroforeziyle molekiiler agirliklarina
gore ayrildi, jel iizerinden nitroselliilloz membran iizerine transfer edildi. Daha sonra membran
iizerinde spesifik olmayan yerlere antikor baglanmasini engellemek i¢in bloklama islemi
yapildi, bu islemin ardindan aranilan proteine uygun olan primer ve sekonder antikor
uygulamasi yapildi ve bu antikorlar goriintiilenerek aranilan protein olan Sirt4’iin ekspresyon

seviyesine bakild1.

3.2.8.1. Tampon Cozeltilerin Hazirlanmasi

TBS (Tris-Buffered Salline-1 1It) i¢cin; 6.05 gr Tris-HCI ve 8.76 gr NaCl tartildi, lizerine 800
ml’ye yakin otoklavlanmigs dH,O eklenerek coziinmeleri saglandi. Elde edilen ¢ozeltinin
pH’si, pH metre ile Olciildii, asidikse NaOH, bazikse HCI eklenerek son pH 7.6 olarak

ayarlandi ve son olarak dH,O ile ¢ozelti 1 litreye tamamladi.

Yikama Tamponu (Wash Buffer-TBS+%0,1 Tween20) i¢in; Her 100 ml ¢6zeltinin
hazirlanabilmesi i¢in 100 ml TBS ¢ozeltisine 100 pul Tween20 eklenerek karistirildi.

%10’luk SDS ¢o6zeltisi i¢in; 10 gr SDS tartildi, toplam hacim 100 ml olacak sekilde dH,O ile

¢Ozdiiriilerek hazirlandi.
Transfer Tamponu (Transfer Buffer-1 It) i¢cin; 3,03 gram Tris-Base, 14,4 gr glisin tartildi,

tizerine 200 ml metanol ve 2 ml %10 SDS eklenerek yaklasik 800 ml’ye kadar dH,O ile

tamamlandi, karigimin ¢éziinmesi saglandi, ¢dziindiikten sonraki hacim 1 1t’ye tamamlandi.

48



10X Yiiriitme Tamponu (10X Running Buffer-1 It) i¢in; 30,3 gr Tris-Base, 144 gr glisin ve 10
gr SDS tartilarak son hacim 1 It olacak sekilde dH,O’da ¢6zduirtildii.

1X Yiiritme Tamponu (1X Running Buffer-1 It) i¢cin; 100 ml 10X yiirlitme tamponunun

uzerine 900 ml dH,O eklenerek hazirlandi.

Bloklama Soliisyonu (Blocking Solution-%5 Skim Milk (Siit tozu)+TBS) icin; gerekli

miktarda bloklama soliisyonu her seferinde %S5 siit tozu icerecek sekilde TBS ile hazirlandi.

Strip Tamponu (Stripping Buffer- %2 SDS, 62.5 mM Tris (pH 6.7), 100 mM -
merkaptoethanol) i¢in; 200 ml %10 SDS, 62,5 ml 1M Tris (pH: 6.7) (B-merkaptoethanolsiiz)
dHO0 ile 1 It tampon hazirlanir. Her strip asamasindan énce 50 ml strip tamponu igerisine 350

ul B-merkaptoethanol taze olarak eklenerek kullanildi.

Ponceau S ¢ozeltisi (%5 asetik asitte %0.1 w/v Ponceau-100 ml) i¢in: 0,1 ponceau S tartilarak

5 ml asetik asit ve dH,O ile ¢ozdiiriildii.

3.2.8.2. Orneklerin Hazirlanmasi, Jele Yiiklenmesi, Jel Elektroforezi

Orneklerin hazirlanmasi; yiikleme i¢in kuyucuk hacmi maksimum 30 ul oldugundan
loading dye (5X-6 pl) hacmi cikarilinca geri kalan hacime Ornekler yiiklenecegi i¢in
hesaplamada bu durum dikkate alindi. Bradfordda ¢ikan protein konsantrasyonuna gore kag
pg protein yiiklenebilecegine karar verildi. Yiiklenmek istenen protein miktar1 bradfordda
cikan Ornek konsantrasyonlarina boliinerek hangi 6rnekten ne kadar alinacagi hesaplandi.
Ornekler ependorf tiiplere alinmadan dnce her drnek icin tiiplere 6 pl loading dye (yiikleme
boyasi) eklendi, belirlenen miktarlarda 6rnekler yiikleme boyasi koyulan tiiplere eklendi ve
birbirlerine karigmalar1 i¢in kisa siireli santrifiij edildi. Ornekler, 1s1 blogunda 96 °C’de 5
dakika boyunca denatiire edildi, ardindan tiipler buharlasan miktarin tekrar dibe ¢oktiiriilmesi

icin yeniden kisa siireli santrifiij edildi.
Orneklerin jele yiiklenmesi; jel almarak yiiriitme tankma koyuldu, tanka ve jel icindeki

bélmeye yeterli miktarda yiirlitme tamponu eklendi ve jelin taraklari ¢ikarildi. Yikleme

planina uygun bir sekilde marker ve drnekler jele ytiklendi.
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Orneklerin Jel Elektroforezi; yiikleme islemi tamamlandiktan sonra drnekler 1-2 saat

boyunca 100V’da yiiriitiildi.
3.2.8.3. Jelden membrana transfer, bloklama, blotlama ve goriintiileme

Transfer Oncesinde watman kagitlari ve membran kesildi, buz bloklar1 ¢ikarildi.
Transfer tanki ¢ikarildi ve transfer kasetine watman kagidi, jel, membran Sekil 16 daki gibi

yerlestirilerek transfer sandvici hazirlandi.

I +

Siinger
————————————————————————————————Filtre Kagidi
[ —— \Membran

el
e Filtre Kagidh

Slinger

T MMV Zr o

Sekil 16: Western blot transfer sandvi¢inin hazirlanis sirasi.

Transfer tankia hazirlanan sandvi¢ ve buz bloklar1 yerlestirildikten sonra transfer
islemi 4 °C’de (soguk odada), 2 saat boyunca 70V’da eksi (siyah) kisimdan art1 (kirmizi)
kisma dogru gergeklestirildi. Transfer tamamlandiktan sonra memrana markerin gegip
gecmedigi kontrol edildi ve oOrneklerin konumlarina dikkat edilerek membran kesildi.
Membran temiz bir kutuya alindi1 ve {lizerine yeterli miktarda bloklama soliisyonu eklenerek 1
saat boyunca oda sicakliginda karistiricida sallandi. Bloklama sonrasinda bloklama
soliisyonuna primer antibody (Sirt4 Poliklonal Rabbit Antibody) 1:1000 oraninda koyularak 4
°C’de 16 saat boyunca karistiricida sallandi. 16 saat gectikten sonra membran 3 kez 5’er
dakika yikama tamponu ile yikandi Yikama tamponu uzaklastirildi. Membran iizerine
bloklama soliisyonu ve icerisine sekonder antikor (Anti-Rabbit IgG-HRP) 1:5000 oraninda
eklendi. 2 saat boyunca oda sicakliginda karistiricida salland1 ve siirenin sonunda membran 3
kez 10’ar dakika yikama tamponu ile yikandi. Yikama sonunda membran iizerine HRP
substrat1 olan ECL soliisyonu 500 pl uygulandi, 5 dakika kadar karanlikta bekletildi ve UV
goriintiileme cihazinda goriintiileme islemi tamamlandi. Goriintiileme sonrasinda o-tubulin

antikoru ile blotlamaya hazirlik ve primer ve sekonder antikorlaridan armdirilmas: i¢in
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membran {iizerini Ortecek kadar strip tamponu ile, 1.5 saat boyunca, oda sicakliginda
karigtiricida sallandi. Membran 3 kez 5’er dakika yikama tamponu ile yikandi ardindan da 1
saat boyunca bloklama soliisyonu ile karistiricida sallandi. Bloklama sonunda, bloklama
tamponuna a-tubulin 1:5000 oraninda eklenerek 4 °C’de, bir gece boyunca yani 16 saat
karigtiricida sallandi. Ertesi gliin membran yikama tamponu ile 3 kez 5’er dakika boyunca
yikandi ve sonrasinda bloklama tamponuna 1:5000 oraninda sekonder antikor (Anti-Rabbit
IgG-HRP) eklenerek membran 2 saat oda sicakliginda calkalayicida ¢alkalandi. Inkiibasyon
sonrast membran 3 kez 10’ar dakika yikama tamponuyla yikandi, 500 pul ECL soliisyonu
membran iizerine eklendi. ECL inkiibasyonu ic¢in yaklasik 5 dakika kadar beklenildi ve

sonrasinda UV goriintiileme cihazinda goriintii alindi.

3.2.9. Glutamat Assay

Glutamat testi biyolojik numunelerde glutamatin hizli, secici ve hassas bir bigimde

algilanmasi i¢in kullanilan biyoliiminesans testtir.

Glutamat o-ketoglutarat+NH,

Glutamat
Dehidrojenaz

+

NAD NADH NAD
Ultra-Glo™
rLuciferase,
" ATP
Pro-Lusiferin Rediiktaz usiferin m—
(Rediiktaz Substrati

Sekil 17: Glutamat assay ¢aligma prensibinin gésterimi. Promega Ultra-Glo ™ glutamat assay

kitinden modifiye edilmistir.

Glutamat dehidrojenaz, glutamati o-ketoglutarata gevirirken NAD" NADH’a ¢evrilir,
test bu asamada salman NADH’m tespitine dayanir. NADH varliginda, bir pro-lusiferin

rediiktaz substrati, rediiktaz tarafindan lusiferine doniistiiriiliir, ortaya ¢ikan lusiferin Sekil
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17°de gosterildigi gibi Ultra-Glo™ Rekombinant Lusiferaz tarafindan isik iiretmek igin
kullanilmaktadir. A¢iga ¢ikan liiminesans sinyal numunedeki glutamat miktariyla orantilidir
ve tim glutamat tiiketilene kadar sabit bir Liminesans sinyal elde edilir. Bu sinyalin

Olgtimiiyle numunelerdeki glutamat miktar1 tayin edilmektedir.

Hiicre Ekimi; bu deneye baslanmadan dnce 10 cm®lik petri kabinda yetistirilen N2A
hiicreleri 6 well plate igerisine kaldirildi, hiicreler plate’e tutunduktan sonra transfeksiyon
bolimiinde anlatildig1 gibi gruplara ayrilarak SIRT4 plazmidi ile transfekte edildi.
Transfeksiyondan 24 saat sonra, plate’de A sirasindaki ilk dort kuyucuga, tamamlanmig MEM
besiyeri koyuldu. B ve C sirasindaki ilk dort kuyucuga, kontrol grubu hiicrelerinden, D ve E
sirasindaki ilk dort kuyucuga ise transfeksiyon grubu hiicrelerinden 5000’er hiicre ekildi. 0
saat, 12 saat, 24 saat ve 48 saat i¢in tiim deney boyunca her kuyucuktan besiyeri
toplanacagindan ve toplam 20 kuyucuk oldugundan 80 tane ependorf tiip hiicre gruplarina
gore isimlendirildi, i¢lerine ayr1 ayr1 98 pl steril PBS, hiicre kiiltiirii kabini icerisinde koyulup
4°C’ye kaldirildi.

Besiyeri Degistirme; hiicreler canlilik ve yogunluklar1 i¢in mikroskopta kontrol edildi.
Besiyeri degistirmeye gecilmeden dnce kainik asit eritildi. Toplam 8 kuyucugun besiyeri
kainik asitli besiyeri ile degistirileceginden her kuyucuk i¢in 1,7 pl kainik asit ve 98.3 ul
tamamlanmis MEM besiyeri kullanilarak kainik asitli besiyeri ependorf tiip igerisine
hazirlandi. (Kainik asit Hesaplamasi 1000 uM igin; [100 plx1000 uM]/[58.600 uM]=1.7 ul
kainik asit) Hiicreler inkiibatérden ¢ikarildi ve kiiltliir ortaminda tiim gruplarin besiyerleri
cekilerek uzaklastirildi. A sirasindaki besiyeri grubunun, B sirasindaki kontrol grubunun ve D
sirasindaki transfeksiyon grubunun besiyeri 100’er pl tamamlanmis MEM besiyeri ile
degistirildi. C sirasindaki kontrol grubunun ve E sirasindaki transfeksiyon grubunun besiyeri
100’er pl kainik asitli besiyeri ile degistirildi. Yani sirasiyla kontrol, kontrol+kainik asit,

transfeksiyon, transfeksiyon+kainik asit gruplar1 dort tekrarli olustulmus oldu.

Besiyeri Toplama; besiyerileri degistirilir degistirilmez O saat i¢in her kuyucuktan 2 pl
besiyeri alinarak onceden hazirlanmis olan 98 pl PBS igeren tiiplere toplandi ve tiipler -20
°C’ye kaldirildi. Besiyeri degisiminin {izerinden 12 saat, 24 saat ve 48 saat gectiginde besiyeri
toplama iglemi 0 saat i¢in oldugu gibi tekrar edildi ve besiyeri iceren PBS’li tiipler -20 °C’ye
kaldirild1.

52



Test Asamasi; Glutamat testinde yer alan bilesenler Tablo 7’ye uygun sekilde plate’de

kullanilacak olan 81 kuyucuk i¢in hazirland1.

Tablo 7: Glutamat testinde yer alan bilesenler ve kuyucuk basina kullanim miktarlari.

Promega glutamat assay kitinden modifiye edilmistir.

Bilesen Kuyucuk bagma kullanilan miktar
Lusiferin tespit etme soliisyonu 50 ul

Rediiktaz 0.25 ul

Rediiktaz substrati 0.25 ul

Glutamat dehidrojenaz 1.0 ul

NAD 1.0 ul

0 saat

12 saat

24 saat

48 saat

AGRGHY

Sekil 18: Glutamat testi i¢in toplanan besiyerlerinin yiikleme sirasi.

-20 °C’de saklanan PBS ve besiyeri igeren numunelerin ¢oziinmeleri saglandi,
numuneler Sekil 18°de yer alan plana gore beyaz plate igerisine kuyucuk basma 50 pl olacak
sekilde yiiklendi. Plate’e yiiklemek i¢in test i¢erisinde gelen 10 mM, 50 pl glutamattan 50 pM
glutamat hazirlandi. ([50 plx50 uM]/10000=0,25 pl hesaplamasindan ¢ikan miktar ependorf
tiipte son hacim 50 pl olacak sekilde ayarlandi.) Bu glutamat yalnizca tek bir kuyucuga
kontrol olarak koyuldu. Ardindan hazirlanan karisimdan her kuyucuga 50 pl eklendi. Plate
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151ks1z ortamda, 1 saat boyunca, oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresi

sona erdiginde liiminometre ile 6l¢giim alindu.

3.3 istatistik

Istatistiksel analizler Prism 5 software (GraphPad Software, Inc., San Diego, USA)
kullanilarak yapildi. MTT assayleri i¢in, eslesmemis, tek kuyruklu, esit varyans, iki 6rnekli t-
test kullanildi. Glutamat assay icin istatistiksel analizler, Two-Way ANOVA testi
kullanilanilarak elde edildi. p<0,05 degerleri anlamli farkliliklar olarak gosterildi. Figiirlerde

yer alan hata ¢cubuklar1 ortalamanin standart hatasini (SEM) gostermektedir.
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4. BULGULAR

4.1.Kainik Asit Uygulanan N2A Hiicrelerinde MTT Test Sonu¢larinin Degerlendirilmesi

N2A hiicreleri 10 uM, 50 uM, 200 uM ve 1000 uM’lik kainik asit konsantrasyonlariyla

muamele edildi. Hiicrelerin canlilik durumlart MTT testi ile degerlendirilmis olup kontrol
grubu hiicreleri ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir diisiis icin p degerleri T-
Test ile 200 pM’lik konsantrasyonda *p*=0,028318<0,05 ve 1000 uM’lik konsantrasyonda
>*<pB=0,026861<0,05 olarak hesaplanmigtir. MTT testi sonrasinda elde edilen Sekil 19°daki
sonuglara gére N2A hiicre hattinda yapilacak olan sonraki deneylerde 1000 uM

konsantrasyon kullanilmasina karar verildi.

0,6

0,5 I
1 « B
04 * 2
0,3
0,2
0,1
0 T T T T

Kontrol 10 pM 50 uM 200 uM 1000 puMm

KONSANTRASYON (puM)

ROLATIF ABSORBANS BiRiMi

Sekil 19: N2A hiicre hattinda 24 saat kainik asit inkiibasyonu sonrasi yapilan MTT canlilik
testi grafigi. (*p”=0,028318<0,05 ,*p"=0,026861<0,05 )
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4.2. Transfeksiyonun Teyit Edilmesi Icin Sirt4 Protein Ifadesinin Western Blot ile
Tespiti

Sirt4 transfeksiyonu yapildiktan sonra kontrol N2A (C) ve transfeksiyon yapilmis N2A
hiicrelerinden (T) elde edilen proteinlerden 100 pg yiiklemek istedigimiz i¢in, bradfordda
cikan konsantrasyonlar 100’¢ boliinerek hangi ornekten ka¢ pl almmacagi hesaplandi.
Orneklere yiikleme boyasinin eklenmesi ve drneklerin denatiire edilmesinin ardindan &rnekler
jele once kontrol sonra transfeksiyon grubu olacak sekilde yiiklendi. SIRT4 antikoru 1:1000
oraninda kullanildi. Gériintiileme isleminin ardindan membran strip edilerek 1:5000 oraninda
alfa-tubulin antikoru ile muamele edildi. Alfa-tubulin antikoru i¢in de goriintii alindiktan
sonra Image J programi kullanilarak miktar tayini yapildi. Sekil 20°de yer alan grafik, Sirt4
icin belirlenen bant degerinin tubulin i¢in belirlenen bant degerine boliinmesiyle ¢izildi ve
Sirt4 ve tubulin bantlarmin western blot goriintiilerinin yaninda gosterildi. Bu bulgu,
transfesksiyondan sonra, Sirt4 protein ifadesi arttig1 igin, basarilit bir sekilde Sirt4

transfeksiyonu yapildigimi gostermektedir.

W . | —> SIRT4 1,5

s S Tubulin 05

ROLATIF SIRT4 iFADESI
(Y

Sekil 20: Kontrol ve transfeksiyon grubu hiicreleri i¢in western blot goriintiisii ve rolatif Sirt4

ifadesini gdsteren kuantifikasyon grafigi. (C:Kontrol T:Transfeksiyon)
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4.2.1. Western Blot Deneyinde Goriintiillenen Bantlarin Image J Program Kullanilarak

Hesaplanmasi

NIH (Ulusal Saglk Enstitiisii — National Instutite of Health)’in web sitesinden image J

programi {licresiz olarak indirildi ve miktar tayini, program igeriginde anlatildig1 gibi yapildi.
Sirt4 Sirt4 Tubulin Tubulin
: a o a
t 1t Tt

Kontrol Transfeksiyon Kontrol Transfeksiyon

Sekil 21: N2A hiicre hattinda kontrol ve transfeksiyon grubu i¢in sirasiyla Sirt4 bantinin ve

Alfa-Tubulin bantinin Image J programu ile analizi sirasinda ¢ergeve igine alinmasi.

.
| \
\\ Kontrol Kontrol
N\, P Alfa-Tubulin

/ N Sirt4 Banti Bant:

/
/ \ \A Transfeksiyon
/ 1 Transfeksiyon ; Alfa-Tubulin

e/ = Siut4 Banti N Banti

Sekil 22: N2A hiicre hattinda yapilan western blot sonrasinda kontrol ve transfeksiyon grubu
orneklerinden elde edilen Sirt4 ve Alfa-Tubulin bantlar1 i¢in Image J programu ile tepe noktasi

grafiginin ¢izilmesi
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Oncelikle, Sirt4 bantlar1 Sekil 21°de oldugu gibi dikddrtgen bir cerceve igerisine alind1
ve bantlarin yogunluklarina gére programda tepe noktast grafigi Sekil 22°deki gibi ¢izildi.
Tepe noktasi grafiginin alt kismi ¢izgiyle isaretlendi, grafigin altinda kalan alan hesapland1 ve
bantlara denk gelen degerler gosterildi. Ayn1 yontemle alfa-tubulin bantlarina karsilik gelen
degerler belirlendi. Bu degerler Tablo 8’de gosterilmistir ve Sirt4/Alfa-Tubulin degerleri goz

oniine alindiginda transfeksiyon grubunda Sirt4 ifadesinin arttig1 gosterilmistir.

Tablo 8: Sirt4 ve Alfa-Tubulin bantlar1 i¢in ¢izilen tepe grafigi altinda kalan alanlara karsilik
gelen degerler ve Sirt4/Alfa-Tubulin degerleri.

Sirt4 Alfa-Tubulin Sirt4/Alfa-Tubulin
Kontrol 23387,392 28653,342 0,81621865
Transfeksiyon 23603,099 12760,693 1,84967219

4.3. Sirt4 Transfeksiyonu Sonrasinda N2A Hiicre Hattinda Yapilan MTT Canhhk

Testinin Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Sirt4 plazmidi ile N2A hiicre hatt1 transfekte edildikten sonra kontrol ve transfeksiyon
grubu hiicrelerine uygulanan 1000 pM kainik asit muamelesinden sonra Kkontrol,
transfeksiyon, kontrol+kainik asit ve transfeksiyon+kainik asit olmak iizere dort farkli deney
grubu ortaya cikarildi ve Tablo 9’da gosterilen bu hiicre gruplarindaki hiicrelerin canliligi

MTT testi ile degerlendirildi

Tablo 9: Deneyde yer alan hiicre gruplarinin agiklanmasi.

Hiicre Grubu Grup Agiklamasi

Kontrol (C) Sirtdifadesi arttirllmamis N2A hiicresi

Kontrol+Kainik asit (C+KA) Sirt4 ifadesi arttirilmamis ve kainik asit muamelesi
yapilmis N2A hiicresi

Transfeksiyon (T) Sirt4 ifadesi arttirtlmis N2A hiicresi

Transfeksiyon+Kainik asit (T+KA)  Sirt4 ifadesi arttirilmis ve kainik asit muamelesi
yapilmig N2A hiicresi
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Sekil 23: N2A hiicre hattinda transfeksiyon ve takiben kainik asit muamelesinin yapilmasinin
ardindan yapilan MTT canlilik testi sonucunda elde edilen hiicre canlilik grafigi. (*p=C ile
C+KA, °p=T ile T+KA, Pp=C+KA ile T+KA) (*p=0.003<0.05, “p=0.045<0.05,
Pp=0.004<0,05)

Sekil 23’de gosterilen, kontrol (C) ve kainik asit ile muamele edilmis kontrol grubu
hiicrelerinin (C+KA) sagkalimi kiyaslandiginda T-Test ile *p=0.003<0.05 degeri belirlendi ve
istatistiksel olarak anlamli bir diislis gézlendi. Sirt4 ile transfeksiyon yapilmis hiicreler (T) ile
kainik asit ile muamele edilmis ve Sirt4 ile transfekte edilmis hiicrelerin (T+KA) sagkalimi
kiyaslandiginda T-Test ile *p=0.045<0.05 seklinde istatistiksel olarak anlamli bir diisiis
gbzlendi. Kainik asit ile muamele edilmis kontrol grubu hiicreleri (C+KA) ile kainik asit
uygulanmis ve Sirt4 ile transfekte edilmis hiicrelerin sagkalimi kiyaslandiginda T-Test ile
Pp=0.004<0.05 olarak istatistiksel olarak anlamli bir diisiis gézlendi. Bu bulgu, Sirt4 protein
ifadesi artisinin, kainik asitin yol ag¢tig1 eksitotoksisite sonucu olusan hiicre O6liimiinii

azalttigin1 gostermektedir.
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4.4. Sirt4 ile Transfekte edilen N2A Hiicre Hattimin Kainik Asit Muamelesini Takiben

Yapilan Glutamat Assay Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Glutamat assay deneyi tamamlandiktan sonra liminometre ile Olgiilen degerler Two-way

ANOV A programi kullanilarak degerlendirildi ve Sekil 24’te yer alan grafik ¢izildi.

p<0.05

= 20
= T
o 18 I —
o 16 |
2 14
< | "
5 10 M12h
= 8 24h
o
- 6 H48h
—
[ 4
<
= 2
H®)
o 0

Control C+KA i) T+KA

Sekil 24: Sirt4 ile transfekte edilen N2A hiicre hattina kainik asit muamelesinin ardindan
yapilan glutamat assay sonuglarmm degerlendirilmesi. (C:Kontrol, T:Transfeksiyon,
KA:Kainik asit, h: hour (saat)) (*p:=T ile T+KA, *p=C ile T, Pp=C ile C+KA, "p=C+KA ile
T+KA) (*p=0.1237>0,05, “p=0,2934>0,05, Pp=0,0729>0,05, ’p=0,0019<0,05)

Yalnizca Sirt4 ile transfekte edilmis hiicreler (T) ile Sirt4 ile transfekte edilmis ve
kainik asit muamelesi yapilmis hiicrelerdeki (T+KA) glutamat salinimi kiyaslandiginda
*p=0.1237>0,05 olarak hesaplandi. Kontrol (C) ve transfeksiyon grubu hiicrelerindeki (T)
glutamat salinimi istatistiksel olarak kiyaslandiginda “p=0,2934>0,05 olarak hesapland.
Kontrol hiicreleri (C) ve kainik asit muamelesi yapilmis hiicrelerdeki (C+KA) glutamat
salmimu istatistiksel olarak kiyaslandiginda Pp=0,0729>0,05 olarak hesaplandi. Kainik asit

muamelesi yapilan hiicreler (C+KA) ile Sirt4 ile transfekte edilmis ve kainik asit muamelesi
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yapilmig olan hiicrelerdeki (T+KA) glutamat salinimu istatistiksel olarak kiyaslandiginda

"p=0,0019<0,05 olarak hesaplandi ve anlaml1 bir sonug olarak kaydedildi.
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5. TARTISMA

Oncelikle, calismadaki bulgular ile 1 mM kainik asit konsantrasyonu calisma
konsantrasyonu olarak belirlenmistir. Ayrica, N2A hiicreleri Sirt4 ile basarili bir sekilde
transfekte edilmistir.Sonuglarimiz, Sirt4 ifadesi arttirildiginda, kainik asit ile muamele sonucu
olusan hiicre Oliimiiniin azaldigim1 gosterdi. Bu bulgu Sirt4’iin potansiyel olarak

eksitotoksisiteyi azaltabilecegini gostermistir.

Glutamat assay caligmasinda, kontrol ve kainik asit ile muamele edilmis olan N2A
hiicrelerinin grafiksel verileri kiyaslandiginda, kullanilan doz ve siire ile yapilan kainik asit
muamelesiyle hiicreler 61diigii i¢cin, glutamat salinimin azaldig: diisiiniildii. Bu sonug, kainik
asitin eksitotoksite yoluyla hiicreleri 6ldiirdiigiinii gdstermistir ve hiicrelerin 6liimii ile paralel

olarak glutamat saliniminda azalma gozlenmektedir.

Kontrol hiicreleri (C) ile Sirt4 ile transfekte edilmis hiicreler (T) kiyaslandiginda
anlaml bir sonu¢ bulunmadi. 48 saat sonundaki 6lgiimde, Sirt4 ile transfekte edilmis grupta
glutamat saliniminda bir artis gozlendi; bu artisin sebebinin, Sirt4 ifade artis1 nedeniyle siire
sonunda yasamay1 basaran hiicre sayisinin fazla olmasindan kaynakli olabilecegi diistiniildii.
Ancak, ifade artis1 olsa da, sirtiiinlerin bir stres sonucu aktive olan “stress response” (stres
cevabi) ya da “survival” (yasami destekleyici) genler olduklar1 bilinmektedir. Bu nedenle,
kainik asit muamelesi olmayinca, kontrol ve transfeksiyon grubu arasinda anlamli bir

degisiklik olmadigini diisiinmekteyiz.

Sirt4 ile transfekte edilmis ve kainik asit ile muamele edilmis (T+KA) hiicre grubu ile
yalnizca Sirt4 ile transfekte edilmis grup (T) kiyaslandiginda, 6nemli bir fark goriilmedi.
Bunun nedeni, zaten Sirt4 ifadesi arttirilarak strese karsi giiclendirilmis hiicrelerde (pro-
survival) yapilan kainik asit muamelesinin, yasayan hiicre sayismi onemli Olgiide azaltip
glutamat saliimini azaltacak kadar yeterli olmamasi olabilir. Daha uzun siire ve daha yiiksek

dozda muamele gerektigi diistiniilmektedir.

Normal sartlarda zaman ile (48 saat boyunca besiyeri degismedigi i¢in) glutamat

birikimi olmaktadir ve besiyerinde biriken glutamat miktar1 artmaktadir. Kainik asit
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eklendiginde de zaman gectikge glutamat salinim miktarinin dogal olarak artmasini
beklemekteyiz. Ancak bizim uyguladigimiz dozda ve siirelerde, hiicrelerde gerceklesen
O0limden dolayr glutamat saliniminda diisis gozlenmistir (C ve C+KA grubu
kiyaslandiginda). 12 saat sonunda hiicre 6liimii 1000 uM kainik asit dozu ile ger¢eklesmistir.
Ancak 6 saat sonra Olglilmiis olsaydi, glutamat miktar1 artist gozlenebilirdi diye
diistiniilmektedir. Fakat kullanilan kitteki protokol uyguladig: i¢in, orada onerilen siirelerde
Olciim yapilmistir. Ayrica, 1000 uM’dan daha az bir doz kullanilirsa da 6liim azalacagi igin

hiicre 6liimii olmadan 6nceki glutamat salmimi yakalanabilir.

Glutamat assayde elde edilen en onemli sonug, kainik asit ile muamele edilmis olan
N2A hiicreleri (C+KA) ve kainik asit ile muamele edilmis olan transfeksiyon grubu (T+KA)
hiicrelerinin kiyaslanmasiyla elde edilmistir. Bu sonu¢ Two-Way ANOVA testine gore de
anlamli olarak belirlenmistir. Ozetle, Sirt4 ifadesini transfeksiyon ydntemiyle arttirdigimiz
hiicrelerde, Sirt4 glutamat metabolizmasmi diizenleyerek ve potansiyel koruyucu etki
gostererek hiicre oliimiinii azalttigi i¢cin daha fazla glutamat salinimi gézlenmistir. Bu bulgu
da, Sirt4’iin, eksitotoksisitenin molekiiler mekanizmasmi diizenleyerek engelledigini

gostermis oldu.

Calismamizda, Sirt4’iin glutamata bagli eksitotoksisiteye karsi potansiyel koruyucu
etkisi olabilecegi dogrulandi. Bu sonug, gelecekte Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi,
Hungtington hastaligi, fronto temporal demanslar ve ALS gibi sinir hiicrelerinde ilerleyen
kayip ve bu kayiba bagli olarak sinir sistemi fonksiyonlarmin yitirilmesinin goriildiigii bir¢ok
ndrodejeneratif hastaligin tedavi edilmesine yonelik bir strateji saglayabilir ve gelecekte
yapilacak c¢aligmalarla bu hastaliklarin yan etkileri olmayan tedavi arayislarina 151k tutabilir.
Sirtuinler kii¢clik molekiiller ile aktive edilebilen enzimler olduklar1 i¢in Sirt4’ii aktive eden

kiigiik molekiiller dizayn edilerek gelecek ¢aligmalar ila¢ hedefi gelistirmek i¢in planlanabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Ortalama yasam siiresinin artisiyla birlikte Alzheimer Hastaligi, Parkinson Hastalig1,
epilepsi gibi ndrodejeneratif hastaliklarin goriilme sikligi artmigtir. Biitiin norodejeneratif
hastaliklarin temelinde sinir hiicrelerinde ilerleyen kayip ve bu kayib1 takiben, sinir sistemi
fonksiyonlarmin yitirilmesi yer almaktadir. Noronal bir¢ok iglevi bulunan eksitatér amino asit
glutamatin sinaptik boslukta fazla miktarda bulunmasi néronal 6liim ve yaralanmaya neden
olur ve bu norodejeneratif hastaliklarin temelinde yatan nedenlerden biridir. Bu nedenle hiicre
disindan glutamatin geri toplanmasi norodejeneratif hastalik riskinin azalmasi i¢in kritik bir
noktada yer alir. Bu calismada, fare noroblastoma hiicrelerinde Sirt4’iin eksitotoksisiteye
kars1 koruyucu etkisi arastirilmistir. {lk olarak N2A hiicre hatt1, eksitotoksite olusturacak olan
farkli konsantrasyonlarda kainik asite maruz birakilmis ve hiicre canlilik testine tabi
tutulmustur. Testin sonucunda hiicre canliligi, 200 uM ve 1000 pM’lik konsantrasyon i¢in
anlamli (p<0.05) bir diisiis sergilemistir. 1000 uM, calisma konsantrasyonu olarak se¢ilmistir.
N2A hiicrelerinde Sirt4 ifadesi transfeksiyon ile arttirilarak, ifade artis1 western blot teknigi
ile dogrulanmistir. Kontrol N2A hiicreleri ile Sirt4 ifadesi arttirilmis N2A hiicreleri, 1000 uM
konsantrasyonda kainik asit ile muamele edilerek dort grup hiicre olusturulmus (kontrol N2A,
SIRT4 ile transfekte edilmis N2A, kainik asit ile muamele edilmis N2A, SIRT4 ile transfekte
edilmis ve kainik asit muamelesi yapilmis N2A) ve canlilik testi yapilmistir. Test sonucunda
elde edilen verilerde, kontrol hiicreleri ile kainik asit uygulanmis hiicre grubu kiyaslandiginda
*p=0.003<0.05 seklinde istatiksel olarak anlamli sonug elde edilmistir. Sirt4 ile transfekte
edilmis hiicreler ile kainik asit uygulanmis transfeksiyon grubu kiyaslandiginda
%p=0.045<0.05 seklinde istatiksel olarak anlamli sonuglar elde edilmistir. Kainik asit
uygulanmis hiicreler ile kainik asit uygulanmis transfeksiyon grubu kiyaslandiginda ise
Bp=0.004<0.005 seklinde anlaml1 bir sonu¢ elde edilmistir ve Sirt4 ifade artisinin kainik asit

sonucu olusan hiicre 6liimiinii azalttig1 gézlenmistir.

Yukaridaki dort grup hiicrede glutamat salmimi dl¢lilmiistiir. Sirt4 ifadesi arttirilmis
N2A hiicreleri ile Sirt4 ile transfekte edilmis ve kainik asit ile muamele edilmis N2A hiicreleri
kiyaslandiginda istatiksel sonu¢ *p=0.1237>0,05, kontrol ve Sirt4 ile transfekte edilmis N2A
hiicreleri istatistiksel olarak kiyaslandiginda istatistiksel sonu¢ “p=0,2934>0,05, ve kontrol ile
yalnizca kainik asit muamelesi yapilmig N2A hiicreleri istatistiksel olarak kiyaslandiginda

Pp=0,0729>0,05 verileri elde edildi. Kainik asit muamelesi yapilan kontrol hiicreleriyle Sirt4
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ile transfekte edilmis ve kainik asit muamelesi yapilmis hiicrelerin glutamat salmimi
kiyaslandiginda ise "p=0,0019<0,05 anlamli bir sonu¢ olarak elde edilmistir. Bu sonug,
Sirt4’iin glutamata bagl eksitotoksisiteye karst koruyucu olabilecegi seklinde yorumlanmastir.
Glutamat salinimint hiicreler 6lmeden kaydebilmek i¢in, kainik asit muamelesi bagladiktan 6
saat sonra Ol¢lim yapilabilir ya da 1000 uM’dan daha az bir kainik asit konsatrasyonuyla

muamele ederek glutamat assay yapilabilecegini 6nermekteyiz.

Bu caligsmadaki bulgular ile, eksitotoksisiteye karsi Sirt4’iin koruyucu oldugu sonucunu
destekleyen ve alternatif ¢alismalarla eksitotoksisteye karsi Sirt4 aktivitesini arttiran terapotik
yaklagimlar gelistirilebilecegini diisiinmekte ve eksitotoksisite mekanizmasi daha 1iyi

anlasilabilecegini 6ngdrmekteyiz.
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