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OZET

LAKTASISTIN'IN MEMBRAN LIPIDOMUNA VE NOROEKZOSITOZA
ETKILERININ GORUNTULEMELI ToF-SIMS VE ELEKTROKIMYASAL
YONTEMLER ILE ANALIZI

Inci BARUT
Analitik Kimya Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ocak 2022
Danigsman: Dog. Dr. Erol SENER
(Ikinci Danigman: Prof. Dr. John S. FLETCHER)

UPS ve norodejenerasyon arasindaki iliski son yillarda ¢okca calisilsa da bu olaylarla
baglantili metabolizmal degisimler heniiz gizemini korumaktadir. Bu c¢alismada bir para-
ndron hiicre modelinde, proteazomal bir inhibitor olan laktasistin farkli dozlarda kullanilmis,
degisen membran lipidleri, gériintiilemeli kiitle spektrometrisi ile tespit edilmistir. Ozgiin
elektrokimyasal yontemler olan tekil hiicre amperometrisi (SCA) ve hiicre i¢i vezikiil etkili
elektrokimyasal sitometri kullanilarak ise ndroekzositotik Ol¢timler yapilmistir. Yapilan
Ol¢ciimlere gore negatif bas grubuna sahip olan fosfatidilserin (PS), fosfatidilinositol (PI) ve
fosfatidik asit (PA) tiirleri, benzer bir egilim grafigi gostermistir. 1 uM-4sa laktasistin ile
eter-bagl fosfatidiletanolaminlerin (PE-O) bolluk seviyelerinin ve SCA yontemi ile
belirlenen katekolamin miktarlarinin paralel olarak azaldigir goriilmiistiir. Digerlerinden
farkli olarak, 10 pM-4sa dozu ekzositotik On-ayak olayir dinamiklerinde degisimlere ve
fosfatidiletanolamin (PE) tiirlerinde belirgin bir artisa neden olmustur. PE, PE-O, PI, PS, PA
miktarlar1 ise 10 uM-8sa dozu ile azalmistir. Bu calisma, belirli dozlarda /laktasistin'in
noroekzositoz olaymin en basinda gecisli flizyon poru stabilizasyonunu artirarak
ndrotransmitter sizintisin1 destekledigini ve bu olaylarin negatif bas gruplu lipid tiirlerinin
bollugu ile es zamanli iliskili olabilecegini gdstermektedir. Proteazomal inhibisyonun farkli
membran lipid smiflarinda degisimlere neden olarak noroekzositoz dinamiklerini

degistirdigini ve hiicrede iki ucu keskin degisiklikler yapabilecegini sdylemek miimkiindiir.

Anahtar Sozciikler: ToF-SIMS, Lipidomik, Laktasistin, Noroekzositoz, SCA.



ABSTRACT

ANALYSING THE EFFECTS OF LACTACYSTIN ON MEMBRANE LIPIDOMICS
AND NEUROEXOCYTOSIS USING ToF-SIMS IMAGING AND
ELECTROCHEMICAL METHODS

Inci BARUT
Department of Analytical Chemistry
Graduate School of Health Sciences, Anadolu University, January 2022
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Erol SENER
(Co-Supervisor: Prof. Dr. John S. FLETCHER)

The relationship between UPS and neurodegenerative diseases is of interest, yet
underlying changes in cellular metabolism are unclear. Herein, a proteasomal inhibitor,
lactacystin, has been used in a dose dependent manner on a para-neuron model cell line and
membrane lipid changes have been measured by using mass spectrometry imaging. In the
meantime, single cell amperometry (SCA) and intracellular vesicle impact electrochemical
cytometry have been employed as novel electrochemical methods to measure the events of
neuroexocytosis. According to the measurements, lipids with negative head groups such as
phosphatidylserines (PS), phosphatidylinositols (PI) and phosphatidic acid (PA) showed
similar trends. Abundance levels of ether-linked phosphatidylethanolamines (PE-O) and
number of released catecholamines monitored by SCA significantly decreased with 1 uM-4h
lactacystin treatment. Unlike other doses, 10 pM-4h changed the dynamics of exocytotic pre-
spike events and elevated phosphatidylethanolamine (PE) levels. Besides; PE, PE-O, PI and
PS levels upon 10 uM-8h treatment showed a decreasing trend. Thus, lactacystin at certain
doses promotes transient fusion pore stabilization and neurotransmitter leakage at the very
beginning of neuroexocytosis which may be concurrently related with the abundance levels
of lipids with negative head groups. Consequently, proteasomal inhibition can have double-
edged activity in the cell by changing neuroexocytotic dynamics and altering different

membrane lipid classes.

Keywords: ToF-SIMS, Lipidomics, Lactacystin, Neuroexocytosis, SCA.

vi



ONSOZ
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Dr. Anna LARSSON'a elektrokimya verilerimin yorumunda verdigi degerli fikir ve tim

samimiyeti i¢in;
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Kendisi ile kisa da olsa ¢alisma sansi buldugum, bundan sonra da birlikte ¢alismay1
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Emirhan NEMUTLU'ya;
Hayatimda iyi ki varlar dedigim, gordiigiimde hep iyilikler hissettigim sevgili Omer
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ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

vl 20

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir calisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim asamalardan bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimzi; bu caligsma kapsaminda elde edilemeyen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu calismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullamlan “bilimsel intihal tespit programiyla tarandigin ve higbir
sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim.

Herhangi bir zamanda, ¢aligmamla ilgili yaptigim bu beyana aykiri bir durumun
saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglara razi oldugumu

bildiririm.
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1. GIRIS VE AMAC

Ubikiitin proteazom sistemi (UPS) temel olarak protein kalite kontroliinden
sorumludur ve hiicre icerisinde olduk¢a karmasik bir orkestrasyona sahiptir. Alzheimer,
Parkinson ve Amiyotrofik Lateral Skleroz hastaliklar1 gibi ndrodejeneratif hastaliklarin ortak
patolojik durumlardan kdken aldigi bilinmektedir [1]. Son yillarda hiicresel birgok dnemli
yolakla iligkilendirilen bu sistemin en ¢ok da norodejeneratif hastaliklarla iligkisi ¢alisilmig
ancak bu iliskinin etiyopatogenezi ile ilgili ikilemler heniiz gizemini yitirmemistir.
Norodejeneratif hastaliklar; sinaptik bozulmalar, ge¢ donemlerde amiloid-, Lewy
cisimcikleri gibi ubikiitin-pozitif birikimler ile karakterize olabilmektedir [2-4]. UPS ise
protein kalite kontroliinlin yaninda lipid metabolizmasi ve ekzositoz gibi bir ¢ok hiicresel
prosese katilip sinaptik vezikiil salimini etkilemektedir [4-6]. Norodejeneratif hastaliklar gibi
kompleks durumlarin anlasilabilmesi icin altta yatan lipid metabolizmasi sinaptik ileti
durumu ve UPS sisteminin isleyisi gibi multifaktoriyel durumlarin incelenebilmesi bu
hastaliklarda uygun terapétik yaklasimlarin saglanabilmesi icin elzemdir. Bu tez
caligmasinda, Ozgiin analitik yontemler ile doz bagimli proteazomal inhibisyonun
ndroekzositoz kinetikleri ve membran lipidomu iizerinde yarattig1 degisimler analiz edilerek

norodejenerasyon baglaminda degerlendirilmistir.

UPS'nin etkilerinin arastirilmasi amaci ile kullanilan ajanlardan olan proteazomal
inhibitorler literatiirde farkli dozlarda g¢alisilmis olup; yiiksek dozlarda ndrodejenerasyon
modeli olusturmayr miimkiin kilarken, gorece akut ve diisiik konsantrasyonlarda
uygulandiginda terapotik etki gosterdigi farkli calismalarda tartigilmis olsa da bu durumun
sebebi heniiz bilinmemektedir. Proteazomal inhibitorlerin ndroekzositoz iizerindeki etkisini
gosteren sinirli sayida yayin mevcut olmakla birlikte bu durumun proteazomal inhibitdrlerin
sinaptik vezikiil salinim kinetiklerini etkileyebilecek bazi1 dnemli proteinlerin devir hizi ile
iligkisi oldugu diisiiniilmektedir. Hiicre membrani lipidlerindeki degisimin ndrodejenerasyon
ile iliskisi bilinmekle beraber bu etkinin néroekzositoz {izerine etkileri tartisilmakta ancak;
ne proteazomal inhibitdrlerin membran lipidleri lizerindeki etkisini ne de bu etkinin
noroekzositoz iizerindeki roliinii gdsteren bir caligma literatiirde bulunmamaktadir. Bu
calismada proteazomal bir inhibitoér olan laktasistinin kromafin hiicreleri iizerinde doza

bagiml etkileri, membran lipidlerindeki degisimler ve noroekzositoz dinamikleri yoniinden



iic 6zgiin analitik yontem ile incelenmistir. Bunlar; ugus zamanli- gériintiilemeli ikincil iyon
kiitle spektrometrisi (ToF-SIMS), tekil hiicre amperometrisi (SCA) ve hiicre i¢i vezikiil etkili
elektrokimyasal sitometri (IVIEC) olup analizlerin sonucunda noérotransmitter salim
mekanizmalarinda rol oynayan membran lipidlerinde farklanmalar tespit edilmis ve buna

paralel olarak da néroekzositoz dinamiklerinin degistigi bulunmustur.

Lipidler ge¢cmisten bu yana hiicrenin stabil yapi taslart olarak bilinse de, gliniimiizde
artik lipid molekiillerinin lipid-protein etkilesimleri ile protein modiilasyonu iizerindeki
etkileri, dinamik uzay-zamansal bulunurluklarinin degisimi ile hiicre membranin hayatsal
islevi ve norotransmitter salimi iizerindeki etkileri gibi kritik rolleri goriiniir hale gelmistir.
Norodejenerasyonun patolojisinin anlagilmasi ve nérodejenerasyona yonelik yeni tedaviler

gelistirilmesi acisindan da lipidler 6nemli bir yere sahiptir.

Hiicre membraninda bulunan lipid raftlar1 lipidce zengin protein fraksiyonlarindan
olusur ve bu yapilar ndroekzositoz i¢in son derece 6nemlidir [7]. Yayinlanan son ¢aligmalara
gore lipid ve lipid raft profillerinde meydana gelen degisikliklerin hem erken donem hem de
gec donem norodejeneratif degisiklikler ile iliskili oldugu gosterilmistir [8-13]. Dolayisiyla
noronal dokulardaki kritik rolleri ve ndérodejenerasyon arastirmalarinda artan yeri sayesinde
lipidler, gilinlimiizde terapétik hedefler haline gelmeye baslamistir [14]. Bununla birlikte

lipidlerin néropatogenezdeki rolleri heniiz tam olarak anlasilabilmis degildir [15].

Noroekzositoz ile vezikiillerden nérotransmitter saliminin gergeklesebilmesi icin belli
sirada olaylarin meydana gelmesi gerekmektedir. Bunlar sirasiyla; birden fazla protein-
protein ve protein-lipid interaksiyonunu gerektiren haberlesme, baglanma, kenetlenme,
fiizyon olaylaridir. Ekzositotik olaylarin regiilasyonunda lipid-protein etkilesimlerinin
fonksiyonu giiniimiize degin ¢ok iyi anlagilamamistir ve bunun anlagilabilmesi UPS gibi
protein regiilasyon mekanizmalarinin, membran lipidomunun ve ekzositozun igine katildigi

birden fazla kollu yaklasimlar1 gerektirir [16].

Membran lipidomundaki degisimler noroekzositotik parametreleri degistirmek
suretiyle noronal iletimde etkilidir. Fosfatidilinositoller ve fosfatidilserinler gibi bazi anyonik
lipidler membranin i¢ yiiziinde yer alarak sinaptotagmin gibi membran fiizyonunda rol

oynayan proteinlerle etkilesirler [17]. Fosfatidiletanolaminlerin ise hiicre zarindaki asimetrik



dagilimmin flizyon por olusumunda promotor olarak rol aldig:i bilinmektedir. Bu rol

ndrotransmitter salim mekanizmalar1 i¢in oldukca dnemlidir [18].

Literatiirde yapilmis caligmalarda proteazomal inhibitorlerin etkileri ile ilgili birbirine
zit goriilebilecek durumlar bulunmaktadir. Proteazomal inhibisyonun nérodejenerasyona yol
actigt ve hatta norodejenerasyon modeli olusturmak igin proteazomal inhibitdrlerin
kullanildig: ¢aligmalar literatiirde ¢ogunlukla mevcuttur [19]. Diger taraftan, bazi calismalar
da bunun aksi bi¢gimde proteazomal inhibitorlerin néroprotektif etkilerini savunmustur [20,
21].0yle ki, baz1 galigmalar proteazomal inhibisyonun heat shock proteinlerini artirarak bir
geri-besleme cevabi yarattigini ve boylelikle oksidatif stresi 6nledigini bildirmistir [22, 23].
Basgka caligmalar ise proteazomal inhibisyonun motor ndronlar arasinda sinaptik giicii
artirdigin1 gdstermistir [24]. Bahsedilen bu arastirmalar bir biitiin olarak incelendiginde
yiiksek doz proteazomal inhibitorlerin kullanildig1 ¢alismalarin apoptotik ve ndrodejeneratif
etkilere neden oldugu, diisiik dozlarin kullanildig1 ¢aligmalarda ise noroprotektif etkilerin
savunuldugu dikkat ¢ekmektedir. Dolayisi ile proteazomal inhibisyonun iki ucu keskin bu

ozelliklerinin anlasilmasi ayrintili bir analiz gerektirmektedir.

Bu tez c¢aligmasi proteazomal inhibisyonun lipid profillerinin farklanmasi ve
ekzositotik olaylar iizerindeki etkilerinin kapsayici olarak arastirilmasini amaglamstir. Lipid
profillerinin farklanmas1 ve ekzositoz etkileniminin kesisimi norodejeneratif yolaklar
baglaminda bir ortaklik gostermektedir. Proteazomun inhibisyonu i¢in geri-doniisiimsiiz bir
inhibitdr olan ve farkli sistemlerde daha 6nceden denenmis olan laktasistin se¢ilmistir [25].
Literatiirde incelenen ve yiiksek veya diisiik doz kullanimindan kaynakli oldugu diisiiniilen
farkli sonuglarin yarattig1 karsithigr da incelemek amaciyla, analizlerde 1uM-4 sa, 10uM-4
sa, 1uM-8 sa, 10uM-8 sa dozlarinin kullanilmasi uygun bulunmustur. Model olarak tercih
edilen kromafin hiicrelerinin membranina ait lipidomik degisikliklerin analizinde
gorilintiilemeli ToF-SIMS kullanilmis olup, buna paralel olarak ekzositoz stimiile edilmis
hiicrelerden salinan nérotransmitter miktarini ve vezikiiler nérotransmitter igerigini 6lgmek
icin de sirast ile tekil hiicre amperometrisi (SCA) ve hiicreigi vezikiiler etkili elektrokimyasal
sitometri (IVIEC) kullanilmistir. Bu tez ¢alismasinda literatiirde ilk olarak farkli dozlarda
laktasistin ile indiiklenmis proteazomal inhibisyonun membran lipidomigi ve ndroekzositoz

izerine olan etkileri li¢ 6zgiin analitik yontem olan goriintiilemeli ToF-SIMS, SCA ve IVIEC



ile analiz edilmistir. Elde edilen sonuglar daha Onceden bildirilen c¢aligsmalar ile hem
ekzositoz dinamikleri hem de lipid degisiklikleri acisindan, ayrica laktasistinin doz
degiskenliginin yarattig1 etkiler bakimindan degerlendirilmistir. Bu ¢oklu yaklasim yardimi
ile farkli analitik yontemlerin bir arada kullanilmasi sonucu elde edilen veriler proteazomal
inhibisyonun nérodejeneratif hastaliklarin patolojisi ile baginin daha iyi anlasilabilmesi i¢in

bir koprii gorevi gormektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Ubiquitin Proteazom Sistemi ve Norodejenerasyon

Ubikiitin proteazom sistemi (UPS) hiicrede kompleks bir orkestrasyona sahip, evrimsel
olarak korunmus ve temelde protein kalite kontrolii ile ilgili bir mekanizmadir. Ancak bu
sistemin dogrudan veya dolayli olarak hiicrede baska sistemlerle de iligkili oldugu son
yillarda yapilan ¢aligmalar ile gosterilmeye baglanmistir. Protein kalite kontroliinden sorumlu
olmasi nedeni ile UPS o6zellikle Alzheimer hastaligit (AH), Parkinson hastaligi (PH),
Amiyotrofik  Lateral Skleroz (ALS) gibi norodejeneneratif hastaliklar ile
iligkilendirilmektedir. Ancak bu hastaliklarin m1 UPS sistemini bozdugu yoksa UPS'de
meydana gelen bozulmalarin m1 ndrodejenerasyonun patolojisinde rol oynadigi heniiz

belirlenememistir [20].

AH, PH ve ALS gibi norodejeneratif hastaliklar ileri yaslarda ortaya ¢ikan, cesitli
semptomlar ile kendini gosteren, ¢ogunlukla sporadik olarak gelisen ve en Onemlisi
patogenez agisindan bazi ortakliklar tasiyan norodejeneratif hastaliklardir. Molekdiler
diizeyde proteinopati olarak tanimlanmalarinin sebebi hiicre i¢i ve hiicre digsinda biriken
toksik, anormal proteinlerin varlifindan ileri gelir. Alzheimer hastaliginda AP ve tau
proteinlerinin birikimi, Parkinson hastalifinda lewy cisimcikleri, parkin, ve a-siniiklein,

ALS'de ise TDP-43 ve Bunina cisimcikleri gibi yapilarin birikimi gézlenmistir [26, 27].

Noronlarin hiicresel olarak efektif calismasi, hiicre igerisindeki proteinlerin sentezi,
degredasyonu ve bu olaylarin dongiisel hizin1 kontrol eden mekanizmalarin iyi calisip
calismadigma baghdir. Bu olaylar sirasinda néronlarda protein kalite kontrolii, hiicre i¢i
birikimlerin temizligi UPS, otofagolizozom ve ekzositoz ile gerceklesir. Otofagolizozom
mekanizmas1 zarar gérmiis hiicre i¢i organellerin ve biiylik proteinlerin temizliginden
sorumludur. UPS ise sitoplazmadaki ve hiicre ¢ekirdegindeki mutant, yanlis katlanmis ve

birikmis proteinlerin kontroliinden sorumludur [28, 29].

2.1.1. Proteazomlar

Proteazomlar non-lizozomal protein degredasyonundan sorumlu, birden fazla alt

iiniteden olusan proteazlardir. Okaryotik hiicrelerde sitozolde ve ¢ekirdekte bulunurlar. Bir



proteazom, 20S adi1 verilen bir katalitik merkez ve 19S'lik bir veya iki terminal regiilator
kisimdan olusur. Regiilator kisim 20S'lik merkez kismin bir veya iki tarafina baglanarak
enzimatik olarak aktif birimleri meydana getirir ayn1 zamanda ubikiitin baglanmis proteinleri
tanir. Eger 20S'lik merkez tiniteye bir tane regiilator kisim baglandi ise sedimantasyon kat
say1s1 26S olur bu tiir yapilar 26S proteazomu olarak anilir. Eger regiilator kistm merkezin
her iki tarafina baglandiysa bu kez uzamis bir 30Slik birim meydana gelir. 20S'lik proteazom
ise 4 adet heteroheptamerik halkadan olusur. Bunlar iki adet dista a halkalari, iki adet ise icte

B halkalar1 olarak konumlanirlar [30].

2.1.2. Proteazomal inhibitorler

Proteazomal inhibitdrler UPS sisteminin etkilerini anlayabilmek amaci ile
norodejenerasyon odakli olarak calisilmis ancak ¢ogunlukla bu arastirmalar genetik veya

proteomik diizeyde olmustur [31, 32].

2.1.2.1. Laktasistin

Laktasistin, streptomyces tarafindan {lretilen dogal bir proteazomal inhibitordiir.
Laktasistin ¢ogunlukla proteazomun 20S alt katalitik merkezine baglanarak islev gorerek su
ana kadar bilinen ii¢ peptidaz aktivitesini inhibe ederken, ayni zamanda biiylik 26S
kompleksi iizerinde de peptit hidrolizine neden olarak kisa ve uzun émiirlii proteinlerin UPS

tarafindan kontroliinii de inhibe eder [25].
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Sekil 2.1. Laktasistin'in molekiil yapisi, L-Sistein, N-asetil-S-[(3S,4R)-3-hidroksi-2-[(1S)-1-hidroksi-2-
metilpropil]-4-metil-5-okso-D-prolil]- (ACI), (CAS Numarasi: 133343-34-7)

2.2. Noroekzositoz
2.2.1. Vezikiiller

Vezikiiller norotransmitterlerin ve diger sinyal molekiillerinin taginmasi ve salimindan
sorumlu organeller olup boyut ve igeriklerine gore kabaca ikiye ayrilirlar. Biiylik yogun
cekirdekli vezikiiller (Ing. large dense core vesicles, LDCV), adindan da anlasilacag: iizere
gorece daha biiyiik, transmisyon elektron mikroskobu kullanildiginda "yogun g¢ekirdek"
kisminin gozlenebildigi tiirde yapilardir. Bu yogun ¢ekirdek adi verilen kisimda ¢ogunlukla
bir protein karigimi bulunur ve bu karisim kromogranin protein ailesinden gelir [33, 34].
Sinaptik vezikiiller (SV) ise daha kiicliktiir ve protein igerikleri olduk¢a azdir [35].
Norotransmitter tasiyict vezikiillerde bazi membran proteinleri de mevcuttur ve bu
proteinlerin seviyelerindeki degisimler hem vezikiil icerigindeki katekolamin miktarini

degistirebilmekte hem de ekzositoz dinamiklerini etkileyebilmektedir [36].

2.2.2. Ekzositotik yolak

Hem LDCYV tipi hem de SV tipi vezikiiller endoplazmik retikulum orijinli olup trans-

Golgi aginda sentezlenirler. Vezikiillerin biyogenezi sonrasi salim bdlgesine transferleri



gergeklesir. Vezikiiller hiicre zarmin aktif bolgelerinde yuvalanirlar (ing. docking) ve
iceriklerini salmak {izere hazir hale gelmeye baslarlar (ing. priming) [36]. Vezikiiller hazir

oldugunda sitozolde miktari yiikselen Ca*"'

un yarattig1 sinyal vezikiiler zar ile hiicre zarinin
kaynagmasini baglatir. Bu olayin gerceklesmesi kalsiyum iyonlarinin SNARE kompleksi ad1
verilen yapilarin konformasyonel degisimi ve bu sayede vezikiil ile hiicre membranini
kaynasacak kadar yakinlastirmasi ile miimkiin olur. Kalsiyumun bu olayda nasil bir rol
oynadig1 tam olarak bilinmemekle birlikte sinaptotagmin adi verilen proteinin kalsiyuma
baglandig1 SNARE kompleksinde degisimler yarattig1 diigiiniilmektedir. SNARE kompleksi
ayni motife sahip ili¢ farkli membran proteininden olugmakta ve bunlardan sintaksin ve
SNAP-25 ya hiicre zarina kancali halde ya da sitozolde ¢oziinlir halde bulunur iken
sinaptobrevin ise vezikiil zarina bagl halde bulunmaktadir. SNARE kompleksinin olusumu
vezikiiller hiicre zarina yakinken meydana gelir ve bu proteinler ancak kalsiyum miktarinin

yiikselmesi ile bir fermuar gibi kenetlenir. Boylece vezikiil membrani ile hiicre membrani bir

aciklik (por) meydana getirecek kadar yaklasmis olur [37].

2.2.3. Ekzositozun diizenlenmesi

Onceleri ekzositoz olaymnin yalnizca tek bir bigimde gerceklestigi diisiiniiliiyordu.
Buna gore; SNARE kompleksi flizyon porunun ilk agilmasini regiile ettikten sonra por
genigleyerek membranla tam olarak kaynasir ve vezikiil tiim igerigini hiicre digina atar. Bu
olay tam salim adini alir. Ancak zaman igerisinde arastirmalar ekzositoz olayinin her zaman
bu sekilde gerceklesmedigini, flizyon porunun kaynasmadan dnce de agilip kapanabilecegini
gostermistir. Bu olaylar porun agik kalma siiresine ve ne miktarda igerik salindigina gore
farkli isimlerle anilmistir. Ornegin; "6p-ka¢" modunda ¢ok dar bir por acilir ve cok kisa
stirede az miktarda transmitter salinarak por tekrar kapanir. Daha sonra vezikiil aktif
bolgeden ayrilir. "Parcali salim" olayinda ise por ilk olarak kiigiik bir miktar acilir ve gérece
daha uzun zaman agik kalir ve daha fazla transmitter salimi1 gerceklesir. Pargali salim
hiicrelerin daha esnek olabilmesiyle, dolayisiyla i¢ ve dis olaylara gore davranis degisikligini
daha kolay gerceklestirebilmesiyle, yani néroplastisite ile iliskilendirilmektedir. Bazi
aragtirmalar genel geger olarak bilinen ya hep ya hi¢ salimin yani tam salimin aksine parcali

salimin aslinda daha ¢ok gerceklestigini savunmustur. Gelistirilen yeni elektrokimyasal



yontemler sayesinde salinan transmitter maddelerin fraksiyonu ve pargali salimin ne boyutta

oldugu hakkinda kantitatif bilgilere ulagsabilmek miimkiindiir [38].

2.3. Noronal Hiicrelerde Lipid Dinamikleri
2.3.1. Fosfatidilinositol ve fosforile tiirevleri

Memeli hiicrelerinde bulunan fosfatidilinositol (PI) tiirleri inositol basgrubunun
fosforile olmas1 ile meydana gelir. PI tiirleri bir ¢ok hiicre tipinde az bulunurken beyinde
olduk¢a fazla miktarda olup sinyal iletiminde 6nemli rol oynarlar. Vezikiillerin sinaptik
dongiisii sirasinda hizli bir membran fiizyonu gergeklesirken farkli proteinler bu siirece katilir
ve hiicre iskeletinde yeniden yapilanmalar meydana gelir. Bu siirecte farkli zamanlarda PI'lar
da olusur ve katabolize olur. Dinlenme durumundaki bir néronun hiicre zarinda bulunan PI
tiirlerine klatrin proteinleri, dinamin, epsin gibi bir ¢ok ndronal protein baglanir. Klasik
fosfolipaz C-aracili sinyal iletim siireglerinde fosfatidil inositollerin ve diagilgliserollerin
metabolitleri hiicre i¢i Ca?" konsantrasyonunu artirir. Sinaptik vezikiillerin presinaptik
membrana gonderilerek vezikiil dongiisiiniin baslamasinda DAG tarafinda islevlendirilen
MUNC-13 adli protein rol oynarken dongili sinyalinin kapatilabilmesi ise DAG kinazin
DAG" fosforile ederek fosfatidik asit (PA) iiretmesi ve akabinde PA'nin PI gibi farkl
lipidlere doniigsmesi ile miimkiin olur. Sinaptik vezikiiller salindiktan sonra dongiiniin devam
edebilmesi i¢in bu vezikiillerin geri doniisiime ugramasi veya endositoz gergeklestirmesi
gereklidir. Sinaptik vezikiil dongiisiinde AP2 gibi proteinler intakt PI formlarma ihtiyag
duyarken MUNC-13 gibi proteinler i¢in bunlarin yikim iriinleri gereklidir. Dolayis1 ile

fosfatidil inositol diizeyleri sinaps fonksiyonu ve sinyal iletimi i¢in olduk¢a dnemlidir.

2.3.2. Fosfatidilserin

Fosfatidilserin (PS) lipidleri normalde hiicre zarmin i¢ kisminda yer alir ancak apoptoz
gibi hiicresel iletimde gerceklesen farklanma durumlarinda dis kisma da gogebilirler.
Beyinde fosfatidilserinlerin hiicre zarindaki bu sekildeki asimetrik dagiliminin beynin ATP
tilketiminin %?20'sini olusturdugu hesaplanmis olsa da bu asimetrinin islevi tam olarak

anlagilamamistir. Bu durumun PS'nin sitoplazmaya doniik anyonik yapida bir lipid olmas1 ve



boylece SV dongiisii icin gereken proteinlerin iglevsellestirmesindeki fonksiyonu ile ilgili
oldugu diisliniilmektedir. Fizyolojik pH'da PS'in negatif yiikii -1'dir boylece elektrostatik bir
diizenleyici olarak fonksiyon gosterir. Ayrica birgok proteinin C2 domainine baglanir. Bir
sinaptik vezikiil proteini olan sinaptotagmin-I, iki C2 domaini tasiyan bir kalsiyum
sensoriidiir. [39] Bu protein, C2 domainlerinin fosfatidilserin ve fosfatidilinosiollerin
anyonik bas gruplarina baglanmasi ile islevsel hale gelir [40]. Aym sekilde protein kinaz C
alfa'nin da aktivitesi kalsiyum bagimlidir ve kalsiyuma baglanmasi ancak fosfatidilserine
spesifik baglanmasi ile miimkiin olur. Fosfatidilserin ayrica dokosahekzaenoik asit (DHA)
gibi, diyetle de aliabilen biyoaktif yag asitleri i¢in de depo gorevi goriir. DHA kan beyin
bariyerini gegerek hizli bir sekilde hiicre zarindaki PS gibi gliserofosfolipidlerle esterlesir.
DHA miktar arttikga ndronal hiicrelerde PS miktar1 da artar [41].

2.3.3. Fosfatidiletanolaminler

Fosfatidilserin gibi fosfatidiletanolaminler (PE) de hiicre zarinin i¢ kisminda
bulunurken PS'lere gore, PE'ler arasidonik asit agisindan daha zengindir. PS'lerde ise DHA
daha yiiksek miktarda bulunur. Beyindeki fosfatidiletanolaminlerin biiyiik bir boliimii eter
baglarina sahiptir. Bunlarin da biiyiikk boliimii de alkenil formlaridir (C-O-C=C) ve
etanolamin plazmalojenler (pPE) olarak adlandirilirlar. Plazmalojen etanolaminlerin
bulunurlugunun fazla olmasmin membran flizyonundaki rolii ile iliskili oldugu
diistiniilmektedir. Fizyolojik sicakliklarda pPE ters hekzagonal biyofiziksel o6zellik
gostererek membran akigkanligini artirir ve membran-membran fiizyon olay1 bu sayede artar.
Sinaptik vezikiillerde gorece olarak pPE miktar diisiik olsa da, pPE agisindan yoksun olan

hiicrelerde membran dinamiklerinin bozuldugu gosterilmistir [39].

2.4. Kiitle Spektrometrisi

Bir kiitle spektrometresi en temelde iyonlarin kiitle/yiik (m/z) oranlarini &lger. Ug
asamadan olusan bu siire¢ Oncelikle molekiillerin gaz fazinda iyonlara doniigsmesini
gerektirir. Daha sonra bu iyonlar kiitle analizorii denilen kisimda m/z degerlerine gore

birbirlerinden ayrilarak her bir tiiriin miktarlar1 saptanir. Son 20-30 yilda kiitle spektrometrisi

10



teknolojisindeki gelismeler sayesinde biyolojik ve klinik analizler miimkiin kilinmis olsa da

kiitle spektrometrisinin ilging tarihi 1900'li yillarin bagindan itibaren baglar [42].

2.4.1. Kiitle spektrometrisinin kisa tarihi

Kiitle spektrometrisinin (MS) temellerini bir katot 1sin tiipiindeki elektrik alani
icerisinde elektron tespiti yapmay1 basaran fizik¢i J.J. Thomson 1897 yilinda atmistir ve bu
kesfi ile 1906 yilinda Nobel Fizik Odiilii'nii almistir. Bundan sonraki basamakta Thomson
kiitle spektrografi, daha sonra parabol spektrografi olarak adlandirilacak olan cihazi,
gelistirerek elementlerin atomik agirliklarini 6lgmiistiir [43]. Bu cihaz i¢inde bulunan tahliye
tiipleri olarak adlandirilan tiiplerde olusturulan iyonlar elektrik ve manyetik alanlara gegerek
parabolik yoriingeler ¢izmistir. Bunun sonucunda olusan 1sinlar ise fotografik tabakalar veya
floresan perde iizerinde tespit edilmistir. Daha sonra Thomson'un 6grencisi olan F.W Aston
bu cihazi daha da gelistirerek iyonlarin kiitlere gore sacilip hizlarina goére fokuslandig bir
sistem ortaya ¢ikararak rezoliisyonu artirmus, 2°Ne ve *’Ne'yi kesfederek stabil izotoplarin
varhigini ortaya ¢ikarmis ve bdylece kendisi de 1922'de Kimya alaninda Nobel Odiilii'nii
almaya hak kazanmigtir [44]. Kiitle spekrometrisinin biyoanalitik kimya alaninda
uygulanmaya baglanmasi1 1940'l1 yillarda modern kiitle spektrometrisinin atast kabul edilen
Alfred Nier Onciiliigiinde gerceklesmis, bu donemde manyetik sektor alanl kiitle
spektrometresi gelistirilmekle birlikte, *C gibi agir kararli izotoplar ile zenginlestirilen
biyolojik yapilarin iz takibi yapilmistir. Dahasit bu donemde Johnson ve Nier isbirligi ile
gelistirilen simetrik elektrostatik kiitle analizorii ve asimetrik manyetik alan1 sayesinde iyon
demetinin agisal farklanmasini miimkiin  kilarak {retilen iyonlarin ayriminin
optimizasyonunu saglayan bir kiitle spektrometresi gelistirilmistir. 1950'li yillarin ortalarinda
farkli organik molekiillerin fragmantasyon paternleri aydinlatilmaya baglanmis bundan sonra
Kiitle spektrometrisinin kullanimi biyolojik alana ve endiistriye tasinmistir. 1980'li yillara
kadar ise kiitle spektrometri analizleri kiigiik molekiiller ile sinirli kalmis hizli atom
bombardimani (ing. FAB) tekniginin gelismesi ile biiylik molekiiller sivi matrikste ¢oztinmiis
termal olarak degisken intakt polar bilesiklerle bombarde edilerek analiz edilmistir. John
Fenn ve Masamichi Yamashitanin 1984 yilinda elektrosprey iyonizasyon (ESI), 1985 yilinda
ise Hillenkamp ve Karas'm matriks-destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon (MALDI)
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tekniklerini gelistirmesi ile peptitlerin ve proteinlerin izole yiiklii tiirlerini elde etmek, kiitle
spektrometrisini sivi kromatografisi, gaz kromatografisi, kapiller elektroforez gibi ayirma
yontemleri ile de birlestirmek miimkiin olmus ve bu yontem biyologlarin ve medikal alanda

calisanlarin biiyiik oranda ilgisini ¢ekmistir [45].

2.4.2. ikincil iyon kiitle spektrometrisi (SIMS)

Ikincil iyon kiitle spektrometrisi yontemi en genel olarak rnek yiizeyine enerji yiiklii
primer iyonlarin yiiksek vakum kosullar1 altinda génderilmesi, bunun sonucunda da ikincil
iyon tiirlerinin yiizeyden siyrilmasi esasmna dayanir. Yiizeyden siyrilan ikincil iyonlarin
kiigtik bir kism1 ytiklii haldedir ve bunlar tahliye edilerek kiitle spektrometresi igerisine
yonlenirler [46]. SIMS analizlerinin dinamik ve statik olarak temelde iki modu
bulunmaktadir. Statik SIMS cihazlarinda ¢ogunlukla atimli iyon kaynaklar1 ve ugus zamanl
kiitle analizorleri (ToF) kullanilir. iyon demetli atimlarm yapildigi kaynaklarin kullanilmaya
baslanmasi ile ToF-SIMS analizlerinin sensitivitesinde biiyiik iyilesme olmustur. Iyon
demetleri sayesinde molekiiler iyon verimi artmis, ylizeydeki organik molekiillerin zarar
gorerek pargalanma ihtimalleri azalmis, boylece elementel yerine molekiiler bilgiye ulagim
miimkiin olmustur. Dinamik SIMS'de ise sensitivite statik limite (10'* primer iyon/cm?)
iistiin gelme durumu ile ilgilidir [46-48]. MALDI-MS (Matrix Destekli Lazer Desorpsiyon
Kiitle Spektrpmetrisi), DESI-MS (Elektrosprey lIyonizasyon Desorpsiyonu Kiitle
Spektrometrisi) gibi diger yiizey desorpsiyon yontemlerine nazaran SIMS daha ytiiksek bir
yiizey sensitivitesine sahiptir. SIMS analizlerinde kullanilan bazi iyon bombardiman tiirleri
sonucunda ornek ylizeyinde 50 nanometreden daha kiiciik fokuslanma alanlarini

olusturabilmek miimkiin olur [46].

2.4.3. Ucus zamanh Kkiitle analizorii

Ugus zamanl kiitle analizorleri (ToF), kinetik enerjileri esit ancak kiitle-ylik oranlar1
farkli olan iyonlarin uzunlugu bilinen bir tiip icerisinde ugurularak ayrilmasini saglarlar.
Iyonizasyon prosesi siiresince elde edilen iyonlar ugus zamam tiiplerinde hizlandirilir ve

diistik m/z’ye sahip iyonlar yiiksek olanlardan daha hizli yol alir. Bir iyonun tiip boyunca
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alacagi yol ile onun m/z degeri arasindaki iligki, yliklenmis olan partikiillerin potansiyel ve

kinetik enerjisini gosteren esitliklerden ¢ikarilabilir [49].

2.5. Noroekzositoza Ait Olaylarin Analizi icin Kullanilan Elektrokimyasal Yontemler
2.5.1. Tekil hiicre amperometrisi

Tekil hiicre amperometri teknigi 1990 yilinda Wightman grubunun tekli adrenal
kromafin hiicrelerinde in vitro voltametrik ¢aligmalar yapmasi ile baglamistir. Caligsmalarinda
ard arda yapilan taramalarda pik akiminda gozlenen hizli dalgalanmalar1 miinferit ekzositotik
salim olaylarina dayandirmalarinin yan1 sira goézlenen bu akimin salinan katekolaminlerin
oksidasyonundan kaynaklandigin1 da gozlemislerdir. Daha sonra ayni yontemi kullanarak
ancak uygulanan potansiyeli sabit tutmak suretiyle zamansal ¢6ziiniirliigii anlamli derecede

yiikseltmisler ve boylece tekil ekzositotik salim olaylarini ayrimlamay1 basarmislardir [50].

Tekil hiicre amperometrisinde ortalama bir hiicre biiyiikliigii skalasindaki (5-10 pum)
bir mikro elektrot 45° ag1 ile kiiltlir icerisindeki hiicrenin iizerine konumlandirilarak
potansiyel uygulanir. Uygulanan potansiyel goézlenen akimin kiitle transferi limitinde
olmasin1 garantileyecek bir miktarda sabit tutulur. Katekolamin salimini goriintiileme de
kullanilan caligmalarda, ¢ogunlukla kullanilan potansiyel Ag|AgCl referans elektroduna
kargilik 700 mV'tur. Hiicre i¢i Ca?" konsantrasyonunu artirarak vezikiil flizyonunu ve salimi
tetiklemek icin elektriksel ve kimyasal uyarim uygulanir. Salinan molekiiller difiizyonun ve
oksidasyonun etkisi ile elektrot yiizeyine hizlica ulasarak zamanin bir fonksiyonu olarak
akim cevabinin gozlenmesine olanak verirler. Ayni zamanda burada gozlenen pikin
integrasyonu ile ylik miktar1 (Q) hesaplanir. Faraday yasasina gore; tekil bir olayda salinan

mol sayisi elde edilen yiik ile dogru orantilidir ve

N=2 @.1)

esitligi ile ifade edilebilir. Bu esitligi yeniden;
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molekiil sayisi = %K (2.2)

seklinde ifade etmek miimkiindiir. n burada reaksiyon sirasinda transfer edilen
elektronlar1 gdsterirken, F faraday sabitini, N salinan mol sayisini K ise Avogadro sayisinin

Faraday sabitine boliimiinii (Na/F = 6.2415¢!® elektron/C) ifade eder.

Akim norotransmitter salimi ile bagintili iken amperometrik pikin analizi ile fiizyon
porunun dinamik prosesleri ve transmitterlerin vezikiilden sizintis1 hakkinda bilgi sahibi
olunabilir. Bir salim olayinda pikin yiikselme zamani (Tyixksetis) gozlenerek fiizyon porunun
geniglemesine dair; pikin diisiis zamani (Taisis) gozlenerek ise porun kapanmasi ve
ekstraseliiler bosluga salinan molekiillerin tiikkenisi hakkinda kinetik bilgi elde etmek
miimkiindiir. Pikin genligi (Imaks) saniyedeki maksimum molekiil veya yiik akisini gosterir.
Pikin yan ylikseklikteki genisligi ise (Ti2) tim salim olaymnin siiresinin anlagilmasini
saglayan bir gostergedir. Fiizyon poru olusurken asil salim haricinde pordan transmitterlerin
ufak bir kismi sizabilir bu olay amperometrik pik analizinde pik ayag: olarak gozlenir. Esas
pik Oncesi olugan bu ufak yiikselmenin siiresi tiyax , maksimum akim ise layak olarak
adlandirilir. Fiizyon poru genislerken salinan transmitter miktar1 artar ve akimda ytikselme
meydana gelir. Norotransmitter diflizyonunun ardindan por kapanir ve akim yavasca
sontimlenir. Gozlenen tekil olaylarin ufak bir kisminda por bu ilk anda ag¢ilir ve tiimden bir

salim meydana gelebilir.
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Sekil 2.2. Tekil Hiicre Amperometrisi (SCA) sonucu elde edilen ekzositoz pikine ait parametreler ve
ekzositoz olayimin bu parametrelerle esleniminin sematik gosterimi.

2.5.2. Hiicre ici vezikiil etkili elektrokimyasal sitometri (IVIEC)

Hiicre i¢i vezikiil etkili sitometri, IVIEC yontemi ile hiicre iginde bulunan vezikiil
iceriklerini 6l¢ebilmek miimkiin hale gelmistir. Roberts ve arkadaglar1 karbon-fiber nano
elektrotlar ile hizli taramali dongiisel voltametri tekniklerini birlestirmis bdylece kromafin
hiicreleri igerisinde bulunan nor-epinefrin ve epinefrin igeren vezikiilleri birbirinden
ayirdetmeyi basarmiglardir. Bu ¢alismanin sonunda epinefrin iceren vezikiillerdeki
katekolamin miktariin daha yiiksek oldugunu bularak vezikiilleri katekolamin igeriklerine
gore siniflamay1r basarmislardir. SCA ve IVIEC tekniklerini kombine ederek salim
fraksiyonunu hesaplamak miimkiindiir. Salim fraksiyonu vezikiillerden salinan transmitter
madde miktarmin IVIEC ile olgiilen vezikiiler icerik miktarina boliinmesi ile elde edilir.
Ewing ve grubu bu iki yontemi kombine olarak farmasotik ¢aligmalarda kullanarak, plastisite
ve ndrotransmisyon mekanizmalart ile alakali yeni yaklasimlar gelistirmektedir. Yapilan bir

caligmada arastirmacilar, SCA ve IVIEC yontemleri ile kokain ve metilfenidat maddelerinin
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ekzositoz ve salim fraksiyonu iizerindeki etkisini arastirarak; bu iki maddenin vezikiiler
katekolamin igerigini ve ekzositotik katekolamin salimini azalttigini, ancak bu maddelerin
salim fraksiyonu ve kognisyon iizerindeki etkilerinin bunun tersi oldugunu gostermislerdir.

Buradan yola ¢ikarak da salim fraksiyonunun kognisyon ile ilgisini tartigmislardir [S1].
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3. GEREC

3.1. Kimyasal Maddeler

Tablo 3.1. Kullanilan Kimyasal Malzemelerin Listesi

Kimyasal Ad1 Firma
Laktasistin Sigma-Aldrich
Poli-D-Lizin Sigma-Aldrich
2-Metilbiitan Sigma-Aldrich
Amonyum format Sigma-Aldrich
Etanol 99,7 % Solveco AB
KCl1 Sigma-Aldrich
MgClz Sigma-Aldrich
CaClz Sigma-Aldrich
Glukoz Sigma-Aldrich
HEPES Sigma-Aldrich
Penisilin Sigma-Aldrich
DMEM/Ham's F12 Invitrogen
Fotal Bovin Serum Sigma-Aldrich
Amfoterisin B Invitrogen
Sitozin B-D-Arabinofuranosit Sigma-Aldrich
Triptan Mavisi Sigma
5-fluoro-2'-deoksiiiridin Sigma-Aldrich
Streptomisin Sigma-Aldrich
Kollajenaz P Roche
Fosfat-Salin Tamponu (PBS) Sigma-Aldrich
Epoksi Epoxy Tech

3.2. Cihazlar

Tablo 3.2. Kullanilan cihazlarin listesi
Cihaz Firma
ToF-SIMS-J105- 3D Kimyasal Goriintiileyici IONOPTICA Ltd.

Saf Su Cihaz1
Vakumlu Ornek Kurutucu
Invert Mikroskop

Purelab Classic purification (ELGA, Isvec)

Eppendorf Concentrator Plus

IX71, Olympus
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Tablo 3.3. (Devam) Kullanilan cihazlarin listesi

Axopatch 200B Potansiyostat Molecular Devices, Sunnyvale, CA
Patch-Clamp Mikromanipiilator PCS-5000, Burleigh Instruments, Inc., USA
Mikropipet Cekici PE-21, Narishige, Inc., Japan
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4. YONTEM VE BULGULAR
4.1. Yontem
4.1.1. Kromafin hiicrelerinin izolasyonu ve Kkiiltiirii

Sigir adrenal bezleri yerel bir kesim yerinden temin edilmistir. Yaklagik 6-7 adet
adrenal bez toplandiktan hemen sonra 300 mL Locke's tamponu (250 pg mL! amfoterisin
B antifungalini i¢ceren 1000X stok'un 1:1000 oraninda seyreltilmesi ile elde edilir) iceren
steril siseye aktarilmistir. Sise buz lizerinde tutulmustur. Hiicre kiiltiirli kabininde adrenal bez
tizerindeki yag ve bag dokular1 makas yardimi ile uzaklastirilarak adrenal vene yaklagik 10
mL, 1x Locke tamponu perfiize edilmistir. Yikanmis adrenal bez 1x Locke tamponunun
icerisinde bekletilmistir. Daha sonra adrenal bez 1 mL 0.2% kollajenaz P ¢ozeltisi ile 3 kez
sisirilir ve alliminyum folyo ile kaplanmis 250 mL'lik steril cam beher igerisinde 15 dk
37°C'de inkiibe edilmistir. Medulla bolgesinin izolasyonu i¢in adrenal bezin alt ucu
boylamasina kesilerek konveks dis yiizey pembe medullaya dek oyulmustur. Korteksler
ozenle soyulup ve izole olan medulla petri kabi icine alinarak ufak parcalara ayrilmustir. Iyice
ufalanmis medullalar 0.2% kollajenaz-P igeren steril tiipe alinmistir. Bu karisim 30 dakika
boyunca 37 °C'de hafif¢e karistirilarak inkiibe edilmis ve 250 um steril filtreden gecirilmistir.
Filtrat 50 mL'lik santrifiij tiipiine aktarilarak 1xLocke tamponu ile hacim 50 mL'ye
tamamlanmistir. Oda sicakliginda 400g'de 10 dakika santrifiij edilip slipernatan atilmustir.
Hiicreler 100 pm filtreden gecirilmistir. Hiicreleri Percoll gradiyenti kullanarak ayirabilmek
amaci ile 20 mL Locke tamponu ile muamele edilmis Percoll ¢ozeltisi 20 mL hiicre
siispansiyonu iizerine eklenip nazikce karistirilmistir. Daha sonra oda sicakliginda 20 dakika
santrifiijlenmistir. Kirmizi kan hiicreleri tiipiin en altinda, kromafin hiicre bandi ise ise tiipiin
ortalarinda yer almistir. Tiipiin tist kismindaki 1/10'luk hiicre toplulugu atilarak kromafin
hiicre bandina ulagilmistir. Yaklasik 10 mL'lik bir hacim alindiktan sonra ayrilan kromafin
hiicreleri 40 um'lik filtreden gecirilmistir. Filtrat tizerine 200 mL steril diisiik glukozlu
DMEM besiyeri eklenmis ve 50 mL'lik alikotlara ayrilan hiicreler tekrar 400g'de 10 dk
santrifiijlenmistir. Siipernatan atilarak hiicreler 20 mL DMEM besiyeri ile tekrar slispanse
edilir. Daha sonra hemasitometre ve triptan mavisi kullanilarak boyanmamis hiicrelerin
mikroskopta saymmi ile ve diliisyon faktorleri de hesaba katilarak hiicre sayisina karar

verilmistir. Onceden poli-D-Lizin ile kaplanmus petri kaplari izerine, elektrokimya deneyleri
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icin yaklasik 700,000 hiicre ekilmistir. 37 °C'de, 5% CO- ortami saglayan nemlendirilmis bir
inkiibatorde 1 giin bekletilmistir [52].

Gorsel 4.1. Sigwr adrenal bezinden kromafin hiicrelerinin izolasyonu, adrenal bezin enlemesine kesim
asamast.
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Gorsel 4.3. Sigwr adrenal bezinden kromafin hiicrelerinin izolasyonu, adrenal bez medullasindan
alman hiicrelerin ilk homojenizasyon basamagi.
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4.1.2. ToF-SIMS analizi i¢cin 6rneklerin hazirlanmasi

Indiyum kalay oksit (IKO) ile kapli olan ve dolayisi ile elektriksel olarak iletken olan
lamlar {izerine hiicrelerin tutunabilmesi ic¢in poli-D-Lizin ile 1 giin boyunca muamele
edilerek yiizeyin kaplanmasi saglanmistir. Tek hiicre deneyleri igin yaklagik 300,000 hiicre
bu kapli lamlara ekilmis ve nemlendirilmis inkiibatérde 37 °C, 5% CO, ortaminda hiicrelerin
tutunmasi i¢in 1 giin beklenmistir. Hiicre sekilleri ve ylizeye tutunmalari 151k mikroskobu ile
monitoriize edilmistir. Deney Oncesi laktasistin alikotlar1 (100 puM suda) hiicre besiyeri ile
(37°C) taze olarak son hacim 1 puM ve 10 uM olacak sekilde seyreltilmistir. Hemen sonra 1
uM-4sa, 10 uM-4sa, 1 uM-8 sa ve 10 uM-8 sa olarak belirlenmis dozlardaki /laktasistin
konsantrasyonu ile lamlar muamele edilmistir. Kontrol dahil olmak {izere tiim deney setleri
iki paralel olarak hazirlanmistir. Belirlenen zaman sonunda kapli lamlar nazik¢e 150 mM
amonyum format ¢ozeltisi ile yikanarak besiyeri uzaklastirilmistir. Ardindan sivi nitrojende
sogutulmus 2-metil biitan igerisine daldirilarak hiicreler dondurulmustur. Donuk hiicrelerle
kapl1 bu lameller zaman gegmeden vakum cihazinda hizli kurutmaya tabi tutulmustur. Daha
sonra ToF-SIMS J105 cihazinin vakumlu 6rnek boliimiine taginarak gece boyu bu kisimda

muhafaza edilmis ve hemen sonra analize baslanmstir.

Hiicrelerle kaph
Hiicrelerin ve ilagla Donuk
. Huicrelerin Laktasistin ile muamele hicrelerin
adrenal oksitle kaph inkiibasyonu Muamele edilmis IKO vakum altinda
bezinden lamlarin PDL ile V dil i lize Iserin kurutulmasi
izolasyonu kaplanmasi ediimesi yuzey!
dondurulmasi

Kromafin
hiicrelerinin sigir Indiyum Kalay

Sekil 4.1. Tof~-SIMS analizi i¢in 6rneklerin hazirlanmasi igin gereken adimlarin sematik gosterimi.

4.1.3. ToF-SIMS ol¢iimleri

Goriintiilemeli Ikincil Iyon Kiitle Spektrometrisi analizleri J105-3D Kimyasal
Goriintiileyici ile gerceklestirilmistir [47]. Cihaz, siirekli gelen primer iyon sagimlarini ikincil

iyon kaskatlarina dontistiirerek bir demetleyiciye iletmektedir. Demetleyici kisminda ikincil
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iyon kaskatlar sikistirilarak Ugus zaman analizoriiniin kuadratik alaninin girisinde zamansal
olarak diizenlenmektedir. Bu ¢aligmada 40 kV gaz kiime iyon sagilar1 kullanilmis olup bu
sagilar 6000 CO> molekiillerinden olusmustur [53]. Analiz sirasinda elde edilen kimyasal
goriintiiler 800 x 800 pm? alanda 128 x 128 piksel boyutu secilerek elde edilmis olup

kullanilan primer iyon doz yogunlugu of 2.56 x 10'? iyon/cm? olarak hesaplanmistir.

o

e JA—
o[04

IT

Sekil 4.2. J105 cihazinin sematik gosterimi. Stirekli primer iyon akisi (yesil) ve ornek yiizeyinden siyrilan
ikincil iyonlar (mor). ToF kiitle analizérii (sol tarafta).
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Gorsel 4.4. J105 Goriintiilemeli ToF-SIMS cihazinin 6rnek muhafaza boliimiinde vakum altinda bulunan
orneklerin analiz sirasinda cihaz kamerasindan gériiniimii.

4.1.3.1. Goriintiilemeli ToF-SIMS verilerinin analizi

Tekil hiicrelere ait kimyasal goriintiilerden toplanan sinyallere ait spektrumlar
kaydedilmis, sinyal giiriiltii oranin1 iyilestirmek {lizere ayni kosula ait hiicrelerden toplanan
sinyaller birlestirilmistir. indiyum Kalay Oksit yiizeyden gelen sinyaller ve yogun ama daha
az karakteristik lipid fragmanlarina ait sinyalleri elimine etmek amaci ile kiitle aralig1 olarak
400 - 1200 m/z secilmistir. Bir bagka deyisle bu bolge secilerek intakt lipid sinyalleri elde
edilmistir. Sinyal intensitesi imaj verisinden ekstrakte edilen her spektruma ait piksel sayisina
boliinerek normalize edilmistir. Daha sonra veriler Matlab2019b yazilimina ytiklenmis ve 10
nanosaniye'lik paketlere indirgenerek hem gereken giiriiltii azaltilmis hem de gereken
bilgisayar iglem giicii azaltilmistir. Sinyal daha sonra ortalamaya gore non-lineer Tekrarlt
Kismi Kiigiik Kareler algoritmasi kullanilarak normalize edilmistir. On islemeye tabi tutulan
veriler ile daha sonra temel bilesen analizi (PCA) yontemi kullanilarak ¢ok degiskenli
istatistiksel analiz gergeklestirilmistir. PCA yontemine gore karsilastirilan spektrumlara gore
temel bilegsen-1 (PC1) en yliksek varyansi yakalarken temel bilesen-2 (PC2) ikinci en yiiksek

varyansi yakalamaktadir. Analiz sonuglari skorlar ve agirlik grafikleri (ing. loading plot) ile
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degerlendirilmistir. Skorlarin grafikleri kiitle spektrumlarindaki benzerlik veya farkliliklar:
gorsel olarak ortaya koymus olup, yilikleme grafikleri farkliliklarin hangi degiskenlerden

(m/z degerleri) kaynaklandigin1 gostermistir.
4.1.4. Elektrokimyasal olciimler
4.1.4.1. Tekil hiicre amperometrisi

Tekil hiicre amperometrisi uygulanmadan 6nce hiicreler 3 kez izotonik tuz ¢ozeltisi ile
durulanmustir. Tiim deney prosesi boyunca hiicreler 37 “C'de izotonik ¢ozelti igerisinde
tutulmustur. Elektrokimyasal kayitlar tekli kromafin hiicrelerinden Faraday kafesi igerisinde
ters 151k mikroskobu altinda alinmistir. Axopatch potansiyostat kontrolii altinda ¢aligma
potansiyeli Ag/AgCl referans elektroduna karsilik +700 mV'tur. Ciktilar 2.1 kHz'de filtre
edilmis ve 5 kHz Axoscope 10.4 yazilimi kullanmilarak dijitize edilmistir. Ters 1s1n
mikroskobu kullanilarak yapilan tiim deneyler 10x ve 40x objektif biiylitmesi kullanilarak
yapilmistir. Tekil hiicre ekzositoz deneyleri i¢in bir disk-karbon fiber mikroelektrodu Patch-
Clamp mikromanipiilatorii ile yavasca hareket ettirilerek hiicre membran yiizeyine, zarar
vermemeye dikkat ederek yerlestirilmistir. Kayit alinmaya baglandiktan 10 saniye sonra cam
bir mikropipet ile K" (30 mM) stimiilasyon soliisyonu kromafin hiicrelerinin yiizeyine 30

saniyelik tek enjeksiyon vurusu ile enjekte edilmistir.
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Gorsel 4.5. Kromafin hiicrelerinin SCA yontemi ile analizi, disk karbon fiber elektrotun hiicre yiizeyi
tizerindeki goriintimii.

4.1.4.2. Hiicre ici vezikiil etkili elektrokimyasal sitometri

IVIEC analizleri i¢in karbon-fiber bir nanotip elektrot kromafin hiicresinin igerisine
yerlestirilerek nano boyuttaki vezikiillerin icerikleri canli hiicre sitoplazmasi icerisinden

Ol¢iimlenmistir.

4.1.4.3. Amperometrik verilerin anlamlandirilmasi ve analizi

Amperometrik izler Igor Pro 6.22 yazilimi kullanilarak islenmistir. Akim i¢in filtre 10
kHz se¢ilmis olup pik tespiti i¢in se¢ilen esik degeri giiriiltiiniin standart sapmasinin 3 kati
olarak belirlenmistir. Amperometrik izler pik dedeksiyonundan sonra dikkatlice analiz
edilmis, yanls pozitifler manuel olarak reddedilmistir. Tekil hiicreler tarafindan salinan
molekiil sayis1 biriktirilerek her deneysel kosula ait data medyan degeri hesaplanmistir.

Yiikselis zamani (tyikselis) pikin yiikselen kisminin %25' ile %75'i arasindaki zaman; Yar1 pik
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yiiksekligindeki zaman (ti2); taisis pikin inis kisminin %75' ile %25'i arasindaki zaman
olarak hesaplanmistir. (bkz. Sekil 1). Veri setine ait ikili karsilagtirmalar Holm-Sidak
metodu; ***, p <0.001; **, p <0.01; *, p <0.05 kullanilarak gerceklestirilmistir.

27



4.2. Bulgular

4.2.1. Goriintiilemeli ikincil iyon ugus zamanl kiitle spektrometrisi bulgulari

Contro

Gorsel 4.6. Kontrol 1 uM-4sa laktasistin uygulanmis kromafin hiicrelerinin ToF-SIMS kimyasal imajlari, m/z
885.5, PI(38:4).

Gorsel 4.6.'da goriildiigii iizere kontrol ve 1 uM-4sa laktasistin uygulanmis kromafin
hiicrelerinin kimyasal gorselleri goriintiillemeli ToF-SIMS analizleri sonucu elde edilmistir.
Hiicrelere ait kimyasal imaj spektrumlar1 toplanirken 885.5 m/z esas alinarak istenmeyen

spektrumlar elimine edilmistir.
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4.2.1.1. Temel bilesen analizi sonuglart

%102 Scores: pc1 vs. pc2
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principal component 1

Sekil 4.3. Temel bilegen analizi sonucu kontrole kars: farkli dozlarda laktasistin uygulanmis hiicrelere ait
spektrumlarin temel bilesen-1 ve temel bilesen-2 diizlemindeki kiimelenimleri.

Kontrol ve 1 pM-4sa, 10 uM-4sa, 1 uM-8sa, 10 pM-8sa

dozlarinda laktasistin

uygulanmis kromafin hiicrelerine ait iki boyutlu ToF-SIMS spektrumlarinin temel bilesen

analizi sonucu PC1 ve PC2 diizleminde elde edilen kiimelenimleri Sekil 4.3'de verilmistir.
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%1073 Scores: pc1 vs. pc2
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Sekil 4.4. Temel bilesen analizi sonucu kontrole karsi 1 um-4sa laktasistin uygulanmug hiicrelere ait
spektrumlarin temel bilesen-1 ve temel bilegen-2 diizlemindeki kiimelenimleri.
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Sekil 4.5. Kontrole karsuik 1um-4sa laktasistin uygulanmus hiicrelere ait spektrumlarin temel bilesen-1
agwrlik diizlemine ait grafik.
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Sekil 4.6. Temel bilesen analizi sonucu kontrole karsi 10 um-4sa laktasistin uygulanmig hiicrelere ait
spektrumlarin temel bilesen-1 ve temel bilesen-2 diizlemindeki kiimelenimleri.
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Sekil 4.7. Kontrole karsuik 10 um-4sa laktasistin uygulanmus hiicrelere ait spektrumlarin temel bilesen-1
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Sekil 4.8. Kontrole karsuik 1um-8sa laktasistin uygulanmus hiicrelere ait spektrumlarin temel bilesen-1
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diizlemindeki kiimelenimleri.
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Sekil 4.9. Kontrole karsuik 1um-8sa laktasistin uygulanmus hiicrelere ait spektrumlarin temel bilesen-1
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agirlik diizlemine ait grafik.
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Scores: pc2 vs. pc1
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Sekil 4.10. [ yM-4sa laktasistin uygulanan hiicrelere karsilik 10um-4sa laktasistin uygulanan hiicrelere ait
spektrumlarin temel bilesen-2 diizlemindeki kiimelenimleri.

0.4

0.3 =

0.2 — -

01 .

TN CPRTLY T  STT SP " )

o AN s oty o Y,MW

-0.1 *

-0.2 -

03 N

1 1 | | | 1 1
-0.4
400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200

Sekil 4.11. [ yM-4sa laktasistin uygulanan hiicrelere karsilik 10 pm-4sa laktasistin uygulanan hiicrelere ait
spektrumlarin temel bilesen-2 agirlik diizlemine ait grafik.
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principal component 2

T
w

«1073 Scores: pc1 vs. pc2
4 T 1uM8h_2 T T T T T
1uM8h-1
3 - -
2r 1uM4H
1uM4h-1
A i
1uM4h-5
0
1uM8h-3
RS 4
2 |
1uM8h-4
_1uMsh-5, . J , , 1uMdhsg 1uMéh-2
-0.01 -0.008 -0.006 -0.004 -0.002 0  0.002 0.004 0.006 0.008 0.01

principal component 1

Sekil 4.12. [ uM-8sa laktasistin uygulanan hiicrelere karsilik 1 um-4sa laktasistin uygulanan hiicrelere ait
spektrumlarin temel bilesen-2 diizlemindeki kiimelenimleri.
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Sekil 4.13. 1 uM-8sa laktasistin uygulanan hiicrelere karsilik 1 um-4sa laktasistin uygulanan hiicrelere ait
spektrumlarin temel bilesen-1 agirlik diizlemine ait grafik.
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%1073 Scores: pc2 vs. pc1
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Sekil 4.14. 1 uM-8sa laktasistin uygulanan hiicrelere karsilik 10 pum-4sa laktasistin uygulanan hiicrelere ait
spektrumlarin temel bilesen-2 diizlemindeki kiimelenimleri.
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Sekil 4.15. [ yM-8sa laktasistin uygulanan hiicrelere karsilik 10 pm-8sa laktasistin uygulanan hiicrelere ait
spektrumlarin temel bilesen-2 agirlik diizlemine ait grafik.
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«1073 Scores: pc2 vs. pc3
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Sekil 4.16. [0uM-4sa laktasistin uygulanan hiicrelere karsilik 10um-8sa laktasistin uygulanan hiicrelere ait
spektrumlarin temel bilesen-2 diizlemindeki kiimelenimleri.
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Sekil 4.17. 10 uM-4sa laktasistin uygulanan hiicrelere karsuik 10 um -8sa laktasistin uygulanan hiicrelere
ait spektrumlarin temel bilegen-2 agirlik diizlemine ait grafik.
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4.2.1.2. LIPID-MAPS veri taban kullanilarak belirlenen lipidlerin listesi

Tablo 4.1. LIPID-MAPS veri tabani kullanilarak farklanan lipidlerin atanmast (Temel Bilesen Analizi
sonuglarindan yola ¢ikilmistir.)

Olgiilen o , Kiitle Kesinligi /
s Hesaplanan m/z  Lipid Formiil Iyon opm
419.2544 419.2568 CPA 18:0 C21H4106P [M-H]- 5.72
436.2821 436.2834 PE 0O-16:0;0 C21H44NOgP [M-H]- 2.98
437.2671 437.2674 LPA 18:0 C21H4307P [M-H]- 0.69
465.2987 465.2987 LPA 20:0 C23H4707P [M-H]- 0.00
480.3092 480.3096 LPE 18:0 Ca23HasNO7P [M-H]- 0.83
546.2792 546.2838 LPS 20:3 C26H4sNOoP [M-H]- 8.42
599.3223  599.3202 LPI 18:0 C27Hs3012P [M-H]- 3.50
673.4975 673.4926 PE-Cer 34:2;03 C36H71N207P [M-H]- 7.28
687.5428 687.5447 SM 34:1;02 C39H79N206P [M-CH3]- 2.76
695.4703  695.4657 PA 36:4 C39He9OsP [M-H]- 6.61
699.4998 699.4970 PA 36:2 C39H7305P [M-H]- 4.00
700.5278  700.5287 PE 0-34:2 C39H76NO7P [M-H]- 1.28
701.5172  701.5239 PE-Cer 36:2;03 C3sH7sN207P [M-H]- 9.55
713,5724  713.5726 TG 42:4 CasH7306 [M-H]- 0.28
716.518  716.524 PE 34:1 C39H76NOsP [M-H]- 8.37
722.516  722.5130 PE 0O-36:5 C41H71aNO7P [M-H]- 4.15
726.5447 726.5443 PE 0-36:3 Ca1H7sNO7P [M-H]- 0.55
728.5622  728.5600 PE 0-36:2 C41HsoNO7P [M-H]- 3.02
741.5931 741.5916 SM 38:2;02 Ca3HssN2O6P [M-CH3]- 2.02
744.5578 744.5549 PE 36:1 C41HsoNOsP [M-H]- 3.89
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Tablo 4.1. (Devam) LIPID-MAPS veri tabani kullanilarak farklanan lipidlerin atanmasi (Temel Bilesen
Analizi sonuglarindan yola ¢ikilmigtir.)

750.5430

766.5429

788.5457

790.5572

806.5524

810.5289

835.5352

857.515

861.5516

863.5703

864.5758

879.6407

883.5412

885.5498

886.5563

887.5551

888.5800

890.6390

892.6110

904.6123

750.5430

766.5392

788.5447

790.5604

806.5553

810.5291

835.5342

857.5186

861.5499

863.5655

864.5760

879.6332

883.5342

885.5499

886.5604

887.5655

888.5760

890.6397

892.6070

904.6189

PE O-38:5

PE 38:4

PS 36:1

PS 36:0

SHexCer 36:1;02

PS 38:4

PI 34:1

PI36:4

PI36:2

PI36:1

PS 42:5

PI O-38:0

PI38:5

PI 38:4

PS 44:8

PI38:3

PS 44:7

SHexCer 42:1,02

PS 44:5

SHexCer 42:2;03

C43H7sNO7P

C43H7sNOsP

C4HgoNO10P

C4Hs:NO1oP

C4HsiNO1#1S

Cs4H78NO10P

C43Hg1013P

C45H79013P

C4sHgzO13P

C4sHgsO13P

C43Hg4aNO10P

C47H93012P

C47Hg1013P

C47Hg3013P

CsoHs2NO10P

C47Hgs013P

CsoHg4NO10P

Cs3HosNO11S

CsoHgsNO1oP

Cs3Ho1NO12S

[M-H]-
[M-H]-
[M-H]-
[M-H]-
[M-H]-
[M-H]-
[M-H]-
[M-H]-
[M-H]-
[M-H]-
[M-H]-
[M-H]-
[M-H]-
[M-H]-
[M-H]-
[M-H]-
[M-H]-
[M-H]-
[M-H]-

[M-H]-

0.00

4.83

1.27

4.05

3.60

0.25

1.20

4.20

1.97

5.56

0.23

8.53

7.92

0.11

4.62

11.72

4.50

0.79

4.48

7.30
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4.2.1.3. LIPID-MAPS ile atanan baz lipid siniflari ve tiirlerinin doza bagh trendleri ve

farklarin kontrole gore istatistiksel olarak karsilagtirilmasi

Eter-Fosfatidiletanolaminler

*k
Bl 1uM-4sa
. PE 0-16:0,0 B 10uM-4sa
1]
- PE O-36:5 .
é *kokok o PEOass PEO302 Bl 1uM-8sa
@ * * i Bl 10uM-8sa
] * %k
- *
: 5
436.3 7225 726.5 728.6 750.5
m/z
Sekil 4.18. Eter-bagl: fosfatidiletanolamin tiirlerinin doza bagl: trendini gosteren grafik.
Fosfatidiletanolaminler
PE 38:4
300 i Bl KONTROL
koK
— B 1uM-4h
L
= E= 10uM-4h
X 200 .
é PE 34:1 PEe Em 1uM-8h
§ ok * E= 10uM-8h
*
.0 100 -
(O]
0- T
716.6 742.5 766.5
m/z

Sekil 4.19. Fosfatidiletanolamin tiirlerinin doza bagl trendini gésteren grafik.
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Gorece Miktar

k% ok
1000 x|
800 - ] PS 448 Bl KONTROL
PS 36:1 PS 44:7 B 1uM-sa
600 - Bl 10pM-4sa
* * * Bl 1uM-8sa

400 [** s Bl 10uM-8sa
200 - B

[
788.6 886.5 888.6

m/z

Sekil 4.20. Fosfatidilserin tiirlerinin doza bagl: trendini gosteren grafik.

Pl 38:4
Pls sekskok
211 - kkk
Pl 38:3
*

N 210_
2 ok
>
2 29 Pl 36:2 Kok
g * PI 38:5
Q . .
e o PI341  pi364 K P::“ sekokok
g 277 * *kok
2 *Kokok
S Kok *k i "
e 74
c 2'=
3 koK
<

6 o
$ 2
)
8
& 25_

24_

835.5 857.5 861.6 863.6 883.5 8855 887.6
m/z

Sekil 4.21. Fosfatidilinositol tiirlerinin doza bagli trendini gosteren grafik.
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Gorece Miktar

Gorece Miktar

PAs

CPA 18:0
*k
Kk
2000 *
~
B KONTROL
1500 &
Bl 1uM-4sa
1000 LPA18:0 LPA20:0 PA20:0 Bl 10puM-4sa
5 sekok %k Bl 1uM-8sa
* sk oksk L 3
500 F Fi 3 Bl 10uM-8sa
0 T

419.3 437.3 465.3 701.5

m/z

Sekil 4.22. Fosfatidik asit tiirlerinin doza bagh trendini gésteren grafik.

200
SHexCer 42:1;02 Bl KONTROL

150 SHexCer 36:1;02 okodok Bl 1pM-4sa

B 10uM-4sa
100
Bl 1uM-8sa
50 - 10pM-83a
0
806.6 890.6
m/z

Sekil 4.23. Sfingolipid tiirlerinin doza bagh trendini gosteren grafik.
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Tablo 4.2. Belirlenen lipidler ile LIPEA veri tabani kullanilarak yapilan yolak zenginlestirme analizi
sonuclar

Yolak Adi Yolak Ortaklasan Ortaklasan ~ Ortaklasan p-degeri Benjamini
Lipidleri Lipid Say1st Lipid Lipid Listesi Diizeltmesi

Yiizdesi

Gliserofosfolipid 26 11 61,111 C18125, 8.96527 x 10712 2.68958x 10712

Metabolizmasi C02737,
C04438,
C05974,
C00416,
C05973,
C00681,
C01194,
C00350,
C03819,
C03974

Otofaji - diger 3 2 11,111 C01194, 0,00316066 0,0316066
C00350

Glikozilfosfatidilin 3 2 11,111 C01194, 0,00316066 0,0316066
ositol (GPI)-¢ipa C00350

biyosentezi

Ferroptoz 11 3 16.667 C21480, 0,00449508 0,0337131
C21481,
C21484

Otofaji - Hayvan 4 2 11,111 C01194, 0,00619473 0,0371684
C00350
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4.2.2. Laktasistin uygulanan hiicrelerde doz bagimh elektrokimyasal analiz cevaplar

*
% k%
:
I T [
—~ 10} I I
=
T 1
3 1
3
$ 05}
E
Z
0,0

control 1 ,.M4h 10uM4h 1pM8h 10pM8h

Sekil 4.24. SCA, Doza Bagh Olarak Hiicrelerden Salinan Molekiil Sayisi. (Hiicre sayisi: 30; Hata Cubugu:
S.EM. p<0.05, * p<0.01, **; p<0.001, ***; Stimiilasyon Soliisyonu.: 30 mM K").

*%

—
-

6
Nmolecules of IVIEC (1 0 )

e
(3]
T

e
o

control  1,M4h 10uM4h 1pM8h 10uM8h

Sekil 4.25. Hiicre i¢i Vezikiil Etkili Elektrokimyasal Sitometri (IVIEC) Olgiimlerine Ait Grafik. (Hiicre sayisi:
12; Hata Cubugu: S.E.M. p<0.05, *; p<0.01, **; p<0.001, ***; Stimiilasyon Soliisyonu: 30 mM K*)
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*%%k
—_——y I
I T I
T 1
S 04} T
O I
Y
[T I
© 1
=
3
U 0.2}
2
()
X
0.0

control  1uM4h 10yM4h 1uM8h 10uM8h

ekil 4.26. Laktasistinin Doza Bagl Olarak Kromafin Hiicrelerinde Par¢ali Salim Uzerine olan Etkileri.
8
Hiicre sayisi: 30; Hata Cubugu: S.E.M. p<0.05, *; p<0.01, **; p<0.001, ***; Stimiilasyon
Ly g p p p 3
Soliisyonu: 30 mM K*)

*%
*%k%

24} T

18 [ ! . z
<
S
—

121

_E

control 1uM4h 10uM4h 1uM8h 10uM8h

Sekil 4.27. Tekil Hiicre Amperometrisi Sonug¢larindan Elde Edilen Maksimum Pik Alkam Siddeti (Imaks)
Degerlerinin (pA) Karsilastirilmasi. (Hiicre sayisi: 30; Hata Cubugu: S.E.M. p<0.05, *; p<0.01,
**: p<0.001, ***; Stimiilasyon Soliisyonu: 30 mM K*)

44
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Q
2
hk
05F
0.0

control 1,M4h 10,M4h 1uM8h 10uM8h

Sekil 4.28. Tekil Hiicre Amperometrisi Sonu¢larindan Elde Edilen Maksimum Pik Yiikselis Zamani
Degerlerinin (trise/ ms) Karsilastiriimasi. (Hiicre sayisi: 30; Hata Cubugu: S.E.M. p<0.05, *;
p<0.01, ** p<0.001, ***: Stimiilasyon Soltisyonu: 30 mM K*)

9~ Jedkdk
II FX.¥.3 . %
% 1-
i I
1 1
als
6
£
—
N
w3

control 1,M4h 10,M4h 1uyM8h 10pM8h

Sekil 4.29. Tekil Hiicre Amperometrisi Sonuglarindan Elde Edilen Maksimum Pik Yar: Yiikseklik Zaman
Degerlerinin (t12/ ms) Karsulastiriimasi. (Hiicre sayisi: 30; Hata Cubugu: S.E.M. p<0.05, *;
p<0.01, ** p<0.001, ***; Stimiilasyon Soltisyonu: 30 mM K*)
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control 1uM4h 10pM4h 1pM8h 10uM8h

Sekil 4.30. Tekil Hiicre Amperometrisi Sonu¢larindan Elde Edilen Maksimum Pik Diisiis Zamani
Degerlerinin (tan /ms) Karsilastirimasi. (Hiicre sayisi: 30; Hata Cubugu.: S.E.M. P<0.05, *;
P<0.01, **; P<0.001, ***; Stimiilasyon Soliisyonu: 30 mM K*)

*k%k
*%
* %%
— I .
1 P Y
2 i
_I_
<
o
—
]
\-21 -

control 1uM4h 10,M4h 1pM8h 10uM8h

Sekil 4.31. Tekil Hiicre Amperometrisi Sonucu Elde Edilen Maksimum On-Pik Ayag1 Akim Siddeti
Degerlerinin (Ino /pA) Karsilastirilmasi. (Hiicre sayisi: 30; Hata Cubugu: S.E.M. p<0.05, *;
p<0.01, ** p<0.001, ***: Stimiilasyon Soltisyonu: 30 mM K*)
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control  1uM4h 10.M4h 1uM8h 10pM8h

Sekil 4.32. Tekil Hiicre Amperometrisi Sonucu Elde Edilen Maksimum On-Pik Ayagi Maksimum Pik Yart
Yiikseklik Zamani Degerlerinin (tr0/ ms) Karsilastirilmasi. (Hiicre sayisi: 30; Hata Cubugu:
S.E.M. p<0.05, *; p<0.01, **; p<0.001, ***, Stimiilasyon Soliisyonu: 30 mM K*)

4
Nmolecules in foot (1 0 )

control  1uyM4h 10,M4h 1uM8h 10uM8h

Sekil 4.33. Tekil Hiicre Amperometrisi Sonucu Elde Edilen On-Pik Ayag1 Siiresince Salinan Molekiil

Sayuarimin Karsilastirilmasi. (Hiicre sayisi: 30; Hata Cubugu: S.E.M. p<0.05, *; p<0.01, **;
p<0.001, ***: Stimiilasyon Soliisyonu: 30 mM K*)
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5. TARTISMA, SONUC VE ONERILER
5.1. Tartisma

Bu tez caligmasinda bir proteazomal inhibitor olan laktasistin'in néronal model olarak
kullanilan kromafin hiicrelerinde néroekzositoz olay1r ve membran lipidleri tizerindeki doz
bagiml etkileri nérodejenerasyon kapsaminda analiz edilmistir. Bunun i¢in 6zgiin analitik
yontemler kullanilmig olup bunlar; goriintiilemeli ikincil iyon kiitle spektrometrisi, SCA ve
IVIEC'dir. Bu yontemler ayni partide toplanan izole edilen hiicrelerde ayni kosullarda ayni
dozlarda laktasistin uygulanarak gerceklestirilmistir. Bu yolla proteazomal inhibisyonun
hem membran lipidomu iizerindeki etkisi hem noroekzositoz ilizerindeki etkisi hem de
membran lipidomu ile nodroekzositoz olaylarimin paralel olarak etkilenimleri

norodejenerasyon acisindan degerlendirilmistir.

Goriintiilemeli ikincil iyon kiitle spektrometrisi yonteminde drnek hazirlama basamagi
en ¢ok da yilizey kontaminasyonunu minimuma indirmek acisindan son derece kritik
oldugundan bu ¢aligmada farkli 6rnek hazirlama yontemleri denenmis olup sinyal ve stabilite
bakimindan en uygun olan érnek hazirlama yontemi optimize edilmistir. 11k olarak Indiyum
Kalay Oksit yiizey yerine hiicrelerin tutunabilmesi i¢in silikon levhalar kullanilmistir ancak
yiiksek sinyal veren kontaminasyon piklerinin yiizey kaynakli olmasi ve bu sinyallerin diger
iyonlar1 baskilamasi nedeni ile indiyum kalay oksit yiizey tercih edilmistir. Ornek hazirlama
ile ilgili bir diger 6nemli basamak ise hiicrelerin analiz 6ncesi dondurulmasi ve kurutulmasi
asamasidir. Bu agamanin hem hiicrelerin zarar gérmeyecegi hem lipid migrasyonunun ve
havadan gelen kontaminasyonun minimum olacagi kosullarda yapilmasi gerekmektedir.
Ornekler dnce dogrudan siv1 nitrojen kullanilarak dondurulmus ancak bu asamanin hiicrelere
zarar verdigi gozlenmistir. Oysa hiicrelerin olabildigince hizli dondurulmasi, i¢indeki suyun
kristalleserek hiicrelerin biitlinliigiinii bozma riski acisindan elzemdir. Bu nedenle alternatif
bir yontem olarak sivi nitrojen igerisinde sogutulmus olan izopentan ¢ozeltisi igerisinde
hiicrelerin donmas1 saglanmistir. Bu 6rnek hazirlama basamagi uygulanarak kontaminasyon

pikleri elimine edilmistir.

Goriintiilemeli ikincil iyon ugus zamanli kiitle spektrometrisi (ToF-SIMS Imaging) ile

yapilan analiz sonucunda hiicrelerin intakt yapida oldugu, elde edilen kimyasal imajlar
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Gorsel 4.6. incelenerek belirlenmistir. Negatif iyon modunda yapilan analiz sonucu elde
edilen spektrumlar, doz farkliliklarina gore temel bilesen analizi ile karsilastirilmis ve Sekil
4.3 'de goriildiigli iizere kiimelenmislerdir. PC1 kontrol hiicreleri ile 1 uM-4sa laktasistin
uygulanan hiicreler arasindaki ayrimi net bir sekilde gostermektedir. Tim dozlar
degerlendirildiginde bunlarin igerisinde (PCI1 ile kiimelendikleri i¢in) varyansi en biiyiik olan
iki grubun kontrol ve 1 uM-4sa oldugunu sdylemek miimkiindiir. Buna ragmen temel
bilesen-2 ekseni incelenecek olursa gorece olarak yiiksek dozlarda (1 pM 8 sa, 10 uM 4sa &
8 sa) bu farkin azaldig1 goriilmekte, bu bilesen yiiksek doz uygulaniminin diisiik doz ve

kontrole gore varyansi hakkinda bilgi saglamaktadir.

Farklanan kiitlelerin belirlenmesi islemi 6ncelikle Sekil 4.3'de skor grafigi gosterilen
analizin temel bilesen 1 ve temel bilesen 2'ye ait agirlik grafikleri kullanilarak yapilmistir.
Daha sonra ozellikle doz gruplarimin birbirine ve kontrole gore durumlarini daha net
gorebilmek ve spesifik olarak hangi kiitlelerin fark yarattigini belirleyebilmek i¢in PCA ikili
durumlara gore de gerceklestirilmis bunlarin agirlikli grafikleri de incelenmistir (Sekil 4.4-

4.17).

Temel bilesen analizleri sonucu ortaya ¢ikan agirlik grafiklerinden elde edilen kiitlelere
ait liste tablo 4.1'de verilmistir. Elde edilen kiitlelere karsilik gelen lipid tiirleri kullanilan
cihazin standart 6rneklerine ait kiitle dogrulugu (mass accuracy) degerlerinden yola ¢ikilarak
(1-5 ppm) LIPID-MAPS veri tabanindan atanmistir [ 54]. Atanan bazi lipid siniflarina ait lipid
tirleri tek-yonli ANOVA ve Holm-Sidak ikili karsilastirma yontemi kullanilarak analiz
edilmigtir ( ***, p <0.001; **,p<0.01; *, p<0.05). Buna gore PE-O (Sekil 4.18), PE (Sekil
4.19), PS (Sekil 4.20), PI(Sekil 4.21), PA (Sekil 4.22), sfingolipid (Sekil 4.23), siniflarina ait
lipid tiirlerinin kendi igerisinde laktasistin dozuna bagli olarak benzer bir egilim gosterdigi
goriilmektedir. Bunun yaninda PS, PI ve PA gibi anyonik lipid siniflarmin farkl laktasistin
dozlar1 ile de benzer bir egilim grafigi gosterdigi dikkat cekmistir.

Bulunan lipid tiirlerinin hangi biyolojik yolaklar ile iligkili olabilecegini manuel olarak
bulunan literatiir bilgisinin haricinde de belirleyebilmek amaci ile yolak zenginlestirme
calismast LIPEA web araci kullanilarak gerceklestirilmistir [55]. Tablo 4.2'de goriildiigii
iizere; bu tez ¢aligmasinda bulunan lipid tiirleri, KEGG insan lipid veritabani referans

secilerek yolak analizine tabi tutulmus olup analiz sonucunda gliserofosfolipid
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metabolizmasi, otofaji, GPI-¢ipa biyosentezi, ve ferroptozis yolaklar1 anlamli olarak
zenginlesmis, anlamlilik diizeyi Benjamini diizeltmesi ile p<0.05 olarak bulunmustur.
Ferroptoz yolaginda farklanan lipidler PE sinifina ait olup, otofaji yolaginda ise PI ve PE

tiirleri birlikte yer almigtir.

Secilen lipid smiflarina ait bar grafiklerinden (Sekil 4.18-4.23) goriilebilecegi iizere
doza bagl laktasistin uygulamasi dogrusal bir egilim grafigi gostermemistir. Doz artisina
karsilik gozlenen boyle bir dalgalanma 6nceden proteazomal inhibitorler ile yapilmis bazi
caligmalarda belirtilmis bir fenomen ile aciklanabilir. Buna gore proteazomal inhibitorler ile
muamele edilen hiicrelerin belli bir doz araliginda ilacin etkilerini kompanse ettigi
diistiniilmektedir. Bu ¢aligmalardan birine gore 24 saat boyunca 1 uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM
konsantrasyonlarinda laktasistin uygulanmis kolinerjik hiicrelerde 5 uM grubunun diger
gruplara gore daha fazla oksidatif stres gosterdigi yiiksek konsantrasyonlarda ise (10 uM &
20 uM) ¢oziinen veya ¢oziinmeyen proteinlerin birikiminin arttig1 goriilmiistiir [56]. Suh ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan bir baska ¢alismada ise MG132 proteazomal inhibitdrii murin
kortikal hiicrelerine uygulanmis 0.1 uM néronal apoptozu baglatirken gorece yiiksek dozlar

(1-10 uM) ilging bir bigimde programli hiicre 6liimiint azaltmistir [57].

Fosfatidiletanolaminler memeli hiicrelerinde en ¢ok bulunan fosfolipid siniflarindan
biridir. Sekil 3.18 incelendiginde 10 uM-4sa lactacystin uygulanan hiicrelerde PE miktarinda
kontrol hiicrelere gore anlaml bir yiikselis gozlenirken 10 pM-8sa dozu uygulananlarda
anlamli bir diisiis gézlenmistir. Yapilan bir calisma da Parkinson hastaligi seyrinde PE
tiirlerinde diisiis oldugunu bildirmistir [58]. Bu tez ¢alismasinda gorece olarak yiiksek dozda
laktasistinin kromafin hiicre membraninin PE tiirlerinde diisiikliige yol agmasi da proteazom
sisteminin inhibisyonunun belli bir seviyeden sonra nérodejenerasyon iizerindeki olumsuz
etkilerini destekler niteliktedir. Diger taraftan 10 pM-4sa laktasistinin PE konsantrasyonunda
artisa neden olusu ise kromafin hiicrelerinde proteazomal inhibisyonun terapotik etki

penceresi hakkinda ipucu vermektedir.

Sekil 4.18 ve Sekil 4.19 karsilastirildiginda eter-bagli fosfatidiletanolaminlerin (PE-O)
fosfatidiletanolaminlere (PE) gore doza bagli cevaplarinin farklilik gosterdigi goriilmektedir.

PE-O lipid sinifi alkil-agilfosfolipidler ve plazmalojenler olarak da adlandirilan alkenil-
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acilfosfolipid tiirlerini kapsar. Etanolamin plazmalojenler gliserofosfolipidlerin énemli bir
alt siifidir ve gliserol iskeleti ilizerinde sn-/ pozisyonunda bir vinil eter bagli olmasi ile
karakterize edilirler. Plazmalojen lipidler memeli hiicrelerinde gorece olarak alkil-agil
fosfolipidlere gore daha fazla bulunur. Dolayisi ile bu tez calismasinda laktasistin
uygulamas1 ile farklandig1 tespit edilen eter-lipidlerin biiylik olasilikla etanolamin
plazmalojenler oldugu disiiniilebilir. Plazmalojen etanolaminler néronal dokularda yiiksek
bulunurluga sahip olup oksidatif stres kosullarina kars1 dayaniksizdirlar [59]. Sekil 4.18'de
gortldiigii tizere 1 uM-4sa (kirmizi) ve 10 uM-8sa (yesil) laktasistin dozu ile kromafin
hiicrelerinde PE-O diizeyleri anlamli diizeyde diismiistiir. Ancak, once aciklanan fenomenle
uyumlu olarak [57] 10 uM-4 sa, laktasistin 1 puM-4sa ve 10 uM-8sa dozlarinin aksine ters
yonde hareket ederek gbzle goriiliir bir yiikselis gostermistir. Hiicredeki bu kompensasyon
durumunun bir defans mekanizmasindan kaynaklanryor olmasi muhtemeldir. Ozellikle
optimal dozlarda uygulanan proteazomal inhibitorlerin, 1s1 sok proteinleri (ing. HSP) gibi
molekiiler saperonlar1 harekete gecirdigi ve oksidatif stres, apoptoz ve inflamasyon gibi stres

kosullart altinda hiicre koruyucu etkilere neden oldugu bildirilmistir [60].

PS, PI ve PA tiirlerinin /aktasistinin farkli dozlarma gore verdigi yanitlar Sekil 4.20-
4.22'de sirast ile incelendiginde; bu membran lipid siniflarinin benzer cevaplar verdigi
gorlilmektedir. 1 uM-4sa laktasistin dozu (kirmizi) bu lipidlerin miktarin1 6nemli Slgiide
yiikseltirken 10 uM-4sa dozundan itibaren lipid miktarlar1 diisiis egilimi gostermistir. En
yiiksek doz olan 10 nM-8sa (yesil) grubunda ise kontrole gore lipid bulunurlugunun anlamli
derecede diistiigli en ¢ok da PI tiirlerinde belirgin olarak goriilmiistiir. Parkin-mutant
fibroblastlar ile parkinson hastaliginin erken donemlerinin modellendigi bir ¢alismada
gangliyosit, fosfatidilinositol ve fosfatidilserin tiirlerinde yilikselme tespit edilmis bu durum
otofaji ve mitokondriyel devir-daim mekanizmalarindaki bozulma ile iliskilendirilmistir
[61]. Otofaji ve UPS klirens sistemlerinin birbiri ile iligkili sistemler oldugu bu sistemlerin
birbirlerinin hedef molekiillerini karsilikli olarak etkiledikleri yapilan c¢aligmalarla
bildirilmistir [62]. Bunun yan1 sira PS, PI ve PA simiflarina ait tlirler membran kivrimlanma
mekanizmalarii farkli sekillerde etkileyen sekillere (sirasiyla ; ters-konik, silindirik,
silindirik) sahip olmalarina ragmen bunlarin her biri anyonik bag gruplarina sahiptir. Bu

nedenle negatif yiike sahip olan bu tiirler sinaptotagmin gibi kalsiyum baglayan proteinler ile

51



etkilesime girerek membran akigkanligina ve sinaptik flizyon olaylarina katkida
bulunmaktadirlar [17]. Belirli PI tiirlerinin plazma membraninda negatif yiikli kiimeler
meydana getirerek pozitif yiiklii fonksiyonel proteinlerle etkilestigi ve bu durumun da iyon

kanallariin regiilasyonundan sorumlu oldugu bildirilmistir [63].

SCA yiiksek temporal ¢Oziiniirlikli kulometrik bir yontem olup karbon
mikroelektrotlarin kullanimi ile ekzositoz olay: sirasinda salinan katekolamin miktarinin
analiz edilebilmesini olanakli kilar. Ekzositoz esnasinda bu yontem ile elde edilen pikler,
fiizyon poru stabilitesi ve kinetigi hakkinda da bilgi verir. IVIEC ise in situ vezikiiler
elektroaktif tlirlerin dl¢iilmesini saglayan 6zgiin bir yontemdir [64, 65]. Bu tez ¢alismasinda
SCA ve IVIEC yontemleri birlikte uygulanmis ve bunlar goriintiilemeli ToF-SIMS analizleri
ile paralel olarak gerceklestirilmistir. SCA analizleri sonucu salinan elektroaktif tiirlerin
kontrol hiicrelerinde ve farkli dozlarda laktasistin uygulanmis kromafin hiicrelerindeki
miktarmi Sekil 4.24'de incelemek miimkiindiir. Ayn1 sekilde in situ elektroaktif tiirlerin
miktarlar i¢in yapilan IVIEC sonuglar1 Sekil 4.25'de verilmistir. Hiicrelere 1 uM-4sa ve
10uM-8sa laktasistin uygulandiginda hiicrelerden salinan katekolamin miktarinda azalma
oldugu goriilmektedir. SCA analizi ile bulunan molekiil sayisint hiicre i¢i vezikiiler salim
miktarina oranlayarak her bir ekzositotik olayda salinan norotransmitter fraksiyonunu
hesaplamak miimkiindiir. Bu salim fraksiyonuna ait bar grafigi Sekil 4.26'de goriilebilir.
Buna gore 1 uM-4h laktasistin'in, salim fraksiyonunu anlamli sekilde diistirdiigii
gorlilmektedir. Ancak, ilging bigimde tiim laktasistin dozlarinin ekzositoz olayinin zamansal
olaylarmi, hem pik yiikselis zamani, tyikselis ,(Sekil 4.28), hem yar1 yiikseklik zamani, ti2,
(Sekil 4.29), hem de pik diisiis zamani, tausis, (Sekil 4.30) olarak kisalttigi goriilmiistiir.
Ozellikle de 10 pM-4h (turuncu) dozunun ekzositoz olaymnin ty siiresinin diismesinde en
yiiksek etkiye sahip oldugu ancak bu dozda salinan molekiil sayisi sabit kaldigindan (Sekil
4.24) laktasistinin 1ilgili dozda daha kisa siirede ayni miktar salima neden oldugu
sOylenebilir. Buna ragmen saniyedeki maksimum molekiil veya yiik akigini gosteren Imax
degeri (Sekil 4.27) yalnizca 1 uM-8sa laktasistin dozu ile artmis 10 pM-8h uygulamasi ile

ise azalmistir.

Fiizyon por olusumu hakkinda bilgi sahibi olmak néroekzositoz dinamiklerini anlamak

acisindan 6nemli olup bu durum nérotransmitter salimindan kaynaklanan hiicresel sinyal akis
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mekanizmalar ile dogrudan iliskilidir. Fiizyon olay1 olduk¢a karmagik bir sistem tarafindan
ana olarak SNARE komleks olusturan islevsel proteinler ile kontrol edilir [66]. Proteazomal
inhibisyonu gibi protein kalite-kontrol mekanizmalarinda meydana gelebilecek degisiklerin
bu fonksiyonel proteinlerin miktarinda ve devir daiminde etkili olabilecegi sasirtici degildir.
Sharma ve arkadaglar tarafindan yapilan bir calimada SNARE-bagimli olarak hem in vivo
(CSPa-eksik fare modeli) hem de in vitro (kortikal ndronlar) nérodejenerasyon modellerinde
laktasistin 10uM-36sa kullanilmis norodejenerasyonda iyilesme saptanmistir. Calismaya
gore proteazomal inhibisyonun terapdtik etkileri hem SNARE kompleks proteinlerinde
(SNAP-25, sintaksin-1 and sinaptobrevin-2) hem de Hsp90, Bip ve HSF-1 gibi stres-cevap
proteinleri izerinde goriilmiistiir [21]. Dolayistyla, bu tez ¢alismasinda 10 pM-4sa laktasistin
uygulananan hiicrelerde goriilen hizli ekzositoz olaymi, filizyon poru olusumunu
gergeklestiren proteinlerin devir-daim hizinin artisi ile iliskilendirmek miimkiindiir. Dahas1
PE seviyelerinin de bu dozda anlamli olarak artmis olmasi dikkat c¢ekicidir. PE'ler konik
sekilli lipid tiirleri olup membran dinamikleri iizerinde biyofiziksel bir avantaj yaratirlar.
Konik sekil, membranda i¢e kivrilma olayini1 destekleyerek membranda vezikiil fiizyon
olayma katkida bulunur bdylece flizyon poru olusumu, genislemesini ve norotransmitter
salimimin kolaylastirir. PC12 hiicreleri ile yapilan bir calismada bireysel salim olaylarinin
ve salim kinetiklerinin fosfatidiletanolaminle sayesinde arttig1 ancak silindirik sekilli
lipidlerin bu durum {izerinde etkisiz oldugu gosterilmistir [67]. Ayrica PS'lerin de SNARE
kompleks olusumunu etkileyerek sinaptik vezikiill doking olaylarinda etkisi oldugu
bildirilmistir [66]. Bdylece bu tez calismasi ile baglantili olarak; 10 pM-4sa laktasistin dozu
uygulanarak artan membran PE ve PS diizeylerinin, nérotransmitter salim hizini1 dolayis: ile

hizl1 ekzositoz olayini tetikledigini sdylemek yerinde olur.

SCA analizlerinde gozlenen pikler siklikla 6n pik ayagi denilen ekzositoz olaymin en
basinda kiiclik bir akim artis1 ile karakterize olan bir omuzlanma gosterirler. Bu olayda
gbzlenen akimin biiylikligiliniin, layak, (Sekil 4.31) olusan flizyon porunun sekli ile iliskili
oldugu ve bu sirada olusan fiizyon porundan bir miktar nérotransmitter sizintis1 oldugu
bilinmektedir. Sekil 4.33'de goriildiigi tizere hiicrelere 10 pM-4sa laktasistin uygulanmasi
ekzositoz olay1 baslangicindaki norotransmitter salimini artirmig ayni zamanda bu dozda

artan layak degeri flizyon porunun biiyiidiigiinii de gostermistir. Ayni zamanda bu dozda tayak
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degeri artmis (Sekil 4.32), yani 10 pM-4sa uygulamas: ile daha yavas bir 6n pik olayinin
meydana geldigini gdstermistir. Ilging bir bicimde, uygulanan 1 uM-4h, 1 uM-8h dozlar1 ile
Layak yiikselmis, yani flizyon poru biiyiikliigii artmis olsa da bu durum baslangicta sizan
katekolamin miktarin1 anlamli olarak degistirmemistir. 10 uM-8sa laktasistin uygulanimi ise
kromafin hiicrelerinde higbir 6n pik ayagi olayina etki etmemistir. Memeli ndronlarinda
yapilan bir ¢alisma, akut proteazomal inhibisyonun (10 uM- birka¢ dakika) spontan eksitator
akim frekanslarin1 ve minyatiir eksitator akim frekanslarint (mESPCs) 3 kata yakin artirarak
daha hizli ve yiiksek frekansli sinaptik akima neden oldugu bildirilmistir [68]. Bu mESPCs
aksiyon potansiyeli olusmadan da ortaya ¢ikabilen norotransmitter ile dolu vezikiillerden
kaynaklanan sinyallerdir. Dolayist1 ile bu olayin SCA ile gosterilen 6npik ayak olaylari ile

benzerlik tagidig1 sdylenebilir.

Membran yap1 ve akiskanligindaki lipid diizeyi kaynakli degisiklikler ekzositotik salim
olaylari ile dogrudan ve dolayli olarak iliskili olabilir. Tablo 5.1'de bu ¢alismada baz1 lipid
tiirlerinde ve ekzositotik olaylarda meydana gelen degisikliklerin farkli /aktasistin dozlar

ile degisimi gosterilmistir. Bunlardan bazi olaylarin birlikte degistigi gozlenmistir.

Tablo 5.1. Doza bagimli olarak uygulanan laktasistinin ekzositoz olaylari ve lipid diizeyleri tizerindeki
etkileri

Nmotekit  Nmotekiit  Par¢al Nimotekiit
PE PE-O PI PS tY% Lo foa
SCA IVIEC Salim /ayak ) )

s e § 4§ - $ § = o

opids s BB s om

ns ns ns

\ ¢
1pM-8sa ns ns ns ns ns ns ns ‘ ns ns
10 pM-8sa ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ns ‘

54



Membranin i¢ ve dig ylizeyinde bulunan lipid bas gruplarinin yiikii ile membran
proteinlerinin fonksiyonu arasinda bir iligki oldugu diisiiniilmektedir. Membran yiizeyinde
kiimelenmis olan negatif yiiklii bas grubuna sahip lipidlerin, Ca*" iyonlarinin yiizeye olan
afinitesini artirarak membran proteinlerinin aktivitesini etkiledigi bildirilmistir [69]. Bu tez
caligmasinda PS (Sekil 4.20) ve PI (Sekil 4.21) gibi negatif bas grubuna sahip lipid tiirlerinin
laktasistin'in farkli dozlarina bagl olarak benzer bir egilim grafigi gostermesi bu tiir lipid
gruplarinin proteazomal inhibisyona kars1 birlikte etkilendigini ve bu durumun membran
proteinlerinin aktivitelerini degistirerek noroekzositoz olayr lizerinde dolayli olarak da

etkileri olabilecegini ortaya koyabilir.

Ratlarla yapilan bir ¢calismada proteazomal inhibisyonun sistematik olarak progresif
Parkinson hastalig1 modeli olusturmada kullanildig1 ancak bu etkiler goriilmeden 6nce, erken
donemde kullanilan proteazomal inhibitérlerin proteazomun bilesenlerinin aktivitelerini
etkileyen transkripsiyon, translasyon faktorlerinin upregiilasyonuna neden oldugu bildirilmis
ve bu aktivitelerin iki haftalik uygulamadan sonra diistiigii gosterilmistir [19].Vaskiiler diiz
kas hiicrelerinin primer kiiltiirii ile yapilan bir baska calismada ise proteazomal inhibisyonun
proteazomal genlerin ekspresyonunu etkileyerek proteazomlarin de novo olusumunu
tetikledigi, boylece belli bir dozda otoregiilator bir geri besleme mekanizmasini harekete
gecirdigi ortaya konmustur [70]. Sonug olarak yapilan bu tez calismasi, daha 6nce yapilan
caligmalara paralel olarak, /aktasistin'in doza bagl olarak iki ucu keskin degisikliklere neden
olabildigini, optimal sayilabilecek dozlarda bazi membran lipidlerinin miktarlarim
arttirdigini, ancak belli dozlarin iizerinde bu miktarlarda azalmaya neden oldugunus-ve ayrica

ekzositoz olayinin kinetiklerini de doz bagimli olarak degistirdigini gostermistir.

5.2. Sonuc ve Oneriler

Proteazomal olarak inhibe edilmis kromafin hiicrelerinde membran lipidomunun
goriintiilemeli ToF-SIMS yontemi kullanilarak label-free olarak dedeksiyonu sonucunda; PS,
PI, PA smiflarina ait negatif bas grubuna sahip lipid tiirlerinde doza bagh farklanmalar
oldugu ve bu farklanmalarin kendi igerisinde de benzer bir egilim gosterdigi bulunmustur.Bu
lipidlerin birlikte degisimi bunlarin membrandaki lokasyonu ve ekzositoz olayi iizerindeki

islevsellikleri agisindan anlamlidir. SCA ve IVIEC 6zgiin yontemleri kullanilarak analiz
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edilen ekzositoz olaymin dinamiklerinde gozlenen degisimlerin bu lipid tiirlerinin
degisiminden de etkilenmis olmasi muhtemeldir. 1 pM-4sa laktasistin ile eter-bagh
fosfatidiletanolaminlerin miktarlarinin ve SCA yontemi ile belirlenen katekolamin
miktarlarmin birlikte diislis egilimi gosterdigi dikkat ¢ekmistir. Diger taraftan 10 uM-4sa
laktasistinin PE lipid tiirlerinin konsantrasyonunda belirgin artisa olmasinin yaninda
ekzositotik ayak olaylarmin siiresini azaltip bu olaylar siiresince salinan katekolamin
miktarint artirmasi, PE tiirlerinin konik geometrisinin vezikiil flizyonu {iizerindeki
kolaylastirict roliinii destekleyici bir kanit sunmaktadir. Doza bagimli laktasistin ile lipid
alterasyonu arasinda su ana kadar yapilan bir ¢alismaya rastlanilmamis olup, altta yatan
nedenlerin farklanan lipidlerle iliskisi bu tez calismasi boyunca tartigilmistir. Tiim bu
yonleriyle tamamlanan bu ¢aligma nérodejenerasyon, lipid metabolizmasi ve proteazomal

inhibisyon durumlari arasindaki baglantilarin aydinlatilmasinda bir koprii gorevi gérmiistiir.
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