T.C.
EGE UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

KAINIK ASIT ARACILI EKSITOTOKSISITEDE
HUCRESEL REDOKS DUZEYLERI VE
C-FOS mRNA EKSPRESYONU

Biyokimya (Eczacilik) Programi

Yiiksek Lisans Tezi

Eczaci

Sinem Ezgi Turung

Danisman
Prof. Dr. Ayfer YALCIN

izMmiR
2007






III

ONSOz

Calismalarimdaki deg@erli katkilari, ilgisi ve desteginden dolayi basta tez
danismanim Sayin Prof. Dr. Ayfer YALCIN'a, c¢alisma materyalinin
saglanmasinda katkisi bulunan Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali 6gretim uUyelerinden Sayin Prof. Dr. Lutfiye KANIT’a, Ege
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali Bagkan’'miz Sayin
Prof. Dr. Aysun PABUCCUOGLU’na ve Anabilim Dal’mizdaki tim &gretim
gorevlisi hocalarim ile 6gretim elemani arkadaslarima en igten dileklerimle
tesekklr eder ve saygilarimi sunarim.

Ayrica ylUksek lisans egitimim suresince bana her konuda destek olan
aileme ve Ozellikle hayata bagliligiyla bize bir mucizeyi yasatan babama ¢ok

tesekkur ederim.

izmir, 2007 Ecz. Sinem Ezgi TURUNC



IV

ICINDEKILER

TABLOLAR DiIZINi....ccccceereererererestrescsesse s ses e sssse s sss et sss e s s sssaens Vii
SEKILLER DIZINI.....coeeeeieecrereciresc et e cee e sae e ses e sns e seenas Vil

BOLUM I

GIiRIS VE AMAG
1.1.Genel Bilgiler........ooo o 3
1.1.1. Eksitotoksisite ve NOrodejenerasyon .............ccceeeiiiieiiiieeiiiiiiieeeeenn, 3
1.1.2. Kainik Asit ve Norodejenerasyondaki Yeri .........ccccocoeviiiiieiiiiieeeennnn. 5
1.2. Transkripsiyon ve Transkripsiyon Faktorleri ..., 9

1.2.1. Transkripsiyon Faktorlerinin  Santral  Sinir  Sistemindeki

FONKSIYONIAIT .o e e e e eeeaees 12
1.2.2. Akut Faz Genleri (Immediate Early Genes).........cccoeeeeieviiiiinninnnnn... 13
1.2.3. Fos Geni ve Fos Proteinleri.............coooeiiiiiiiiiiiieee e 14
1.2.4. c-fos Ekspresyonunun INdUKSIYONU..........cc.eoveeveeeeeeeeieeeecieeeeieenene 16
1.2.5. c-fos Ekspresyonu ve Eksitotoksisite ile iligkisi................cccccoeu..... 19
1.3. Glutatyon (GSH) ve  Hlcresel Redoks Potansiyelinin
Saglanmasindaki ROIU .........coooeeiiiieie 22
1.3.1. Glutatyon ve Redoks Potansiyeli..............ccccoii 25
1.3.2. Glutatyon ve Beyin DOKUSU ..........ccoiiiiiiiiiiiiiiccie e 26
1.3.3. Beyinde Glutatyon Duzeylerinin Degisimi ve Norodejenerasyon
1€ THSKIST.......veive ettt ee s 28
1.4. y-Glutamilsistein Etil Esteri (GCEE) ..., 31
1.5. Es Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-time PCR)................... 32
1.5.1. Real-time PCR’ da Kullanilan Floresan Boya (SYBR Green)......... 34
1.5.2. Real-time PCR’ da Egik Dongu Degerinin Saptanmasi.................. 36
1.5.3. Gen Ekspresyon Caligsmalarinda Kullanilan Referans Genler........ 37

1.5.4. Real-time PCR’ da Erime Egrisi Analizleri ..............cccovvvviiiiinne.n. 37



BOLUM II
2 GEREG VE YONTEM

2.1, Kullanilan Aletler ... 39
2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler ..............ooiiiiiiiiiiieeee e, 40
2.3. Kullanilan COzZeltler ........ ..o 42
P O 110 0 = T U o] =1 o S 45
2.4.1. Deney Hayvanlarinin Secimi ve Gruplandirilmasi ..............cccceeennes 45
2.5. Kullanilan Yontemler ... 46
2.5.1. Orneklerin GSH Miktar Tayini icin Homojenizasyonu..................... 46
2.5.2. GSH Miktar Tayini YONtemMi.......coooeeeiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 47
253. GSH Miktar Tayini Belirlenmesinde Kullanilan Standart
Cozeltilerin Hazirlanmaslt ........ccoovviiiiiiiiiee e, 47

2.5.4. Protein Miktar Tayini Belirlenmesinde Kullanilan Standart

Cozeltilerin Hazirlanmast ..o 48
2.5.5. Protein Miktar Tayini YONtemi ........ccoooeveiiiiiiiee 48
2.5.6. Beyin Korteks ve Hipokampls Dokusundan Total RNA

[ZOIASYONU ... 49
2.5.7. Total RNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi ..............cccoeoeeeeeee. 50

2.5.8. Total RNA'dan Revers Transkripsiyon Yontemiyle cDNA

2.5.9. Konvansiyonel ve Es zamanlh cDNA Amplifikasyonu ve c-fos

Ekspresyon Duzeylerinin Saptanmasi..........cccociiiiiiiiin. 53
2.5.10.Agaroz Jel EIeKtroforezi ..., 57
2.5.11. Jelin Boyanmasi ve Goruntllenmesi..........ccoovveeeiiiiiiiee e, 58

2.5.12.c-fos Ekspresyon Dizeylerinin 2**°T Analiz Yoéntemine Gore

(ST T= o F= T o 4 =T PSRRI 59
2.513.Erime EQGrisi ANaliZi ... 60
2.6. istatistiksel Degerlendirme YONeMIi .......ccccceeovieeieeeeieeee e 61

2.7. EtIK KUTUL ONAYI ...t 61



VI

BOLUM Il

3 BULGULAR
3.1. GSH Miktar Tayini Igin Standart EGri Cizimi..........c.ccccoveeveeveereieeenee. 62
3.2. Protein Miktar Tayini icin Standart Egri Cizimi.........cccoevevivviceieeenn. 63
3.3. Beyin Korteks ve Hipokamptis Doku Orneklerinde GSH Diizeyleri....... 64

3.4. Beyin Korteks ve Hipokampiis Doku Orneklerinden izole Edilen
Total RNA’larin A260/A280 oraniart ..........cccoeeeeeeeeieiiiiiee e 66

3.5. Beyin Korteks ve Hipokampiis Doku Orneklerinde Konvansiyonel
PCR ile elde edilen c-fos Ekspresyon Uriinlerinin Agaroz Jel
Elektroforezi ile GOSterimi .............uuuuiuiiiiiiiiiiiiiiieeeeees 67

3.6. Beyin Korteks ve Hipokampis Doku Orneklerinde c-fos Ekspresyon

Duzeylerinin 22CT yontemi ile Hesaplanmasina Yonelik Bulgular ....... 68
3.7. Real Time PCR Sonucu Elde Edilen Uriinlerin Erime Egrisi Analizi....... 70

BOLUM IV
TARTISMA VE SONUCLAR

4.1. Ornek Segimiyle Igili TArtISMAa...........cccoveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 73
4.2. c-fos Ekspresyonunun Saptanmasinda Segilen Yontem ile iigili Tartisma.....74

4.3. Beyin Korteks ve Hipokampiis Doku Orneklerinde GSH Diizeyleri ile

G TAMISIMEA ..o 76
4.4.Beyin Hipokampis ve Korteks Doku Orneklerinde c-fos

Ekspresyonuna Yonelik TartiSma............ccoveeeeiiiiiiiiiiiiiee e 78
OZET ... nnnnn 81
ABSTRACT ... 83
YARARLANILAN KAYNAKLAR........ccooi e s e s s e e s e s 85

Lo =03 | £- 3N 99



Tablo
Tablo |
Tablo Il
Tablo Il
Tablo IV
Tablo V

Tablo VI
Tablo VII

Tablo VIII

Tablo IX

Tablo X

Tablo Xl

VI

TABLOLAR DiZziNi

Sayfa
cDNA sentezi icin gerekli bilesenler ve miktarlari....................... 52
c-fos ve GAPDH primerleri ... 54
Konvansiyonel cDNA amplifikasyonu igin  gerekli
bilesenler ve miktarlari ... 54
Es zamanli cDNA amplifikasyonu igin gerekli bilesenler
Ve MIKEAIArT ... 55
GSH standart grafigini olusturan absorbans degerleri................ 62
BSA standart grafigini olusturan absorbans degerleri ................ 63
Kontrol, Akut KA, Akut KA + GCEE ve Akut GCEE
gruplarina ait beyin hipokampus ve kortekslerindeki GSH
duzeyleri ve ortalama £ S.H.'larm ... 65

Kontrol, Akut KA, Akut KA + GCEE ve Akut GCEE
gruplarina ait beyin hipokampusleri ve kortekslerindeki
total RNA A260/A280 oranlari (Ortamla £ S.H.” lar1) .................. 66
c-fos geninin Kontrol, Akut KA, Akut KA + GCEE ve Akut
GCEE gruplarina ait beyin hipokampusleri ve
kortekslerindeki 2°T degerleri ve Ortalama + S.H. lari ........ 68
c-fos gen urinunun Kontrol, Akut KA, Akut KA + GCEE
ve Akut GCEE gruplarina ait beyin hipokampusleri ve
kortekslerindeki Erime Sicakliklari ( Ortalama £ S.H. lan)......... 71
GAPDH gen Urininin Kontrol, Akut KA, Akut KA +
GCEE ve Akut GCEE gruplarina ait beyin hipokmpus ve
kortekslerindeki Erime Sicakliklari (Ortamala £ S.H.” lan).......... 72



Sekil

Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.
Sekil 6.
Sekil 7.
Sekil 8.
Sekil 9.

Sekil 10.
Sekil 11.
Sekil 12.
Sekil 13.
Sekil 14.
Sekil 15.
Sekil 16.
Sekil 17.
Sekil 18.

Sekil 19.

Sekil 20.

Sekil 21.

VIII

SEKILLER DiziNi

Sayfa
Glutamat reSeptOrleri ........ccooeiiiiiicee e 4
Glutamat ve kainik asitin yapisal benzerligi .............ccccovviiiiiiinnnne. 5
Kainik asitin norodejeneratif etki mekanizmasi ...........ccccccceeeieen. 8
DNA baglanma bdlgesinin yapisal motifleri............cccccccin. 11
c-fos geninin ekspresyonunun indUKSiyonu ..............cccevvvevivennnnnn.. 17
c-fos geninin DNA elementleri ...........ccoooeeeiiiiiiiiiieeee, 19
Glutatyonun Kimyasal yapiIS! .............uuuuuieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieieeeeees 23
Glutatyon BiyoSentezi...............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 24
GSH duzeylerinin degisimi ve nérodejeneratif hastaliklarin
alt yapisini olugturan olasi mekanizmalar............c.....cooieieeennnnnn. 30
SYBR Green’ in kimyasal formulU..................euvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieenes 34
SYBR Green’ in floresans olugsturma mekanizmasi ...................... 35
Amplifikasyon egrisinde CT degerinin gosterilimesi....................... 36
Erime EGrisi (F/T) .o 38
Erime EQrisi (-<dF/dT) e 38
Real-time PCR Programi ... 45
GSH absorbans- konsantrasyon egrisi ...........ccceeeeeeeieieeieiiiiinnnn. 63
Protein absorbans- konsantrasyon egrisi........cccccoeeeviiiiiieieeninnnnnn.. 64

Kontrol, Akut KA, Akut KA + GCEE ve Akut GCEE
gruplarina ait beyin kortekslerindeki GSH duzeylerinin
(ortalama £ S.H.) dagilimi........ccoooriiiiiiiiee e, 65
Kontrol, Akut KA, Akut KA + GCEE ve Akut GCEE
gruplarina ait beyin hipokampuslerindeki GSH duzeylerinin
(ortalama £ S.H.) dagilimi........oooiiiiiiiiii 66
Beyin korteks ve hipokampls doku orneklerinde c-fos
ekspresyonunun agaroz jel Uzerinde Kkalitatif olarak
GOSEEIIIMESI. .. 67
Kontrol, Akut KA, Akut KA + GCEE ve Akut GCEE
gruplarina ait beyin Kkortekslerindeki c-fos ekspresyon
diizeylerinin (272°T) dagilimi (Ortalama £ S.H.)...oovcoveveeeeecene. 69



IX

Sekil 22. Kontrol, Akut KA, Akut KA + GCEE ve Akut GCEE
gruplarina ait beyin hipokampuslerindeki c-fos ekspresyon
diizeylerinin (2*4°T) dagilimi (Ortalama + S.H.)........ccvvvvrvennn.. 69

Sekil 23. c-fos’ a ait erime egrisi 6rnedi (TM = 73.6 °C).....ceeeeeeeerieeeiininnn. 71

Sekil 24. GAPDH’ a ait erime egrisi 6rnegi (Tm = 83.53 °C).......cccevvvrvunnnn.n. 72



BOLUM I

GIRIS VE AMAG

Eksitotoksisite; glutamat ve aspartat gibi eksitatéor amino asit
reseptdrlerinin asiri uyarimina bagli olarak gelisen nérodejenerasyonun ve
hicre 6liminin meydana geldigi durumdur (18). Eksitotoksisitenin; inme,
epileptik tutulumlar ve Parkinson gibi nérodejeneratif santral sinir sistemi
hastaliklarinda tetikleyici bir faktér oldugu disunulmektedir (23) .

iyonotropik glutamat reseptér agonisti olan kainik asit (KA); siganlarda
in vivo ve in vitro olarak ndronal hasar gelisimine neden olan bir
eksitotoksindir. KA tarafindan indlUklenen eksitotoksisitenin altinda yatan
hicresel ve molekuler mekanizmalar arasinda asiri serbest radikal dretimi ve
apoptotik bir yolagin aktivasyonu yer alir (62).

Serbest radikallerin olusumu ve oksidatif stres hlcreler igin genel olarak
harabiyet yaraticidir. Hicrelerde oksidatif strese karsi ve hicresel redoks
dengesini saglamak Uzere gorev yapan en temel bilesik glutatyon (GSH) olup
yapisinda tiyol tasiyan antioksidan bir tripeptiddir (47). Antioksidan savunma
kapasitesinin duslk olmasinin yani sira surekli olarak oksidatif strese maruz
kalan beyin dokusu icin GSH duzeylerinin arttiriimasi ndroprotektif tedavi
yaklasimlari agisindan stratejik bir 6nem tasimaktadir. Oksidan bilesikler ve

ndronal hicre 6limine neden olan yolaklar arasinda dogrudan bazi iligkiler



oldugu gosterilmistir. Oksidatif stresin yani sira hicrenin redoks durumu da
hicresel fonksiyonlari belirleyen bir faktérdir (4, 5).

y—glutamilsistein etil esteri (GCEE) GSH sentez 6ncull bir bilesiktir.
GCEE uygulamasinin beyinde GSH duzeylerini arttirdiyi ve dolayli bir
antioksidan etki gosterebilecegi dustintlmektedir (12, 27).

Noéronlarin nérotransmitterler veya noérotrofik faktdrlerle stimulasyonu;
ndronal hicre yasami, farklilagsmasi ve adaptif yanitlarin gelismesinde kritik
rol oynayan gen ekspresyonunda degisikliklere neden olmaktadir.
Noérotransmitterlerin salinmasini izleyen dakikalarda “akut faz genleri/ primer
cevap genleri (IEG-immediate early genes)” adi verilen gen ailesinin
ekspresyonu induklenmektedir (1). c-fos geni IEG ailesinin bir Gyesi olup
glutamat kaynakli eksitotoksisite ile ekspresyonunun arttigi gézlemlenmistir.
c-fos geninin asiri ekspresyonunun in vivo ve in vitro olarak hicre 6limine
neden olabilecegini gobsteren c¢alismalarin isiginda c-fos mMRNA
dizeylerinden eksitotoksisitenin erken bir gostergesi olarak
faydalanilabileceg@i disunulmektedir (36, 37, 93).

Bu cgalismada, kainik asit ile eksitotoksisite olusturulan siganlarda beyin
korteks ve hipokampus dokularinda c-fos mRNA duzeyleri ile hlcresel
redoks potansiyelinin en temel gostergesi olan GSH duzeyleri 6ncelikli olarak
arastinimistir. Yanisira, kainik aside karsi GCEE uygulamasinin etkinligi ayni
parametreler dikkate alinarak arastiriimistir. c-fos mRNA ekspresyon
dizeylerindeki degisimin son yillarda glincel ve goreceli olarak yeni bir
molekuler teknik olan real-time PCR ile saptanmasi hedeflenerek, hem KA
hem de GCEE’nin beyin GSH duzeyleri Uzerindeki etkisinin boyutlari ortaya

konulmaya caligiimistir.



1.1. Genel Bilgiler

1.1.1. Eksitotoksisite ve Norodejenerasyon

Glutamat ve aspartat gibi eksitator amino asitler memeli santral
sisteminin  (SSS) ana ndrotransmitterleridir. Beyinde olduk¢a yuksek
konsantrasyonlarda bulunurlar, sinir terminallerindeki sinaptik gegisi
yonlendirir ve ndron igine iyon gegisini kontrol ederler (8, 31).

Glutamat ve aspartat postsinaptik hlcre yuzeyinde etkilerini belirli
reseptorler ile etkilesime girerek olustururlar (64, 70). Bu reseptorler
iyonotropik ve metabotropik olmak (izere iki gruptur. (Sekil 1). iyon
kanallarina bagh olan iyonotropik reseptoérler uyarildiklarinda hicre igine iyon
gegisini etkilerler. Metabotropik reseptorler ise G proteinine bagli olup
etkilerini ikincil haberciler ( inozitol trifosfat (IPs), intraseliiler Ca*? salinmasi)
vasitasiyla gostermektedirler.

lyonotropik reseptérler Na*, K* ve Ca*?a olan farkli gecirgenlikleri
nedeniyle Uge ayrilmaktadir:

1)NMDA (N-Metil-D-Aspartat) reseptorleri: Na-K-Ca iyon kanalina

bagldir. Yavas eksitatér cevaptan sorumludur. Sinir hiicresine Ca*? girisini
etkilemektedir.

2)AMPA (Alfa amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoksazolpropiyonik asit)

Reseptorleri: Na-K iyon kanalina baghdir. Hizh eksitatdér asirimdan
sorumludur.

3)Kainat Reseptorleri: AMPA reseptorleri gibi Na-K iyon kanalina

baglidir ve hizli eksitator cevaptan sorumludur.
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Sekil 1. Glutamat reseptorleri (PLC, fosfolipaz C; IP3, inozitol trifosfat; DA, Diagil
gliserol; AC, Adenilat siklaz) (64).

Eksitator amino asitler (EAA) normalde sinir iletiminden sorumlu
olduklari halde norotoksisitenin de potansiyel kaynaklaridirlar. Eksitotoksisite,
eksitator amino asit reseptorlerinin agiri uyariilmasina bagli olarak gelisen
hdcre olumunun ve buna bagl olarak da norodejenerasyonun meydana
geldigi durumdur. inme, epileptik tutulumlar ve Parkinson gibi nérodejeneratif
SSS hastaliklarinda  eksitotoksisitenin  6énemli  bir rol oynadigi
disundlmektedir (23, 30).

Glutamat reseptorleri araciligiyla meydana gelen eksitotoksisitede asiri
depolarizasyon sonucu iyon dengesinin bozulmasina bagl olarak htcre igi
Ca*? konsantrasyonu artmaktadir. Hiicre ici Ca*? diizeylerindeki bu artis da
cesitli lipolitik (lipaz, fosfolipazlar) ve proteolitik enzimleri (Ca*?* bagimli
proteazlar) aktive ederek hicreyi hem nekrotik hem apoptotik 6lime gétiren

mekinazmalari tetiklemektedir (19, 50, 96).



1.1.2. Kainik Asit ve Norodejenerasyondaki Yeri
Kainik asit (KA), bir ¢esit kirmizi alg olan “Digenea simplex” ‘ten elde
edilir ve glutamik asite olan yapisal benzerligi nedeniyle (98) iyonotropik

glutamat reseptor agonistidir (Sekil 2).

Glutamat COH
H=N COgH
Kainik Asit
HO.C
P Vi co.H

] COzH
H

Sekil 2. Glutamat ve kainik asitin yapisal benzerligi

KA; akut ve subakut epileptik aktiviteye neden olan potansiyel SSS
eksitotoksinidir. Sicanlara 9-15 mg/kg doz araliginda bir KA uygulamasi
eksitotoksik etkiler olusturur ve beyinde o6zellikle hipokampus, amigdala ve
talamus bolgelerinde in vivo ve in vitro hasara neden olur. KA uygulamasi
sinir hidcrelerinin yani sira glia, miyelin kiif ve kan damarlarinda da genis
capli néropatolojik degisimlere neden olmaktadir (11, 96).

KA  etkilerini  iyonotropik  glutamat  reseptorleri  araciligiyla
gostermektedir. Eksitotoksik hasarin ana hatlarini olusturan biyokimyasal

mekanizmalar su sekilde 0zetlenebilir (35, 62):



e Ca'? dengesinin bozulmasi, proteaz ve lipazlarin aktivasyonu,

e Kalpainler ve kaspazlarin aktivasyonu sonucu apoptoitk yolaklarin
tetiklenmesi (7),

e Nitrik oksit (NO) sentezi ve reaktif oksijen turlerinin (ROT) olusumu
sonucu oksidatif stresin gelismesi (9),

o Akut faz genleri ve diger transkripsiyon faktorlerinin agiri indiksiyonu
(93).

Sekil 3'te KA tarafindan tetiklenen norodejeneratif mekanizma ayrintili
olarak belirtilmistir (62). Buna gore:

Glutamat reseptorlerinin - agirt  uyarilmasi sonucu iyon dengesi
bozulmakta ve hiicre igi Ca*? diizeyleri artmaktadir. Ca*? konsantrasyonunun
artisi ile Ca*?a bagdli lipolitik (lipaz, fosfolipaz) ve proteolitik enzimler (Kalpain
| ve diger proteazlar) aktive olurlar . Aktive olan proteazlar c-fos, c-jun gibi
akut faz genlerinin anormal transkripsiyonunu induklerler. Proteolitik enzimler
plazma membranini ve hucre iskeletini olusturan madde ve zincirleri yikarlar.
Lipolitik enzimler ise néron membranindaki fosfolipidlerden arasidonik asit
salinimina ve bodylece aragidonik asit dongusunun baglamasina neden olur.
Arasidonik asit dongusunde prostaglandinler, |I6kotrienler ve tromboksanlar
sentezlenir (7, 18, 31).

Serbest radikaller ve lipid peroksitlerin yapimi sonucu KA kaynakli ‘OH
(hidroksil) radikali farelerde karacigerde lipid peroksidasyonunu arttirirken,
beyinde de mitokondriyal DNA’ya zarar vermektedir (16).

Mitokondri hicrede en ¢ok serbest radikal Ureten organeldir ve néronal
hasarin gelisiminde etkili oksidatif stresin ve serbest radikallerin 6nemli bir

uretim kaynagidir. Nitrik oksit yapimini takiben meyadana gelen ONOO



(peroksinitrit) radikali mitokondriyal enerji sentezini inhibe ederek ATP
kaybina onculuk etmekte ve noronlarda enerji yokluguna yol agmaktadir.
Mitokondride asiri serbest radikal Uretimi sonucu kaspaz aktivasyonuna
neden olan proapoptotik faktorerin mitokondriden salinimi apoptotik yolaklari

tetikler ve hiicre 6lumuU gerceklesir (9, 101).
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Sekil 3. Kainik asitin ndrodejeneratif etki mekanizmasi (DAG, diagilgliserol; PKC, protein kinaz C; NOS, Nitrikoksit sentetaz; ROT, reaktif oksijen turleri)



1.2. Transkripsiyon ve Transkripsiyon Faktorleri

DNA kalibindan RNA molekullerinin  sentezlenmesi islemine
“Transkripsiyon (okuma)” adi verilmektedir. Transkripsiyon isleminde ikili
sarmal yapidaki DNA’nin zincirlerinden birinin gen dizisine es (komplementer,
tamamlayici) olan bir mMRNA molekull sentezlenir. mMRNA’nin yapisindaki her
bir Gc¢li kodon (genetik sifre); translasyon sirasinda dogru amino asitin
polipeptid zincire takilmasini saglayan ilgili tRNA’nin antikodon bdlgesine
tamamlayicidir (40, 58).

Hucre icinde bilgi akisinin yani protein sentezinin ilk basamagi
transkripsiyondur. Bu nedenle son derece Onemli bir hicresel suregtir.
Transkripsiyon slreci butin hdcrelerde ayni temel mekanizmalarla
ilerlemesine karsin; dkaryotik hicrelerde prokaryotik hicrelere goére daha
karmasiktir (58, 93).

Okaryotik transkripsiyon c¢ekirdekte olur ve (¢ ayri RNA polimeraz
enzimi tarafindan  yonlendirilir. Okaryotlarda  tiim mRNA’larin
transkripsiyonundan sorumlu olan enzim RNA polimeraz II'dir.
Transkripsiyonun baglamasi ve regulasyonu igin son derece 6zgul DNA
bdlgelerinin RNA polimeraz tarafindan taninmasi ve cesitli protein yapili
faktorler ve DNA Uzerindeki bir dizi kontrol elementleri ile iliskilerin kurulmasi
gerekmektedir. Sentezlenen ilk RNA molekull gesitli islemlerden gegtikten
sonra olgun mRNA’ya dénugsur ve translasyonu bagslatmasi igin sitoplazmaya
gegmesi gerekir (40, 51, 52).

Promotorlar; RNA polimeraz’in baglanmasi i¢in taninma noktasi olarak

gbrev yapan nukleotit dizileri igerirler. Bu diziler transkripsiyonun basladigi



10

noktadan itibaren yukari dogru belirli bir alanda yer alirlar. Promotorlar
kontrol ettikleri genlerin hemen basinda yer alirlar ve genin bir pargasiymis
gibi dusunularler. Genellikle yuzlerce nukleotit uzunlugundadirlar. Genlerin
¢ogunun promotor bolgesi ¢ok sayida element igerir. RNA polimeraz II'nin
baglanacagi promotorun kendisi “ TATA kutusu” olarak adlandirilir (52).

Etki arttiricilar (enhancer); promotorun aktivitesini arttiran genin asagisi,
yukarisi veya iginde bulunup transkripsiyonu kontrol eden elementlerdir.

Okaryotik promotorlar; transkripsiyonu baslatmak icin gerekli olan ¢ok
sayidaki protein faktorlerin baglanma bodlgeleridir. Bu protein faktorlere
“Transkripsiyon Faktorleri” adi verilir. Bu faktorler, bitin polimeraz Il
promotorlarina baglanip temel transkripsiyon mekanizmasinin bir bolimuinu
olusturan genel transkripsiyon faktorleri ve 6zel genlerin ekspresyonunu
denetleyen DNA dizilerine baglanan gene 6zgu transkripsiyon faktorleri
olmak Uzere iki sekilde bulunabilirler (40, 94).

Transkripsiyon faktorlerinin  en az ki islevsel bdlgesi (domain)
bulunmaktadir (51, 97):

e DNA baglanma bdlgesi (DNA binding domain): Etki arttiricida
bulunan 6zgul DNA dizilerine baglanir.

e Karsi-aktivasyon bélgesi (Trans-activating domain): Protein-protein
etkilesimi ile transkripsiyonu aktive eder. RNA polimeraza ya da
promotordaki diger transkripsiyon faktorlerine baglanir.

Transkripsiyon faktorlerinin DNA baglanma bolgeleri yapisal olarak
farkhliklar icermektedir. Bu yapisal motifler asagida ve Sekil 4'de belirtildigi

gibidir (58):
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» Cinko parmak bdlgeleri (zinc finger): Cinko iyonuna bagli a ve B

polipeptid zincirlerinden olugur. Parmak seklindeki yapinin ucu DNA'nin
buyuk veya kuguk oluguna baglanir.

» Sarmal-doniis-sarmal  bdlgeleri  (helix-turn-helix):  iki a-heliks

polipeptid alt birimden meydana gelir ve yapisi sa¢ tokasina benzemektedir.

> Lésin Fermuar bélgeleri (leucine zipper): iki farkli polipeptit zincir

icerir. Bazik yapidaki I16sin amino asitleri dimerlesmeden sorumludur. Fos ve
jun gibi onkogenlerin DNA’ya baglanmalari ve aralarinda dimer olusturarak
Aktivator Protein-1 (AP-1)i meydana getirmeleri 16sin fermuar bdlgeleri
araciligiyla olmaktadir.

» Sarmal-ilmik-sarmal bdlgeri (helix-loop-helix): Dimerlesme

bdlgelerinden her birinin bir ilmik ile ayriimis iki helikal bélgeden olugsmasi

disinda |6sin fermuarlara benzerler.

DNA baglama

DNA baglama

Helikal bélge

Transaktivasyon Sarmal-diniig-sarmal Cinko parmak
bilgesi
DNA baglama
DNA baglama [
E’L\% fr:
I disin fermuar Sarmal-ilmik-sarmal

Sekil 4. DNA baglanma boélgesinin yapisal motifleri (58)
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Ozgiil transkripsiyon faktoérlerinin etki arttiricilara baglanmasi, gelisim ve
farkhlasma sureclerinde oldugu gibi hicrelerin hormonlar ve blyume
faktorleri gibi ¢esitli uyaranlara yaniti sirasinda da ekspresyonun kontroltiden
sorumludur (41, 89).

Kromatin yapisini degistirerek diger faktorlerin baglanmasini saglayan
karg! baskilayici faktorler (antirepresér) de bulunmaktadir. Transkripsiyonun
regulasyonu aktivatorlerle oldugu kadar 6zgul DNA dizilerine baglanarak
transkripsiyonu  Onleyen baskilayicilar  (represorler) tarafindan da

saglanmaktadir (52, 80).

1.2.1. Transkripsiyon Faktorlerinin  Santral Sinir Sistemindeki

Fonksiyonlari

Noéronlarin  aktivasyonu iki farkli mekanizmanin igleyisiyle iletilen
uyarinin yayilmasini saglamaktadir. Bunlardan birisi elektrofizyolojik aktivite
olup; hizli bir sekilde ilerler ve uyaran hakkindaki bilginin iletiimesinden
sorumludur. Digeri ikincil habercilerin sinyal yolaklarinin aktivasyonu olup
bazi genlerin transkripsiyonunu ve/veya baskilanmasini  saglayan
transkripsiyon faktorlerinin Uretimini icermekte ve daha sonra gelecek
uyarilara néronlarin verecegdi yanitlari etkilemektedir (94).

Son yillarda yapilan galismalar transkripsiyon faktorlerinin; santral sinir
sisteminin gelisiminde ve fonksiyonunda ¢ok édnemli bir rol oynamasinin yani
sira c¢esitli uyaranlar ve patolojik durumlara karsi adaptif yanitlarin
geligtiriimesinde de kritik bir rol oynadiklarini géstermektedir. Transkripsiyon

faktorlerinin indiksiyonu ve fonksiyonlarinin arastirimasi sadece gen
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ekspresyonunun santral sinir sisteminde nasil uzun sureli bir etki yarattigini
anlamak acisindan degil uyariyi takiben gelisen ikincil haberci sistemleri
hakkinda bilgi sahibi olmak agisindan da énemlidir (1, 93, 99, 107).

Genlerin ekspresyonunu kontrol eden transkripsiyon faktorlerinin
fonksiyonu; ortam kosullari, hicre c¢ekirdeginin genel aktivitesi, DNA
baglanma bdlgelerinin  durumu ve konumu gibi bir dizi faktérden
etkilenmektedir (89). Bazi transkripsiyon faktorleri diger transkripsiyon
faktorleri ile 16sin fermuari aracihgiyla birleserek DNA’ya baglanmakta (51) ve
etkilerini bu sekilde gostermektedir. Transkripsyon faktort bir DNA bolgesine
baglandigi zaman ya gen ekspresyonunu baslatmakta ya da duzenleyici

DNA bdlgesini kapatarak ekspresyonu dnlemektedir (80).

1.2.2. Akut Faz Genleri (Immediate Early Genes)

Durgun haldeki 3T3 fibroblastlari serum ile stimlle edildikleri zaman
hizli bir sekilde buylr ve mitoz bagslar. Bu hlcresel cevap ¢ok sayidaki genin
hizli bir sekilde indlksiyonuna baglidir (52, 55). Serum uygulamasindan 30
dakika sonra fibroblastlarda 100’den fazla genin ekspresyonunun
indUklendigi ve c-fos gibi bazi genlerin mRNA’larinin ilk 5-10 dakika iginde
dahi saptanabildigi gdsterilmistir. Bu genlerin hizli indiksiyonu de novo
protein  sentezi olmaksizin  ekspresyonlarinin  gergeklesmesinden
kaynaklanmaktadir. Bu nedenle, “akut faz/erken cevap veya primer cevap
genleri” (immediate early genes-IEGs) olarak isimlendiriimektedirler. IEG’ler
fonksiyonel agidan farkli birgok genomik drinud kodlarlar. Sitokinler,

kemoatraktanlar, sitoplazmik enzimler, liganda bagli transkripsiyon faktorleri



14

ve induklenebilir transkripsiyon faktorleri bu gen Urlnlerine 6rnek olarak
verilebilir (40, 94).

Transkripsiyon faktorlerinin genel ve indiklenebilir olmak Gzere iki tipi
mevcuttur. Genel (yapisal, surekli) transkripsiyon faktérleri RNA polimeraz |l
ile birlesip transkripsiyonun basladigi TATA kutusuna baglanir ve
indUklenebilir transkripsiyon faktorlerinin baglanabilmesi igin bir kdpru gorevi
gOrarler (40).

Hucresel bir stimilasyon sonucu gergceklesen IEG ekspresyonunun
indUksiyonu veya inhibisyonu; hicrede 6nceden var olan transkripsiyon
faktorleri tarafindan kontrol edilmektedir. Stimlle edilmemis hucrelerde
bulunan ve higbir dis uyaran olmadan da DNA’daki duzenleyici bolgelere
baglanan bu proteinlere “genel (surekli, yapisal) transkripsiyon faktorleri” adi
verilmektedir.

indiiklenebilir transkripsiyon faktorleri sinifindan olan IEG urlnleri
asagida belirtilen Jun, Fos ve Krox gibi gen ailelerinden olugsmaktadir (41, 52,
75, 94):

e Jun: c-Jun, JunB, JunD,

¢ Fos: c-Fos, FosB, Fra-1(fos ile ilgili antijen 1), Fra-2 (fos ile ilgili antijen
2),

e Krox: Krox20, Krox24.

1.2.3. Fos Geni ve Fos Proteinleri

Viral “fos” geni ilk kez 1982 yilinda Finkel-Biskis-Jinkins murin

osteojenik sarkoma viristinin (FBJ_MSV) onkogeni olarak izole edilmigtir
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(25). Daha sonrasinda bu onkogenin hicresel Grind olan “c-fos”
tanimlamistir (24). Bu tanimlama cergevesinde 1984 vyilinda DNA'ya
baglanma ve gen aktivasyonu 6zellikleri gosteren nukleer proteinler seklinde
karakterize edilmiglerdir. c-fos , c-jun ve aktivator protein-1 (AP-1) arasindaki
iliski daha sonra tanimlanmistir. 1987 yilinda ise sigan cDNA klonundan elde
edilen c-fos’'un fare ve insaninkiyle blydk oranda homoloji gosterdigi
bulunmustur (22).

Fos geni ile ilgili diger proteinler sunlardir (33, 40, 75, 94):

e FosB: 334 amino asit igerir.

e FosB kisa formu: 234 amino asitten olusmaktadir.

e Fra-1( fos ile ilgili antijen-1): 275 amino asit igerir.

e Fra-2 ( fos ile ilgili antijen-2): 326 amino asit icerir.

Fos proteinleri jun proteinleri ile heterodimerleserek transkripsiyon
faktor kompleksi olan Aktivator Protein-1 (AP-1)i meydana getirirler. Bu
heterodimerlesme I6sin fermuar bolgeleri araciligiyla meydana gelmektedir.
Bununla birlikte jun proteinleri kendi aralarinda homodimerler olugtururken,
fos proteinleri ve ATF proteinleri ile de heterodimerler olusturabilmektedir (22,
24).

AP-1; hedef gende DNA UGzerindeki AP-1 baglanma bolgesine
baglanarak etkisini gostermektedir. DNA'ya baglanmada etkili olan 10sin
fermuar bolgelerinin yani sira bazik sistein rezidulerinden kaynaklanan
redoks mekanizmalari da giderek 6nem kazanan bir konudur (49, 51).
Superoksit ve hidrojen peroksit kaynakl oksdatif strese bagli olarak c-fos ve
cjun ekspresyonunun induksiyonu AP-1 baglanma bodlgesi vasitasiyla

olmaktadir. Benzer sekilde fenolik ve tiyol antioksidanlar AP-1 aktivasyonunu
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hicresel redoks potansiyeline bagli olarak arttirmaktadir. Bu konuda yapilan
calismalara gore, hucresel tiyoredoksin ve glutatyon icerigi AP-1’in
aktivasyonunu etkilemektedir (4, 42, 49).

AP-1 transkripsiyon kompleksi cogalma, farklilagsma, apoptozis ve
onkojenik  transformasyon gibi cesitli surecglerde etkili genlerin
ekspresyonlarinin  dizenlenmesinde rol oynamaktadir. AP-1'in  hedef
genlerine o&rnek olarak enkefalin, somatostatin, tirozin hidroksilaz ve
kollajenaz genleri verilebilir (88).

Kanser, norodejeneratif hastaliklar, ateroskleroz ve diyabet gibi
olgularin patojenezinde temel bir rol oynayan oksidatif strese karsi AP-1, c-
fos ve c-jun gibi hucresel redoks potansiyeline bagl olarak ekspresyonu
degisen genlerin ve iligkili mekanizmalarin arastiriimasi bunlara yonelik

tedavi stratejilerinin geligsimine katki saglayabilir.

1.2.4. c-fos Ekspresyonunun indiiksiyonu

Ekstraselller bir uyariya karsi indiklenen c-fos ekspresyonu hicrelerde
sinyal tranduksiyonu ve transkripsiyonun regulasyonu ile ilgili sureglerde
onemli roller Ustlenmektedir. c-fos geninin transkripsiyonu, hucreleri
etkileyerek buylime ve farklilasmay! saglayan ¢ok sayida etken tarafindan
hizla ve gegici olarak saglanir (Sekil 5). c-fos geni c¢ekirdeksel bir
transkripsiyon faktori olup hicre ¢ogalmasi ve farklilagsmasi sirasinda gen
ekspresyonunun asamali olarak dizenlenmesinde gorevlidir (83).

Noronlarin nérotransmitter ve norotrofik faktorlerle stimilasyonu sonucu
indUklenen c-fos ve diger akut faz genlerinin ekspresyonu néronal hulcre

yasami, farkhlasmasi ve olgun hicrelerin adaptif yanitlarinin gelisiminde kritik
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rol oynar. Noronal hicrelerde transsinaptik stimulasyon ve elektriksel
membran  aktivitesinin  dlzenlenmesinden  sorumlu  olan c-fos
noroplastisitenin de belirleyicisidir. Noroplastisite ¢esitli ¢cevresel uyaranlara
bagli olarak beyindeki néronlarin ve bu noéronlarin olusturdugu sinapslarin
yapisal 6zellikleri ve islevlerindeki degisikliklerdir (1, 103).

Biyolojik karakteristikleri nedeni ile c-fos ve diger IEG’ler bir
stimllasyona karsi olusan néronal aktivasyonun belirteci olarak in vitro ve in

vivo bir gok ¢alismada kullaniimistir (88).

. Depolarizasyon
Sl Ndérotransmitter

Faktérileri Cat
O : \Y/
B=a M

[l

S/

cAMP
CaM

Spesifik Hicresel
Sinyaller

CaM Kinaz  cAMP’ye bagli
kinazlar

4 ¥
__| sre |*=]caREcRE| _[aP1]

c-fos geni

Sekil 5. c¢-fos geninin ekspresyonunun induksiyonu (AC, adenilat siklaz; CaM,
kalsiyum kalmodulin; CaM kinaz, kalsiyum kalmodulin kinaz; SRF, serum
yanit faktéri; SRE, serum yanit elementi; CRE, cAMP/Ca*? yanit
elementi; CREB, CRE baglanma proteini; AP-1, aktivator protein-1).
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c-fos transkripsiyonu c¢ok cesitli mitojenler ve farklilasmayi uyaran
maddeler tarafindan uyarilabilir. Nérotransmitterler (asetil kolin), hormonlar
(insulin, glukokortikoidler) ve blytume faktorlerinin (EGF-Epidermal biylime
faktord, NGF-Sinir buyume faktorli, PDGF-Platelet kaynakli blylime faktort)
de dahil oldugu ikincil haberci mekanizmalarinin yani sira Ras ve mitojenle
aktive edilmis protein kinaz (MAP kinaz) yolaklari ekspresyonun
dizenlenmesinde énemli gorevler Ustlenir (40, 88).

Fos geninin ekspresyonunun induksiyonundan sorumlu bazi DNA
elementleri Sekil 6'da gosterilmistir (40, 41):

Serum vanit elementi (SRE-serum respond element): c-fos’'un forbol

esterleri, buyume faktorleri (EGF, PDGF), insulin ve UV aracil
indUksiyonundan sorumludur. Bu indiksiyon protein kinaz C (PKC)ye
bagimli veya bagimsiz olarak gergeklesebilir. Ayrica stimile olmamig
hicrelerde bazal c-fos ekspresyonunda ve c-fos’un transkripsiyonel olarak
baskilanmasinda da énemli rol oynar.

c-Sis indiklenebilir element (SIE-c-Sis inducible element): PDGF ve

EGF gibi buyume faktorleri tarafindan aktive olmaktadir.

cAMP/Ca*? yanit elementi (CRE- cAMP/Ca*® response element): c-

jun:c-fos dimerleri ve CREB (CRE-baglanma proteini) i¢cin baglanma alani
olustururken, PC12 hicrelerinde NGF aracili ekspresyonun indiksiyonunda
onemli rol lstlenmektedir. cAMP/Ca*? yanit elementi’nin en énemli 6zelligi

Ca*? konsantrasyonunun degisimine bagli olarak etki géstermesidir.
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Sekil 6. c-fos geninin DNA elementleri

Ekstraselller stimllasyon reseptor aracili bir mekanizma ile ikincil
habercilerin aktivasyonuna ve hicre igine kalsiyum girisine neden olur.
Sonug olarak protein kinaz A, protein kinaz C ve MAP kinaz gibi kinazlar
aktive olur (59). Bu kinazlar da CREB gibi regulator elementleri fosforile
ederek c-fos ekspresyonunun induklenmesine yol acar (39, 88).

Buyume faktorlerinin c-fos'u aktive etmesi ekstraseluler sinyal

dizenleyici kinaz (ERK-kinaz) ve MAP-kinaz vasitasiyla olmaktadir (40, 59).

1.2.5. c-fos Ekspresyonu ve Eksitotoksisite ile iliskisi

Glutamat ve diger eksitator amino asitlerin (EAA) cesitli
ndropatalojilerdeki roll son yillarda giderek 6nem kazanan bir konudur. EAA
reseptorlerinin  asir  stimiillasyonunu takiben gelisen intraseliler Ca*?
duzeylerindeki artis geri donisumsuz noronal hasara neden olan hucre igi

mekanizmalari tetiklemektedir. Hucre ici proteaz, lipaz ve endonukleazlarin
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aktivasyonunun yani sira asiri ROT Uretimi ve diffize olabilen gazlarin
sentezi eksitotoksik hasarin gelisim mekanizmalarindandir (69).

Santral sinir sisteminde EAA reseptorlerinin aktivasyonu normalde
ogrenme, hafiza ve noroplastisite ile ilgili sureclerde fonksiyon
gOstermektedir (1).

IEG ailesinin bir Uyesi olan c-fos ndronal plastisitenin saglanmasi ve
hafizanin olusumunda duzenleyici rol oynamaktadir. c-fos gen urtnlerinden
nikleer fos proteini; c¢esitli hdcre tiplerinde differansiyasyon ve
proliferasyonun duzenlenmesinden sorumlu olan AP-1 transkripsiyon
kompleksinin yapisinda yer almaktadir (81).

Eksitotoksik kaskadin ilerlemesinin atinda yatan diger bir mekanizma da
IEG ailesinin asiri transkripsiyonudur. Bu genler; hlcre aktivasyonu ve
yasaminin devami igin gerekli 6nemli bazi genlerin ekspresyonunu
dizenlemektedir (93).

KA siganlarda sistemik uygulamada (5-9 mg/kg) temporal Ilob
epilepsisine benzer limbik ve jeneralize tutulumlara neden olmakta ve bu
0zelligi nedeniyle de nérodejeneratif bir deney modeli olarak kullaniimaktadir.
KA'in neden oldugu nérodejenerasyon beyinde hipokampus, korteks ve
amigdala gibi boélumlerinde saatler ve bazen gunlerce surebilen geri
doénlsumsutz bir néronal hlcre hasari ve 6liumune yol agmaktadir (76).
Noérodejenarasyonun gelisiminde rol oynayan EAA reseptorlerinin asiri
aktivasyonu ndronlarda hem nekrotik hem apoptotik hicre olumuna

tetiklemektedir. KA uygulamasi ile birlikte Ca*?

a bagimh enzimlerin 6zellikle
de endonlkleazlarin aktivasyonu ile apoptozisin bir belirteci olan DNA

fragmentasyonu gelismektedir . KA’in apoptozis gelisimindeki roll tam olarak
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acikhga kavusturulmamig olmasina ragmen norodejenerasyonun geligtigi ve
DNA fragmentasyonunun goézlemlendigi beyin bdlgelerinde c-fos mRNA
dizeylerinde ve AP-1 aktivasyonunda bir artis saptanmistir (36). c-fos
duzeylerindeki bu artig epileptik tutulumlari takiben néronlardaki apoptozisin
ve eksitotoksik hasarin erken bir belirteci olarak kullanilabilir.

KA kaynakli eksitotoksik hasarin gelisimi ile c-fos duzeylerindeki artis;
bazi hicre i¢i yolaklarin aktivasyonu ve c-fos transkripsiyonunu duizenleyen
bazi DNA elementelerinin indlksiyonu ile gerceklesmektedir. MAPK
kaskatlarinin [ekstraselller sinyal dizenleyici kinaz, c-Jun N- terminal kinaz
(JNK)] aktivasyonu; CRE induksiyonu ile c-fos transkripsiyonunda artisa
neden olur. Ayrica hiicre ici Ca*® diizeylerinin artisi CaM-K (kalsiyum
kalmodulin kinaz) aktivasyonu yoluyla ERK ve CRE fosforilasyonuna neden
olmaktadir. Proliferatif durumlarda artis gésteren ERK ile strese bagl olarak
artan JNK noéroplastisite ve glutamat kaynakli eksitotoksisitede dnemli rol
oynamaktadir (41, 103, 105).

In vivo olarak eksitotoksik lezyon gelisiminde c-fos mRNA diizeylerinin
artis gosterdigi pek ¢ok arastirmaci tarafindan gosterilmigtir (93). Benzer
sekildeki artis in vitro olarak da gosteriimis olup hizli bir bigcimde
gerceklesmekte (15-45 dakika iginde) ve belli bir stire sonra da c-fos mMRNA
dizeyleri bazal seviyeye donmektedir. Eger eksitotoksik ajan uygulamasi
uzun sureli ise c-fos duzeylerindeki artis devam etmektedir (4-24 saat).
Kronik uygulamalarda bu artis 3 ila 10 gin sonra dahi saptanabilmektedir
(37).

Membran hasarinin tespiti ile nekrotik hiicre dlimundn saptandigi laktat

dehidrogenaz (LDH) testi ve mitokondriyal disfonksiyonun tespiti vasitasiyla
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hicre 6lumunin erken bir belirleyicisi olan dimetiltiyazol difeniltetrazolyum
(MTT) testi eksitotoksik stimilasyon sonucu gelisen noérotoksik hasarin
belirlenmesinde siklikla bagvurulan yontemlerdir. Rogers ve digerlerinin
yaptigi calismada in vitro c-fos duzeylerinin belli zaman araliklarinda
Olcumune dayanan yeni bir yontemin, LDH ve MTT testlerine oranla
eksitotoksisitenin daha spesifik bir belirteci oldugu gdsterilmistir (79).

c-fos dlzeylerindeki zamana bagli olarak gergeklesen relatif artisin
saptanmasina yodnelik in vitro testler; cesitli kimyasallarin eksitotoksik
Ozelliklerinin olup olmadiginin tespit edilmesinde, néropatolojik hastaliklarin
tedavilerinde kullanilan EAA antogonisti ilaglarin klinik arastirmalarinda ve
ndrodejeneratif durumlarda uygulanabilecek antioksidan tedavi stratejilerinin

etkinliginin belirlenmesinde kullanilabilir (37).

1.3. Glutatyon (GSH) ve Hicresel Redoks Potansiyelinin

Saglanmasindaki Rolu

Son yillarda yapilan ¢alismalar, artmis serbest oksijen radikallerinin ve
lipid peroksidasyonunun bir ¢ok hastaligin patojenezinde rol aldigini
gOstermektedir (5, 29, 66).

Suda c¢o6zunebilen bir tripeptid olan glutatyon (y-L-glutamil-L-
sisteinilglisin) memeli hicrelerinde en fazla bulunan tiyol bilesigidir (Sekil 7).
Glutatyon; hucrelerde indirgenmis (GSH) ve yukseltgenmis (GSSG) olmak
uzere iki sekilde bulunur. Glutatyon konsantrasyonu; sitozolde 1-11 mM |,
cekirdekte 3-15 mM ve mitokondride 5-11 mM civarinda olup biyosentezi

sitozolde gergeklesmektedir (67).
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Sekil 7. Glutatyonun kimyasal yapisi

De novo GSH sentezi tum hucre tiplerinde gerekli amino asitlerin
varhginda “y-glutamil sistein sentetaz (GCS)” ve “glutatyon sentetaz”
enzimleri tarafindan saglanir. y-glutamilsistein sentetaz glutamat ve sistein
amino asitlerini birlegtirerek bir dipeptit olan y-glutamilsisteini olugturur.
Glutatyon sentetaz da y-glutamilsistein ile glisini birlestirerek glutatyon
olusumunu saglamaktadir. Her iki enzimin de calisabilmesi icin ATP’ye
ihtiyagc vardir. GSH sentezinde hiz sinirlayici basamak y-glutamilsistein
sentetazdir ve GSH'un kendisi tarafindan geri-besleme (feed-back)
mekanizmasiyla inhibe olmaktadir (Sekil 8) (77, 85).

GSH sentezi GSSG rediktaz aracili bir rejenerasyon basamagini da
icermektedir. Bir flavoenzim olan GSSG reduktaz; NADPH'tan aldigi
elektronlari GSSG’ye tasiyarak GSH olusumunu katalizler (109).

Glutatyon-S-transferaz enzimi ile GSH-S konjugatlarinin olusturulmasi,
Glutatyon peroksidaz (GPx) enzimi tarafindan GSH’tan GSSG olusumu ve
hicredisina GSH salinimi; hicre ici GSH dizeylerini dislren olaylardir.
GSH; yapisinda bulunan sistein amino asidinin tiyol (-SH) grubu nedeniyle

kan-beyin bariyerini kolaylikla gegemez (26).
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Metiyonin
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Homosistein
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Sentetaz j Glutaminaz
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Sistatyon Glutamat
Sistatyonaz \
Sistein Gama-glutamilsistein

\{1 Sentetaz

Gama-glutamilsistein

Glisin Glutatyon

""-1____1 Sentetaz

Glutatyon 44 GSSG

Sekil 8. Glutatyon Biyosentezi (2).

GSH'un bir antioksidan olarak en oOnemli gorevi serbest radikal
temizleyicisi olmasi ve ksenobiyotiklerin  detoksifikasyonunda rol
oynamasidir. GSH; oksidatif strese karsi etkili olan birgok antioksidan
enzimin (GPx gibi) koenzimidir. Ayrica hidroksil ve superoksit radikalini direkt
olarak temizlerken, hidrojen peroksit ve lipid peroksidasyonu Uzerinde de
GPx’in katalitik aktivasyonu yoluyla etkilidir. GSH; E vitamini ve C vitamini
gibi 6nemli antioksidanlarin rejenere olup aktif formlarina donmesinden de
sorumludur (84, 91). GSHun diger gorevleri arasinda proteinlerin tiyol

gruplarinin indirgenmesi, hucresel tiyol redoks potansiyelinin saglanmasi,
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cesitli izomerizasyon reaksiyonlarinda koenzim olmasi ve sistein amino
asidinin transportu ve depolanmasi sayilabilir (102, 109).

Son yillarda yapilan bazi calismalar GSH'un DNA metabolizmasi,
protein sentezi, cesitli enzimlerin aktivasyonu ve immun fonksiyonun
saglanmasi, sinyal transduksiyonu, gen ekspresyonunun regulasyonu ve
apoptozis gibi surecglerde de énemli roller Ustlendigini géstermektedir (46, 86,

87).

1.3.1. Glutatyon ve Redoks Potansiyeli

Her hdcrenin belirli bir elektron igerigi ve buna baglh olarak da hicresel
fonksiyonlarini  sUrdurebilmesi igin belirli bir redoks potansiyeli vardir.
Hucresel redoks potansiyeli veya redoks dengesi GSH ve tiyoredoksin (TRX)
tarafindan saglanmaktadir (tamponlanmaktadir) (4). “GSH/GSSG” orani
hicresel redoks dengesinin bir indikatoradur (47).

Oksidatif strese bagh kosullarda GSSG orani ylkselir. GSSG
oranindaki artis tiyol grubu iceren protein yapili reseptorler, protein kinazlar
ve transkripsiyon faktorlerinin disulfid gruplarindaki artiglar ile birlikte hiicre igi
sinyalizasyonda degisikliklere neden olmaktadir.

GSH ve TRX'in indirgenmis formlarinin olusmasi GSH rediktaz ve
TRX rediktaz enzimleri tarafindan saglanmaktadir (13). Tum bu redoks
sistemi antioksidan savunmada rol Ustlenirken hicre igi sinyalizasyon
yolaklarini da etkilemektedir (71, 73). GSH c¢ekirdekte 6nemli bazi
proteinlerin  sulfidril gruplarinin redidksiyonunu saglayarak DNA tamir

mekanizmalari ve gen ekspresyonunda rol oynamaktadir. Hicre ici redoks
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potansiyelinin degisimine bagh olarak ekspresyonu etkilenen genlere DNA
tamir enzimi olan Ref-1, detoksifikasyonda gorevli bir dizi enzim , sitokinler,
transkripsiyon faktorleri (AP-1), viral proteinler ve bazi blylime faktorleri

ornek verilebilir (42, 46, 87).

1.3.2. Glutatyon ve Beyin Dokusu

Tum aerobik organizmalar mitokondriyal solunum sirasinda ROT’ne maruz
kalirlar. Alinan oksijenin yaklasik %2’lik bir kismi ROT’ne ¢evrilmektedir. Vicutta
diger dokularla karsilastirildiginda oksidatif strese karsi en hassas doku beyindir
(32). Bunun nedenleri asagidaki sekilde siralanabilir:

a) En fazla oksijen ve glukoz tuketilen organ olmasi (28, 92),

b) Yiiksek konsantrasyonda demir (Fe*?) ve askorbat icermesi ve
herhangi bir hasar durumunda Fe/askorbat karisiminin potansiyel bir
prooksidan rol oynamasi (34),

c) Lipid peroksidasyonuna yatkin doymamis yag asitlerini yUksek
oranda igermesi (72),

d) Antioksidan savunma kapasitesindeki yetersizlik (CAT, SOD ve GPx
gibi enzimleri disuk dizeyde igermesi) (43).

Norolojik hastaliklarin patolojisinde rol oynayan oksidatif strese karsi
beyin dokusunun antioksidan savunma sisteminin gelistiriimesi giderek 6nem
kazanan bir konudur. Beyinde mitokondriyal solunum sonucunda Uretilen
H20: ‘in detoksifikasyonunda en etkili antioksidan savunma sistemi glutatyon

peroksidaz ve glutatyon tarafindan olusturulmaktadir (16).
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GSH beyin dokusunda milimolar konsantrasyonlarda (1-3 mM)
bulunmaktadir. GSH homeostazisinin saglanmasi; biyosentez icin gerekli
amino asitlerin kan-beyin engelini gegebilmesine baghdir (109). Glutatyonun
beyin dokusundaki sentezi diger dokularda oldugu gibi y-glutamilsistein
sentetaz ve glutatyon sentetaz enzimleriyle yapilmaktadir. Fakat bu
enzimlerin beyindeki aktiviteleri karaciger ve bdébrekteki aktivitelerine gore
daha dusuktir (85). Bunun yani sira GSH biyosentez prekursértu olan y-
glutamilsistein ve sistein sentez prekursorleri kullanilarak beyin GSH
duzeyleri arttinlabilir (12, 27).

Noéronlar ve glial hicrelerde GSH duzeylerinin saptanmasi icin cesitli
calismalar yapiimig, bu ¢alismalar ile astrositlerin GSH igeriginin néronlara
oranla daha fazla oldugu gorulmustur. Beyin hucrelerinden az miktarda da
olsa GSH saliniminin oldugu gdsterilmis ve bu nedenle GSH’un antioksidan
fonksiyonunun yani sira l|0kotrien ve glutamat detoksifikasyonunda bir
ndrotransmitter veya bir nérohormon gibi fonksiyon goésteriyor olabilecedi
hipotezi ortaya atilmistir (10, 46).

Yaslanmaya bagli olarak goérilen GPx ve GSH duzeylerindeki azalma
ndrodejeneratif hastaliklara yakalanma riskini arttirmaktadir. Oksidatif strese
kargi hassas olan beynin antioksidan sistem kapasitesinin azalmasi
ndrodejeneratif slrecglerin hizlanmasina neden olmaktadir. Ayrica Parkinson
ve Alzheimer hastaliklarinda beyin GSH dlzeylerinin dustik oldugu

saptanmistir (12, 90, 95).
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1.3.3. Beyinde Glutatyon Duzeylerinin Degisimi ve Norodejenerasyon

ile iligkisi

Oksidatif strese bagli olarak gelisen nérodejeneratif patolojilerin altinda
yatan mekanizmalar tam olarak acgikliga kavusturulamamistir. Bunun yani
sira gen ekspresyonunun, glutaminerjik eksitotoksik hasarin, noérotrofik
faktorler ve nitrik oksit aracili enflamatuvar sureglerin etkili oldugu yapilan
cesitli arastirmalarla gosterilmistir. Bir ¢cok biyokimyasal mekanizmanin i¢ ice
olmasi konunun karmasikhiginin kavranmasi agisindan dnemlidir (61, 84).

Serbest radikaller ve antioksidan sistemler arasindaki dengenin
bozulmasi basta yaslanma olmak Uzere Parkinson hastaligi, Alzheimer
hastaligi ve Amyotrofik Lateral Skleroz gibi bir ¢ok ndrodejeneratif
bozuklugun olugsmasinda énemli rol oynamaktadir (28, 100). Parkinson,
ortabeyinde substantia nigrada dopaminerjik néronlarin kaybi ile karakterize
bir hastaliktir. Hlcreler arasi haberlesmede kullanilan dopaminin kaybiyla
ortaya ¢ikan durum Parkinson hastaliginin semptomlarinin altinda yatan
mekanizmay olusturmaktadir. Dopaminerjik néron kaybina oksidatif stresin
neden oldugu bir ¢ok calismayla gdsterilmistir. Diger 6nemli bir bulgu da
substantia nigrada erken safhalarda dahi saptanabilen GSH kaybidir.
Dopaminerjik hacre kaltart ile yapilan c¢alismalarla GSH kaybinin
mitokondriyal Kompleks-I (NADH ubikinon rediiktaz) aktivitesinde azalmayla
birlikte mitikondriyal fonksiyonda azalmaya neden oldugu gosterilmigstir (68).
Ayrica Parkinson hastalarinin beyin GSH igerigi kontrol grubuyla

karsilastinildiginda % 40-50 oraninda daha dusuk bulunmustur. Mitokondriyal
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disfonksiyon varligi Alzheimer hastaligi ve bazi motor néron hastaliklarinda
cesitli calismalarla ortaya konmustur (92, 95).

Norolojik hastaliklarin patogenezinde mitokondrinin dnemli bir role sahip
oldugu dusUnUlmektedir (16). Noronlarin  korunmasi igin  dzellikle
mitokondriyal GSH konsantrasyonu onemlidir. Bu nedenle azalmis GSH
konsantrasyonu ve dusuk ATP dretiminin oksidatif strese ve néronal kayba
neden oldugu disunulmektedir (101).

GSH yokluguna baglh olarak olusan noérodejeneratif hastaliklarin olasi

mekanizmalari Sekil 9'da gdsterilmistir (5).
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1.4. y-Glutamilsistein Etil Esteri (GCEE)

Beyin GSH duzeylerinin arttirlmasi reaktif oksijen turlerinin neden
oldugu oksidatif strese karsi stratejik bir savunma ydntemidir. Bu artis
hicresel GSH havuzunun genisletiimesi veya GSH yikiminin dnlenmesi ile
saglanabilir.

GSH biyosentezi prekursoru olan y- glutamilsistein kullanilarak siganlar
Uzerinde yapilan calismalarda beyin dokusunda GSH dulzeylerinin arttigi
g6zlemlenmistir (12, 27). GSH duzeylerini arttirmak icin sistein sentez
prekursorleri kullanilarak yapilan calismalarda yuksek konsantrasyondaki
sisteinin beyin hulcrelerine zararli etki gdsterdigi saptanmistir. GSH
dizeylerini arttirmak icin kullanilan diger ajanlar tiyol igerikli bilesikler ve GSH
analoglaridir (28, 48, 84).

Yapilan in vivo ve in vitro galismalar GCEE’'nin GSH duzeylerini
arttirarak antioksidan etki yarattigini géstermektedir. GCEE; GSH’a benzer
bir mekanizmayla antioksidan 6zellik gosterir. GSH sentezinin sinirlayici
basamagi y-glutamilsistein sentetazdir ve GSH tarafindan geri-besleme
mekanizmasiyla inhibisyona ugramaktadir. GCEE kullanilarak bu inhibisyon
onlenmektedir. GSH'un yapisinda bulunan sistein amino asidinin —SH grubu
nedeniyle kan-beyin bariyerini kolayca gegemedigi bilinmektedir. Ancak,
glutatyon etil esteri ve dietil esteri ile yapilan ¢alismalar bu esterlerin kan-
beyin bariyerini gegmede daha etkili olduklarini ortaya koymustur. vy-
glutamilsistein  etil esterinin  kullanimi ile y-glutamilsisteinin plazma
membranini daha kolay gectigi ve hucresel GSH duzeylerini arttirarak beyini

oksidatif hasara karsi koruyabilecegi yapilan galismalarla gosterilmigstir (2, 3).



32

y-glutamilsistein sentetaz inhibitdéri olan butiyonin sllfoksimin (BSO)
uygulanan siganlarda GSH duzeyleri dismektedir. i.p GCEE enjeksiyonunu
takiben BSO uygulamasinda kontrol grubuna yakin GSH dzeylerinin
izlenmesi, GCEE’nin beyin GSH dizeylerini arttirdiginin géstergesidir. Ayrica
proteinlerdeki sulfdril gruplari ile reaksiyona girerek zarar veren peroksinitrit
radikalinin neden oldugu oksidatif stresin GCEE tarafindan 6nlendigi in vivo
calismalarla ortaya konmustur (27).

GSH duzeylerini arttiran GCEE’nin antioksidan 6zelligi nedeniyle
Alzheimer gibi oksidatif stres kaynakli nérodejeneratif hastaliklarda potansiyel
bir terapdtik ajan olarak tek basina veya diger ajanlarla kombine bir sekilde

kullaniimasi mimkan olabilir (2, 5).

1.5. Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu ( Real-time PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) uygun kosullarda nikleik asitlerin in
vitro olarak ¢ogaltiimasi iglemidir. Temel olarak; DNA’'nin iki zincirinin yuksek
Ist ile birbirinden ayrilmasi (denatirasyon), daha sonra sentetik
oligonukleotitlerin ~ (primer) hedef DNA’ya baglanmasi (annealing-
hibridizasyon) ve sonra da zincirin uzayip cift iplikli DNA sentezinin olmasi
(elongation-uzama) olaylarinin belli sayida tekrarlanmasina dayanir. PCR’da
ardi ardina tekrarlanan dénguler sayesinde DNA parcalar Ustel olarak artar
(14).

PCR’a basladigimiz hedef dizinin miktari ile herhangi bir déngude elde
edilen PCR Urtnunin miktari arasinda kantitatif bir iliski vardir. Real-time

PCR ise baslangic miktarina gore olusan son Urlnin kantifikasyonunun
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O0zgun, hassas ve diger yontemlere gore daha kolay tespit edilebildigi bir
yontemdir (15).

Her doénglinin sonunda vyapilan floresans olgiminin (end-point
fluorescence) es zamanl olarak izlenmesi urin olusumunun godstergesi
olarak kullanilir. Konvansiyonel PCR yontemleri ile karsilastinildiginda
guvenirligi daha fazla olmasinin yani sira uygulama agisindan kolaylik
saglamakta ve PCR sonrasi yapilan agaroz jel elektroforezi gibi ek
degerlendirme g¢alismalarina gerek duyulmamaktadir (74).

Real-time PCR sisteminin temelini floresan molekullerin isinimlarinin
tespiti ve miktarinin belirlenmesi olusturur. Her bir PCR déngulstinde floresan
isinimin kaydedilmesi ile baglagictan itibaren Ustel fazda Urln artisina hangi
noktada ulasildigi es zamanl olarak izlenir (53, 56).

Real-time PCR’da DNA amplifikasyonunu belirlemek icin kullanilan
floresan yéntemler 3 tanedir (110):

e Hidroliz problari: TagMan,
e Hibridizasyon problari: Molecular Beacons,

¢ DNA baglayici boyalar: SYBR Green.

Bizim calismamizda SYBR Green | isimli floresan 06zellikteki boya

kullanilmistir.
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1.5.1. Real-time PCR’da Kullanilan Floresan Boya (SYBR Green)

DNA baglayici bir boya olan SYBR Green c¢ift sarmal DNA’nin minér
oluguna baglanir. 497 nm’de maksimum eksitasyona ve 520 nm’de
maksimum emisyona sahiptir (65). Molekuler formall (Cs2H37N4S) asagidaki

sekildedir (Sekil 10):

Sekil 10. SYBR Green’in kimyasal formull ( [2 - [N - (3-dimetilaminopropil) -N-
propilamino] — 4 - [2,3-dihidro-3-metil-(benzo-1,3-tiyazol-2-il)-metiliden] -

1-fenil-kuinolinyum]+).

SYBR Green DNA’ya baglanmamis halde ¢ok az floresans yayarken cift
sarmal DNA'ya baglandiginda yaydigi floresansta blyuk bir artis olur. Bu
Ozelligi nedeniyle real-time PCR slresince olusan Urlinin izlenmesi
acisindan kolayhk saglar (Sekil 11). Denaturasyon sirasinda tek sarmal
halindeki DNA'ya baglanmayan SYBR Green reaksiyon karisiminin iginde
serbest halde bulunur ve arka-fon (back-ground) floresans dedigimiz az bir
floresans yayar. Primerlerin hedef DNA ile hibridize olmasiyla olusan cift

zincirli DNA’ya baglanan SYBR Green floresans yaymaya baslar. Uzama
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gerceklestikge cift zincirli DNA molekulindeki artigsla SYBR Green’in yaydigi
floresans da artacaktir. Diger dongunin denatlrasyon basamaginda cift
zincir DNA'lar ayrilip tek zincir olacak ve boya molekulu de serbest

kaldigindan floresans dlsecektir (104).
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Sekil 11. SYBR Green’in floresans olusturma mekanizmasi

SYBR Green’in dezavantaji spesifik olmayan cift zincirli primer
dimerlerine veya diger urtinlere baglanmasidir. Bu spesifik olmayan floresans
sinyalleri "erime egrisi (melting-point) analizi” adi verilen bir dizi analiz

yapilarak kontrol edilebilmektedir (15, 78).



36

1.5.2. Real-time PCR’da Esik Dongu Degerinin (CT- Threshold Cycle)

Saptanmasi

Real-time PCR’da kullanilan boyadan kaynaklanan &lgulebilir 1gsinim 3-
15 déngude olusur. PCR drunlerinde ilk anlamh artisin oldugu noktaya esik
deger (threshold cycle-CT) adi verilir (Sekil 12). Bu deger sistem c¢alismaya
basladigindan itibaren Ustel oranda Urln olusmasini ve logaritmik lineer faza
gecis noktasini temsil etmektedir. CT degeri gen ekspresyonunun
kantifikasyonu acgisindan 6nemli bir parametredir. Baslangigtaki genomik
DNA veya cDNA miktari ne kadar yuksekse urin artisina bagli olarak
gerceklesen floresans o kadar fazla olur ve bu nedenle anlamli artis daha

erken gergeklesir yani CT degeri daha klguk olur (14, 15).
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Sekil 12. Amplifikasyon egrisinde CT dederinin gosterilmesi
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1.5.3. Gen Ekspresyon Calismalarinda Kullanilan Referans Genler

Hucre yagsaminin devami i¢in mutlak suretle eksprese edilmesi gereken,
ekspresyon dulzeyleri hiicreden hicreye veya dokudan dokuya farkhlik
g6stermeyen genlere endojen veya referans gen adi verilir.

Gen ekspresyon calismalarinda siklikla  Gliseraldehit-3-fosfat-
dehidrogenaz (GAPDH) ve (B-Aktin gibi genlerin kullanildigi gézlenmektedir.
Bu calismada real-time PCR analizleri i¢in referans gen olarak GAPDH

kullaniimigtir (6, 74).

1.5.4. Real-time PCR’da Erime Egrisi Analizleri

Erime noktasi (Melting-point, Tm) bir DNA zincirinin %50’sinin agilmasi
icin gerekli sicakliktir. Bir DNA fragmentinin erime noktasi; fragmentin
uzunluguna ve guanin-sitozin (GC) icerigine bagh olarak degisir. Buna gore
fragmentlere 6zel erime noktalari saptanarak amplifikasyon Urlnleri tayin
edilebilir (74).

Erime egrisi analizleri ile floresan boya maddesi ve DNA arasindaki
spesifik baglanmalar spesifik olmayan baglanmalardan ayirt edilip, PCR
arinu hakkinda bilgi saglanabilir (78). Tipik bir erime edrisi grafiginde Y
ekseni floresansi, X ekseni i1siyi belirtir (Sekil 13). Egrinin ilk negatif tirevi (-

dF/dt) alinirsa farkhliklar daha belirgin hale gelir (Sekil 14).
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BOLUM II

GEREG VE YONTEM

2.1. Kullanilan Aletler

v

-20 °C derin dondurucu- Ugur

-80 °C derin dondurucu- Sanyo Ultra Low

Calkalayici- Labnet, Orbit LS

Gug¢ kaynagi —Thermo, EC250-90

Hassas terazi- Sartorius, Analytic A-200

Homojenizator- B.Braun

Manyetik karistirici- Nive, MK 318

Mikrosantrifij- Labnet, Spectrafuge 24D

Otomatik pipetler- Brand Transperfette

pH metre- inolab

Real-Time PCR Cihazi - Stratagene, Mx 3000P QPCR
Spektrofotometre- Shimadzu, UV-1601

Su Banyosu- Nuve, BM 302

Termal Dongl Cihazi (Thermal cycler) —Techne, TC 512
UV Transiliminator ve Biocapt bilgisayar yazilimi —Vilber Lourmat

Vorteks -Nuvemix

YV VvV Vv Vv Vv VvV VY ¥V Vv VvV Vv V VY ¥V VYV V

Yatay elektroforez tanki —Thermo EC, EC330 Midicell Primo
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2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

10 mM dNTPs karisimi: MBI Fermentas (Litvanya)

10X PCR Tamponu: MBI Fermentas (Litvanya)

25 mM MgCl,: MBI Fermentas (Litvanya)

2-propanol: CH3;CH(OH)CHs;, Merck (Almanya)

5,5’-ditiyo-bis(2-nitrobenzoik asit): DTNB, Sigma Chemical Co.
(A.B.D.)

5-siilfosalisilik asit-2-hidrat: C;HsOsS.2H,0, Merck (Almanya)

6X Loading Dye (jel ylikleme ¢ozeltisi): MBI Fermentas (Litvanya)

Agaroz: Prona (ispanya)

Apirojen su: Deva ila¢ Sanayi (istanbul)

Bakir siilfat- 5-hidrat: CuS0O,4.5H,0, Merck (Almanya)

Brilliant SYBR Green QPCR Master Mix: (SYBR Green | boyasi, 2.5
mM MgCl, , 10 mM dNTP karisimi ve SureStart Tag Polimeraz igerir.),
Stratagene (Kanada)

c-fos primerleri: Thermo (A.B.D.)

Dietilpirokarbonat: DEPC, AppliChem Bio. Syn. Services (Almanya)

Etanol: C;HsOH, J.T. Baker (Hollanda)

Etidyumbromid: AppliChem Bio. Syn. Services (Almanya)

Etilendiamintetraasetikasit disodyum tuzu-2-hidrat:Na,EDTA.2H0,
Riedel-de Haen (Almanya)

Folin-Ciocalteu’s Fenol Reaktifi: Sigma-Aldrich (Wien, Avusturya)

GAPDH primerleri: Thermo (A.B.D.)

GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus: MBI Fermentas (Litvanya)
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Glasiyel asetik asit: CH;COOH, Merck (Almanya)

Glikojen: MBI Fermentas (Litvanya)

Glutatyon Rediiktaz (500U/ml): Sigma-Aldrich (Wien, Avusturya)

Glutatyon: GSH, Sigma-Aldrich (Wien, Avusturya)

Kainik asit: C1oH;sNO,, Sigma-Aldrich (Viyana, Avusturya)

Kloroform: CHCI;, Merck (Almanya)

Potasyum dihidrojen fosfat : KH,PO4 Merck (Almanya)

Potasyum hidroksit: KOH, Merck (Almanya)

RevertAid™ First Strand cDNA Sentez Kiti: (Random hekzamer
primer, 5X reaksiyon tamponu, ribonikleaz inhibitérti, 10 mM dNTP karisimi,
200 U/ul M-MuLV revers transkriptaz) MBI Fermentas (Litvanya)

Sigir serum albumini: BSA, Sigma-Aldrich (Wien, Avusturya)

Sodyum fosfat: Nas;PO,4, Riedel-de Haen (Almanya)

Sodyum karbonat anhidr: Na,CO3; Merck (Almanya)

Sodyum potasyum tartarat-4-hidrat: NaKC4H406.4H,0, Merck
(Almanya)

TRItidy G: AppliChem Bio. Syn. Services (Almanya)

Trietanolamin: (HOCH,CH>)sN, Sigma-Aldrich (Wien, Avusturya)

Tris(hidroksimetil)aminometan: C4H{{NO3, Merck (Almanya)

Tris-EDTA (TE) Tamponu: AppliChem Bio. Syn. Services (Almanya)

B-nikotinamid adenindiniikleotit fosfat: NADPH, Sigma-Aldrich
(Wien, Avusturya)

y-glutamilsistein etil esteri: GCEE, Bachem (Kanada)
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2.3. Kullanilan Gozeltiler

1. Glutatyon Miktar Tayininde Kullanilan Cozeltiler

Glutatyon Standart Cozeltisi (1000 nmol/ml ):
30.7 mg glutatyon tartilip 100 ml’lik balon jojeye konuldu ve distile su ile
100 ml'ye tamamlanarak 1000 nmol/ml’lik stok hazirlanmis oldu. Stoktan 1M

Tris-HCl ile 5-40 nmol/ml’lik dilisyonlar yapilarak standartlar hazirlandi.

5-Silfosalisilik asit Cozeltisi ( %10’luk homojenizasyon ¢ozeltisi ):
10 g 5-sulfosalisilik asit tartiip 100 ml'lik balon jojeye konuldu. Balon

joje distile suyla 100 ml'ye tamamlandi. Cozelti +4 °C’de saklandi.

Stok Cozelti ( 143 mM NazPO4, 6.3 mM NaEDTA.2H,0 pH=7.5):
11.72 g sodyum fosfat ve 1.17 g EDTA disodyum tuzu tartiip 500 ml’lik
balon jojeye konuldu distile suyla 500 ml'ye tamamlandi. pH’ina bakildi, 7.5

oldugundan ayarlanma yapilmadi. Cozelti +4 °C’de saklandi.

DTNB (6 mM) (Stok ¢ozelti iginde):
0.118 g DTNB tartilarak stok ¢ozelti ile 50 ml'ye tamamlandi. Cozelti +4

°C’de saklandi.

NAPDH (0.3 mM) (Stok ¢ozelti icinde):
25 mg NAPDH tartiip stok c¢ozeltiyle 10 ml'ye tamamlandi.

Kullanilacagi zaman gunltk hazirlandi.
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Glutatyon Reduiktaz Stok Cozeltisi (50 U/mil):
500 U/ml’lik glutatyon rediiktaz ¢ozeltisinden 1:10 oraninda distile su ile

seyreltilerek hazirlandi. Cozelti +4 °C’de saklandi.

2. Protein Miktar Tayini icin Kullanilan Cozeltiler

Protein standarti:
1 mg/ml konsantrasyonda olacak sekilde BSA ¢ozeltisi hazirlanarak 20-

120 pg/ml’lik standartlar igin gerekli dilisyonlar distile su ile yapildi.

%2’lik sodyum karbonat ¢ozeltisi (%2 Na,CO3):

2 g Na,CO3 0.1 N NaOH ile 100 mI’'ye tamamlandi.

%2’lik sodyum potasyum tartarat ¢ozeltisi (%2 Na-K tartarat):

2 g Na-K tartarat distile suyla 100 ml'ye tamamlandi.

0.1 N NaOH ¢ozeltisi:

0.4 g NaOH distile suyla 100 mI’'ye tamamlandi.

%1’lik bakir siilfat ¢ozeltisi (%1 CuSO,):

1 g CuSO, distile suyla 100 mI'ye tamamlandi.

Taze Alkali Bakir ¢ozeltisi:
Taze hazirlanmis 100 ml %2’lik Na,COs3 ¢ozeltisine 1 ml %2’lik Na-K

tartarat ve 1 ml %1’lik CuSO, ¢ozeltileri eklenerek taze olarak hazirlandi.
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Folin-Ciocalteu’s Fenol ¢ozeltisi:

Kullanilacagi gun taze olarak 1:1 oraninda distile suyla seyreltildi.

3. Agaroz Jelin Hazirlanmasinda Kullanilan Gozeltiler

Agaroz %1.7:
150 ml 1X TAE tamponunda 2.55 g agaroz c¢o6zuldu. Isiticida jel

kivamina gelene kadar bekletildi.

TAE (Tris-Asetik asit-EDTA) Tamponu 10X:
1 L’de 48.4 g Tris, 11.4 ml glasiyel asetik asit, 20 ml 0.5 M EDTA iceren

pH’s1 7.6 olan ¢ozeltidir.

0.5 M EDTA:

186.1 g/L EDTA igeren pH’si 8 olan ¢dzeltidir.

Dietilpirokarbonat-su (DEPC-su) (1 L):
1 ml DEPC ve 999 ml distile su karistirildi. 24 saat oda sicakliginda
manyetik karigtiricida karistirilarak inkibe edildi. Daha sonra otoklavda

sterilize edildi. Buzdolabinda +4 °C’de saklandi.
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2.4. Calisma Gruplari

2.4.1. Deney Hayvanlarinin Segimi ve Gruplandiriimasi

Calismada 200-250g agirliginda erkek Sprague-Dawley sicanlar
kullanildi. Tum hayvanlar 12 saat gece 12 saat gunduz dongusu olacak
sekilde deney gunine kadar bekletildi. KA; %0.9 izotonik NaCl ¢ozeltisinde
ve GCEE; apirojen suda c¢o6zulerek hazirlandi. Tdm uygulamalar
intraperitonal (i.p.) olarak yapildi. Deney hayvanlari 4 gruba ayrildi:

Grup 1- Kontrol grubu (n=5-8): 1 mil/kg olacak sekilde %0.9 izotonik

NaCl ¢ozeltisi verildi.

Grup 2- Akut KA grubu (n=5-8): 10 mg/kg KA verildi.

Grup 3- Akut KA + GCEE grubu (n=5-8): 10 mg/kg GCEE ve 10 mg/kg

KA ayni zamanda verildi.

Grup 4- Akut GCEE grubu (n=5-8): 10 mg/kg GCEE verildi.

KA ve GCEE uygulamalari sonrasinda deney hayvanlari 3 saat
bekletilip, gdzlem altinda tutuldu. KA verilen hayvanlarin epileptik nébetlerinin
siddeti ve davraniglarindaki farkhliklar takip edildi. Hayvanlarin higbirinde
siddetli limbik konvulsiyonlar gdézlemlenmedi. Akut KA uygulanan
hayvanlarda enjeksiyonu takiben 20-30 dakika icinde temizlenme hareketiyle
birlikte hiperaktivite hali gézlendi. Orta siddetteki nobetler ile birlikte “islak
kopek silkinmesi” (wet dog shake) saptandi. Akut KA + GCEE grubunda ise
ndbetlerin daha ge¢ baslamasinin yani sira siddetinin Akut KA grubuna
nazaran daha az oldugu goézlemlendi. 3 saatin sonunda gruplardaki tim

sicanlar eter anestezisi altinda dekapite edildi. Beyin korteksleri ve



46

hipokampusleri buz Gzerinde ayrildi. Doku ornekleri deney gunune kadar -80
°C’de sakland!.

Elde edilen drneklerle sirasiyla su deneyler yapiimigtir;

» Glutatyon miktar tayini,

» Total RNA izolasyonu,

» Total RNA konsantrasyonunun belirlenmesi,

> Reverse Transkripsiyon yodntemiyle cDNA (komplementer DNA)
sentezi,

» Konvansiyonel PCR ve Real-time PCR ile cDNA amplifikasyonu,

» Konvansiyonel PCR ile elde ettigimiz Urinin agaroz jel
elektroforeziyle gosterilmesi,

» c-fos mMRNA ekspresyon dlzeylerinin saptanmasi,

» Real-time PCR’da amplifikasyon urtnlerinin erime egrisi analizi.

2.5. Kullanilan Yontemler

2.5.1. Orneklerin GSH Miktar Tayini icin Homojenizasyonu

Beyin korteksleri ve hipokampdusleri tartildi. +4 °C’de %10’luk 5-
sulfosalisilik asit ¢ozeltisi ile 1:10 (A:H) oraninda olacak sekilde homojenize
edildi. Homojenizasyon homojenizatérde 1500 rpm’de gergeklestirildi. Tum
ornekler +4 °C’de 10000xg’de 5 dk. sureyle santriflj edildi ve supernatantlar
ayrildi.  Supernatantlarin  Gzerine 6-9 ul trietanolamin  eklenerek

noétralizasyonu saglandi. Deneylere supernatantlar kullanilarak devam edildi.
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2.5.2. GSH Miktar Tayini Yontemi (27)

Deney tuplerine 420 pl 0.3 mM NADPH ve 60 pul 6 mM DTNB ¢ozeltisi
konuldu. Uzerine ayrilan supernatantlardan 120 ul eklenerek karistirildi.
Tapler 37 °C’de 10 dk. bekletildi. Tuplerin Uzerine stok GSH reduktaz
¢ozeltisinden 1:10 oraninda seyreltilerek hazirlanmigs 5 U/ml'lik GSH
reduktazdan 30 ul eklenip tekrar karistirildi. Spektrofotometrede 412 nm
dalga boyunda absorbans oélguldl. Her 6rnek igin 3 kez dlgim yapildi. Beyin
korteksi ve hipokampdusu icin GSH miktarlari daha 6nceden konsantrasyonu
bilinen GSH c¢o6zeltileriyle hazirlanan standart egri grafigi yardimiyla

hesaplandi. GSH miktari nmol/g protein olarak gdsterildi.

25.3. GSH Miktar Tayini Belirlenmesinde Kullanilan Standart

Cozeltilerin Hazirlanmasi

Molekal agirhgr 307.3 olan GSH’tan 30.7 mg tartildi. Distile suyla 100
ml'ye tamamlandi. Bdylece ana stok GSH standardi (1000 nmol/ml)
hazirlandi. Bu stok c¢ozeltiden alinan belirli hacimler 1 M Tris-HCI tamponu
(pH=8.3) ile seyreltilerek ml'de 5, 7.5, 10, 12.5, 15, 20, 25, 30, 35, 40 nmol
GSH tasiyan standart calisma ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltilerden alinan
120’er pl, icinde 420 ul 0.3 mM NADPH ve 60 pl 6 mM DTNB bulunan tiplere
aktarildi. Karistinildi. 37 °C’de 10 dk. bekletildi. Uzerine 30 pl 5U/ml GSH
reduktaz eklendi karistiriip spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda

absorbans olguldl. Her standart 6rnegi igin 3 kez dlgim yapildi. Okunan
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absorbans degeri ve GSH konsantrasyonu arasinda standart bir grafik

hazirlandi.

2.5.4. Protein Miktar Tayini Belirlenmesinde Kullanilan Standart

Cozeltilerin Hazirlanmasi

50 mg sigir serum albumini (BSA) tartildi. Distile suyla 50 ml'ye
tamamlandi. Bdylece ana stok protein standardi (1 mg/ml) hazirlandi. Bu stok
¢ozeltiden alinan belirli hacimler distile su ile seyreltilerek ml'de 20, 40, 60,
80, 100, 120 ug protein tasiyan standart calisma c¢ozeltileri hazirlandi. Bu
cozeltilerden alinan 0.4’er ml Gzerine 2 ml taze alkali bakir ¢cozeltisi eklendi.
Karistirildi. Tupler 15 dk. oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra Uzerlerine
1:1 oraninda seyreltiimis 0.2 ml Folin-Ciocalteu ¢odzeltisi eklenerek oda
sicakhginda 1 saat bekletildi. 1 saatin sonunda 0.4 ml distile su, 2 ml taze
alkali bakir ¢ozeltisi ve 0.2 ml Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi iceren kore karsi 750
nm dalga boyunda absorbanslari élguldl. Her standart 6rnek igin 3 kez dlgim
yapildi. Okunan absorbans degeri ve protein konsantrasyonu arasinda

standart bir grafik cizildi.

2.5.5. Protein Miktar Tayini Yontemi (60)

Dokularin protein icerigi Lowry yontemiyle olguldi (60). Bu yéntemin
prensibi proteinlerin alkali ortamda bakir iyonlari ile Bilret tepkimesi
vermesidir. Alkali ¢dzeltide dnce peptid baglari ve bakir tuzlari mor renkli bir

kompleks olusturur. Daha sonra Folin-Ciocalteu reaktifinin eklenmesiyle
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protein yapisindaki tirozin ve triptofan amino asitleri de indirgenir ve renk
olusumuna katkida bulunur. Homojenizasyon sonrasi elde edilen
homojenatlardan 0.4’er ml tlplere aktarildi. Uzerine 2 ml taze alkali bakir
cozeltisi eklendi. Karigtirildi. Tupler 15 dk. oda sicakhginda bekletildi. Daha
sonra uzerlerine 0.2 ml Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi eklenerek oda sicakliginda 1
saat bekletildi. 1 saatin sonunda 0.4 ml distile su, 2 ml taze alkali bakir
¢cozeltisi ve 0.2 ml Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi iceren koére karsi 750 nm dalga
boyunda absorbanslari dl¢ildi. Her érnek icin 3 kez Olgim yapildi. Beyin
korteks ve hipokampuls protein miktarlari daha énceden konsantrasyonu
bilinen BSA c¢dzeltileriyle hazirlanarak tespit edilmis standart egri grafigi

yardimiyla hesaplandi.

2.5.6. Beyin Korteks ve Hipokamplis Dokusundan Total RNA

izolasyonu (21)

Total RNA izolasyonu icin beyin korteksleri ve hipokampuslerinden
yaklasik 60-80 mg 1.5 ml'lik ependorflara alindi. Uzerine 800 pl TriTidy G
¢ozeltisinden eklenerek kalin uglu enjektérle buz Uzerinde doku kuguk
parcalara ayrildi. 5 pl glikojen ependorfa eklendi. ince uglu enjektérle 15 dk.
sureyle homojenizasyon yapildi. Homojenat Uzerine %99’luk buzdolabinda
bekletiimis kloroformdan 200 ul eklendi. Siddetli bir sekilde ¢alkalandi.
Vortekslendi ve 2 dk. bekletildi. 12000xg’de 15 dk. santriflij edildi.
Ependorftaki berrak kisim yani supernatant dikkatli bir sekilde alinarak temiz
bir ependorfa aktarildi. Supernatant Uzerine buzdolabinda bekletiimis 400 ul

2-propanol ilave edildi ve karisim 5 dk. oda sicakhginda bekletildi.
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12000xg’'de 15 dk. santriflj edildi. Supernatant uzaklastirildi. Boylece
ependorfun alt kisminda beyaz pellet seklinde RNA elde edildi. Pellet Gzerine
buzdolabinda bekletiimis soguk %70’lik etanolden 1 ml ilave edildi.
Ependorflar 7500xg’de 10 dk. santrifij edilerek Ustte bulunan etanol dikkatli
bir sekilde uzaklastirildi. Ependorflar kapatiimadan etanoliin ugmasi igin oda
sicakhginda 10 dk. bekletildi. Etanol tamamen ucgurulduktan sonra
ependorflara 20 yl DEPC-su ilave edilerek pipet ucuyla hafifgce karigtirilarak
RNA ile DEPC-suyun karigsmasi saglandi. Ependorflar 2 dk. slreyle buzun
uzerinde bekletildi. Daha sonra 55 °C’lik su banyosunda 5 dk. bekletildi. Elde
edilen total RNA’lar revers transkripsiyon yontemi ile cDNA sentezinin

yapilacagi zamana kadar -80 °C’de saklandi.

2.5.7. Total RNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Total RNA izolasyonu yapilan orneklerdeki RNA konsantrasyonunun
belirlenebilmesi igin izole edilen RNA’lar 1:80 oraninda apirojen suyla
seyreltildi. Bunun icin 1 yl RNA 6rnegi ile 79 ul apirojen su 200 pl'lik PCR
tuplerinde karnigtirildi. Karisimin absorbansi 260 nm ve 280 nm dalga
boylarinda olgtldi. RNA izolasyonunun Kkalitesinin  belirlenmesinde
A260/A280 orani kullanildi. Bu oranin 1.6-2 arasinda olmasi izolasyonun
dogru sekilde yapildigini gdéstermektedir. Total RNA konsantrasyonu da
asagidaki denklemden yararlanilarak tespit edildi.

Total RNA konsantrasyonu (ug/ul)= [ A260 x seyreltme faktdori x RNA

koeffiensi ] /1000 (Seyreltme faktéru: 80, RNA koeffiensi: 40)
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RT-PCR ybéntemiyle cDNA sentezi asamasinda reaksiyona giren RNA
miktarinin tim orneklerde esit olmasi amaciyla tum orneklerdeki RNA igerigi
1 ug/ul olacak sekilde ayarlandi. Bunun igin elde edilen stok RNA
¢ozeltisinden 4 pl kullanildigindan asagidaki denklemden yararlanildi.
Hesapla bulunan total RNA kons. (ug/ul) x 4 ul RNA 6rnegi = istenen RNA
kons. (1 pg/ul) x total hacim

Seyreltme icin DEPC-su kullanildi. Seyreltme icin kullanilacak DEPC-su
miktari total hacimden 4 pl ¢ikarilarak belirlendi ve 4 yl RNA 6rnegi bununla
seyreltildi. Boylece cDNA sentezi icin 1 pg/ul RNA igeren ¢oOzeltiler

hazirlanmis oldu.

2.5.8. Total RNA’dan Revers Transkripsiyon Yontemiyle cDNA Sentezi

(45)

Reaksiyonun prensibi sirasiyla belli bir 1sida ikincil yapilardaki RNA’nin
aciimasi; mRNA'nin geligiglzel bir bolgesine primerin baglanmasi; uygun
sicaklk, iyon yukl, pH ve sentez igin gerekli nukleotidlerin varliginda
primerlerin Uzerinden mMRNA’nin dizilimine uygun komplementer DNA'nin
sentezlenmesi ve yluksek Isida enzimin inaktive edilerek reaksiyonun
durdurulmasi seklindedir.

cDNA sentezine sokulacak tim orneklerdeki total RNA miktari 1 pg/ul
olacak sekilde seyreltilerek hazirlandi ve revers transkripsiyon yontemiyle
cDNA sentezlendi. cDNA sentezi icin “RevertAid™ First Strand cDNA
Synthesis Kit” (MBI Fermentas, Litvanya) kullanildi. Bu kit ile RNA, revers

transkriptaz enzimi yardimi ile tek iplikcikli cDNA’ya (komplementer DNA)
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cevriimektedir. Bu yéntemde M-MuLV (Moloney-Murine Leukomia Virus)
transkriptaz enzimi kullaniimigtir. cDNA sentezi icin gerekli bilesenler ve

miktarlari Tablo I'de verilmistir.

Tablo I. cDNA sentezi i¢in gerekli bilesenler ve miktarlari

BILESENLER Miktarlar ( Hacim)
Seyreltiimis RNA o6rnegi (1 pg/pl) 4.0 pl
Random hekzamer primer 1.0 ul
Deiyonize su 6.0 pl
5X reaksiyon tamponu 4.0 ul
Ribontkleaz inhibitdru 1.0 pl
10 mM dNTP karisimi 2.0 pl
M-MuLV revers transkriptaz (200 U/ pul) 1.0 pl
TOPLAM: 20 pl

Buz Uzerinde seyreltimis RNA 0Ornegi, random hekzamer primer ve
deiyonize su belirtilen miktarlarda 200 pl'lik PCR tiplerinde karistirildi. Ttpin
ceperinde kalan damlaciklarin mikrosantriflj yardimiyla tiptn alt kisminda
toplanmasi saglandi. Herhangi bir kontaminasyonun onlenmesi acgisindan
proteinlerin denattirasyonu igin tipler 70 °C’de 5 dk. inkibasyona birakildi.
Karisim buz Uzerine alindi. Daha sonra sirasiyla belirtilen miktarlarda 5X
reaksiyon tamponu, ribonukleaz inhibitord ve 10 mM dNTP karigimi ilave
edildi. Mikrosantriflj yardimiyla ¢eperdeki damlalarin tapin alt kisminda
toplanmasi saglandi. Karisim, primerin RNA kalibindaki uygun bdlgelere

baglanmasi amaciyla 25 °C'de 5 dk. inkUbasyona birakildi. Ardindan
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karisima M-MuLV revers transkriptaz (200 U/ ul) enzimi ilave edildi.
Mikrosantrifljle 6rneklerin tipun alt kisminda toplanmasi saglandi. Tupler
termal dongu cihazina (thermal cycler) yerlestirildi. PCR programi 42 °C’de 1
saat, 94 °C’de 7 dk. olacak sekilde ayarlandi. 42 °C'de 1 saat sureyle
RNA'lar revers transkriptaz enzimi yardimi ile cDNA’ya donusturuldu. 94
°C’de 7 dk. sureyle de revers transkriptaz enzimi inaktive edildi. Boylece total
RNA’dan cDNA sentezi gergeklesmis oldu. Olusan cDNA d&rnekleri “PCR

yontemi ile cDNA’nin ¢ogaltiimasi” asamasina kadar -20 °C’de saklandi.

2.5.9. Konvansiyonel ve Es zamanli cDNA Amplifikasyonu ve c-fos

Ekspresyon Diizeylerinin Saptanmasi

Revers transkripsiyon ile elde edilen cDNA’lar sekans-spesifik
primerlerin yardimiyla konvansiyonel metodla ve SYBR Green kullanilarak
es-zamanli olarak amplifiye edildi. c-fos geninin ve GAPDH geninin

belirlenmesi igin primerler kullanildi (Tablo II).



Tablo Il. c-fos ve GAPDH primerleri
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GEN PRIMER DIiZILERI AMPLIFIKASYON GEN
ileri (Forward) ve Geri (Reverse)] URUNU BANKASI
NO:
F: 5-AAG GTC ATC CCA GAG
GAPDH | CTG AA- 3’ 338 bp (baz ¢ifti) | AF106860
R: 5-ATG TGA GCC ATG AGG
TCC AC- 3
F: 5- GGT AGT TAG TAG CAT
c-fos | GTG AGC- 3’ 337 bp (baz cift) | X06769
R: 5- TCA GAC CAC CTCAAC
AAT GC- &

Konvansiyonel PCR ile cDNA amplifikasyonu icin gerekli bilesenler ve

miktarlari asagida Tablo III'te gosterilmigtir.

Tablo Ill. Konvansiyonel cDNA amplifikasyonu igin gerekli bilesenler ve miktarlari

BILESENLER Miktarlar ( Hacim)
1/5 seyreltiimis cDNA 2.0 ul
10X PCR tamponu 5.0 ul
25 mM MgCl; 4.0 ul
10 mM dNTP karisimi 1.0 pl
5 pmol forward primer 1.0 pl
5 pmol reverse primer 1.0 ul
Deiyonize su 35.5 pl
Taq DNA polimeraz (5 U/ ul) 0.5 ul
TOPLAM: 50 pl

cDNA orneklerini PCR reaksiyonuna sokabilmek igin oOrnekler 1:5

oraninda deiyonize suyla seyreltildi. Diger taraftan 200 ul'lik PCR tupune 5 pl
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10X PCR tamponu, 4 pl MgCly, 1 pl ANTP karisimi, 1 pl forward primer, 1 pl
reverse primer ve 35.5 pl deiyonize su eklenerek bir karisim hazirlandi.
Seyreltiimis 2 yl cDNA 6rnegi Uzerine hazirlanmis olan karisim yani 47.5 pl
ilave edildi. Son olarak 0.5’er pl Tag DNA polimeraz enzimi ilave edilerek
tupler derhal termal dongu cihazina yerlegtirildi. Baslangi¢ denatlrasyonu 94
°C’de 3 dakika ve bunu takiben toplam 30 doéngl; 94 °C'de 30 saniye
denatirasyon, 55 °C’de 30 saniye baglanma (annealing) ve 72 °C’de 45
saniye zincir uzatimi (elongation) gerceklesecek sekilde PCR programi
olusturuldu. PCR UrUnlerinin varldi daha sonra agaroz jel elektroforeziyle
dogrulandi.

Real-time cDNA amplifikasyonu igin gerekli bilesenler ve miktarlari

asagida Tablo IV’te belirtilmigtir.

Tablo IV. Es zamanli cDNA amplifikasyonu i¢in gerekli bilesenler ve miktarlari

BILESENLER Miktarlar ( Hacim)
1/5 seyreltiimis cDNA 1.0 pl
2X SYBR Green QPCR Master Mix 12.5 ul
Forward primer 1.0 pl
Reverse primer 1.0 pl
Deiyonize su 9.5 ul
TOPLAM: 25 pl

200 pl'lik PCR tupunde 1 pl seyreltiimis cDNA (1:5), 9.5 pl deiyonize su,
1 pl forward primer ve 1 pl reverse primer eklenerek bir karisim hazirlandi.
Son olarak 12.5’er pl 2X SYBR Green QPCR Master Mix ilave edilerek tlpler
mikrosantrifijde 5000xg’de 30 saniye donduraldi. Floresans oAlgimuani

etkilediginden kabarcik kalmamasina dikkat edildi.



Real Time PCR programi su sekilde olusturuldu (Sekil 15):

1. Segment: 1 dongu; 95 °C -10 dakika

2. Segment: 35 dongu; 95 °C - 45 saniye
55 °C - 30 saniye
72 °C - 45 saniye

3. Segment: 1 dongu; 95 °C - 1 dakika
55 °C - 30 saniye

95 °C - 30 saniye

100

7

50-

Floresans
Olgifmii

1. SEGMENT 2. SEGMENT 3. SEGMENT

1 DONGU 35 DONGU 1DONGO
2.

<) _
TERMAL PROFIL

Sekil 15. Real-time PCR Programi

Erime Egrisi
Analizi
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2.5.10. Agaroz Jel Elektroforezi

Elektroforez teknigi molekiillerin sahip olduklari net elektrik yukleri ile bu
molekullerin bir elekriksel alan icindeki hareketlerini etkilemesi prensibine
dayanir. Molekullerin  buyuklUklerine gore ayrilabilme oOzellikleri, jel
elektroforezinin pek ¢ok amag icin kullanimina olanak saglamistir. Nikleik
asit fragmanlarinin tanimlanmasi, saflastiriimasi ve ayrilmasi igin kullanilan
en yaygin yontem agaroz jel elektroforezidir. Bu nedenle gesitli amaclar icin
izole edilen DNA ve RNA’larin tanimlanabilmesi, olasi bir kontaminasyonun
kontrolli, hangi formda oldugunun belirlenebilmesi, buyuklagunin
saptanabilmesi igin agaroz jel elektroforezi kullaniimaktadir.

c-fos gen ekspresyonunun belirlenmesinde de, yatay agaroz jel
elektroforez yontemi (ThermoEC, Primo, Yatay Submarine Jel Elektroforezi)
kullanildi. %1.7’lik agaroz jel hazirlamak igin 250 ml’lik erlenin igine 1.7 g toz
agaroz tartildi. Uzerine 0.5X TAE (Tris-asetat-EDTA tamponu) ¢dzeltisinden
100 ml eklendi ve 1siticida 30 dk. sureyle agarozun ¢ézinmesi saglandi. Jelin
oda sicakhiginda 60 °C’ye gelmesi beklendi. Taraklar hava kabarcigi
olusmamasina dikkat edilerek elektroforez tankina yerlestirildi ve 1lik jel
cOzeltisi etrafi temiz bir bantla ¢evrilmis yatay elektroforez tankina dokuldu.
Yaklagik yarim saat kadar jelin tamamen donmasi igin beklendi. Elektroforez
cihazinin tankina 0.5X TAE tampon ¢o6zeltisinden dolduruldu. Donmus olan
jelden taraklar dikkatlice ¢ikartildi ve jel tanka yerlestirildi. PCR Urunlerinden
15 pl alindi ve ayr bir PCR tupunde 3 pl 6X Loading dye (jel yukleme
cozeltisi) ile karigtinldi. Her ornek igin ayri ayri hazirlanan bu karigimlar

kuyucuklara yuklendi. Elde edilecek bantin yerinin dogru tespit edilebilmesi
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icin ilk kuyucuga 7 pl GeneRuler™ 100 b¢ DNA Ladder Plus (marker)
yuklendi. Elektroforez islemi, 75 V’luk potansiyel altinda 1 saat 45 dakika

sure ile oda sicakhginda gergeklestirildi.

2.5.11. Jelin Boyanmasi ve Goruntilenmesi

Agaroz jel icindeki DNA’yI gorunur hale getirmenin en uygun yolu,
floresan ozellikteki etidyum bromuUr boyasini kullanmaktir. Bu boya DNA'nin
bazlari arasina interkalasyon yapabilen, dizlemsel yapili halkasal bir grup
icerir. DNA tarafindan absorblanan 254 nm dalga boyundaki UV is1g1 boya
molekulline aktarilir. DNA’ya bagli boyanin kendisi de 302-366 nm arasindaki
Isinlari absorblar. Cevreye geri yayilan enerji, gorinur 1s1k bolgesindeki (590
nm dalga boyunda) kirmizi-turuncu isiktir. Boylece jeldeki DNA bandi
gorundr hale gelir. Etidyum bromir hem tek ve c¢ift zincirli DNA’yi hem de
RNA’y1 gézlemek igin kullanilabilir. Ancak bu boyanin tek zincirli ntkleik asit
molekullerine karsi ilgisi daha azdir.

Elektroforez isleminin ardindan jel bir kap i¢ine alindi ve Gzerine 200 ml
distile su dokdlda. Bantlarin UV 1sik altinda gorinlr hale gelebilmesi igin
distile suya 10 mg/ml stok etidyum bromur ¢ozeltisinden 20 pl ilave edildi ve
jel oda sicakhginda 20 dk. sure ile ¢alkalayicida boyandi. Boyama isleminden
sonra jel distile suyla yikandi. Jel Uzerinde olusan bantlar, UV 1sik altinda
goéruntilendi ve bantlarin fotografi ¢ekildi. Agaroz Uzerinde gorlnen her bir

bant hedef gen c-fos’un 337 baz ¢ift bayukliglindeki amplifikasyon tGrinudur.
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2.5.12. c-fos Ekspresyon Diizeylerinin 2*“°T Analiz Yoéntemine Gore

Hesaplanmasi (57)

Real Time PCR ile elde edilen gen Urlnlerinin kantifikasyonu icin bir ¢gok
yontem gelistiriimistir. Calismamizda “ Komperatif AACT 7 ydntemi
kullanilmistir.

Kalibratdr olarak endojen kontrol de dedigimiz bir referans genden ve
kargilastirma yapabilmek igin de kontrol grubundan faydalanilir. Bir hedef
genin bir kontrol gene gore relatif ekspresyonuna bakilir. Dusik yogunlukta
sentezlenen genlerin ekspresyon galismalari i¢in ¢gok uygun bir yontemdir.

Referans gen olarak gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH), (-
aktin, tubulin, siklofilin, hipoksantin-quanin fosforibozil transferaz (HPRT),
18S ve 28S ribozomal RNA’lardan faydalanilir. Bu genler RNaz koruma
yontemi, Northern Blotting analizi ve konvansiyonel PCR gibi yontemlerde de
referans olarak uzun yillardan beri kullaniimaktadir.

Referans genler her hicre tipinde bulunup hicrenin yasaminin devami
icin gereklidirler ve yuksek oranda eksprese olmaktadirlar. Referans genlerin
mRNA’larinin stabil oldugu, dokudan dokuya degisiklik gostermedigi ve gesitli
deney kosullarinda dahi degismedigi dusunulmektedir.

Referans genlerin miktarlarinin g¢esitli dokularda farkliliklar gosterdigi ve
kanser, diyabet gibi hastalik durumlarinda ekspresyonlarinin degistigi yapilan
calismalarla gosterilmigtir. Cesitli deney modellerinde farkli referans genler
denenerek en uygun olan kullanilabilir.

En sik kullanilan referans genler GAPDH ve B-aktin olup ydntem

optimizasyonu ile ekspresyon duizeylerindeki dedisiklikler onlenebilir. Bazi
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arastirmacilar da tek bir referans gen yerine birden fazla referans genin
beraber kullaniimasi gerektigini savunmaktadir (6, 15).

Biz calismamizda referans gen olarak GAPDH'1 ve kiyaslama igin de
kontrol grubunu kullandik (57, 111).

Kontrol ACT = Kontrol CT c.s) — Kontrol CTgarpH)

Ornek ACT = Ornek CT -ty — Ornek CT(carpr)

AACT = [ (Ornek ACT)or, — (Kontrol ACT)or. ]

Hedef gen (c-fos) mRNA miktari = 274€T

PCR dogasi geregi eksponensiyel bir sire¢ oldugundan degisim 2’nin
ustel fonksiyonu seklinde ifade edilir. Verimi %100 olmadigi zaman mesela %
93 ise 2 yerine 1.93’Un Ustel fonksiyonu olarak ifade edilir. Kontrol i¢in elde
edilen AACT degerleri yaklasik olarak “0” oldugu icin 22CT degerleri de “1” ‘e
yakin olacaktir.

Elde ettigimiz sonug ilgilendigimiz hedef genin o6rnek grubundaki
ekspresyonunun kontrole gore relatif miktaridir. Bir oranti ifadesi oldugundan
birim icermez. Kontrole gore o6rnekteki hedef genin ekspresyonunun kag kat

arttigini géstermektedir.

2.5.13. Erime Egrisi Analizi

c-fos ve GAPDH amplifikasyon UrUnlerinin erime egrisi analizlerine
bakilarak spesifik Urtnlerin Tm (erime sicakligi) degerleri saptanir. Spesifik
olmayan urunlere 6zgu farkli Tm degerlerinin olup olmadigina bakilarak real-

time PCR islemi sonucu olusan Urlnlerin kalitesi kontrol edilir (78).
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2.6. istatistiksel Degerlendirme Yontemi

Sonuglarin degerlendiriimesinde Windows SPSS 9.05 programinda Tek
Faktérlti Varyans Analizi (One-Way ANOVA) kullaniimistir. istatistiksel farkin

belirlenme araligi olarak p<0.05 kabul edilmistir.

2.7. Etik Kurul Onay!

Calisma baslangicinda, Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Deney

Hayvanlari Etik Kurulu’'ndan 2005/5-3 sayili ve 08.09.2005 tarihli bir yaziyla

s6z konusu ¢alisma igin onay alinmistir.



BOLUM Ill

BULGULAR

3.1. GSH Miktar Tayini i¢in Standart Egri Cizimi

Cesitli konsantrasyonlarda GSH tasiyan cOzeltilerin

spektrofotometredeki absorbans degerleri Tablo V’te sunulmus ve S$ekil

16’da bu degerlere gore ¢izilen standart egri gosterilmigtir.

Tablo V. GSH standart grafigini olusturan absorbans degerleri

Glutatyon (GSH) Absorbans

(nmol/ml) Ortalama * S.H.
5 0.021 £ 0.0006

7.5 0.026 + 0.0003

10 0.034 + 0.0002
12.5 0.037 £+ 0.0004

15 0.040 £ 0.0002

20 0.054 + 0.0002

25 0.060 £ 0.0003

30 0.069 £ 0.0004

35 0.082 £+ 0.0003

40 0.091 £ 0.0003




63

0,1
y =0,002x + 0,012

0,08 - R? = 0,9955
2
S 0,06 +
£
2
-] 4
2 0,0

0,02 A

0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50
GSH konsantrasyonu (nmol/ml)

Sekil 16. GSH absorbans- konsantrasyon egrisi

3.2. Protein Miktar Tayini i¢in Standart Egri Cizimi

Cesitli konsantrasyonlarda BSA iceren ¢ozeltilerin spektrofotometredeki
absorbans degerleri Tablo VI'da sunulmus ve Sekil 17°de degerlere gore

cizilen standart egri gosterilmistir.

Tablo VI. BSA standart grafigini olusturan absorbans degerleri

tain/ mi Absorbans

rotein/ m

Ha P Ortalama = S.H.
20 0.083 + 0.003
40 0.119 + 0.001
60 0.181 + 0.008
80 0.208 + 0.001
100 0.262 + 0.001
120 0.298 + 0.005
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Sekil 17. Protein absorbans- konsantrasyon egrisi

3.3. Beyin Korteks ve Hipokampiis Doku Orneklerinde GSH Diizeyleri

Kontrol, Akut KA, Akut KA + GCEE ve Akut GCEE gruplarina ait beyin
korteks ve hipokampus orneklerinden elde edilen GSH duzeyleri (nmol/g

protein) ile ortalama x+ S.H.’lar Tablo VIl ile Sekil 18 ve 19'da verilmistir.
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Tablo VII. Kontrol, Akut KA, Akut KA + GCEE ve Akut GCEE gruplarina

ait beyin hipokampus ve kortekslerindeki GSH dlzeyleri ve ortalama + S.H.’lar1.

Beyin bolgesi
Uygulama Hipokampiis Korteks
(nmol / g protein) | (nmol/g protein)
Kontrol (n=5-8) 30.10 £ 2.213* 33.94 £ 1.480***
Akut KA (n=5-8) 35.27 £ 1.654** 23.46 + 3.652****
Akut KA + GCEE (n=5-8) 41.39 + 2.336 40.68 + 2.653
Akut GCEE (n=5-8) 42.01+1.410 42.7 + 1.550

* Kontrol ile Akut KA + GCEE grubu arasinda (p < 0.001) ve Kontrol ile Akut GCEE
grubu arasinda (p< 0.001) anlamh bir farkhlk vardir.

> Akut KA ile Akut KA + GCEE grubu arasinda (p< 0.05) ve Akut KA ile Akut GCEE
grubu arasinda (p< 0.05) anlamh bir farkhhk vardir.

***  Kontrol ile Akut KA grubu arasinda (p< 0.05) ve Kontrol ile Akut GCEE grubu arasinda
(p< 0.05) anlamli bir farklilik vardir.

% Akut KA ile Akut KA + GCEE grubu arasinda (p< 0.001) ve Akut KA ile Akut GCEE

grubu arasinda (p< 0.001) anlamli bir farklilik vardir.

Beyin Korteksi GSH Duzeyleri

50 +
£ 40 1 I £
2 £
£ 30 - .
o)
I ] 1
g 20
c 10

O T T 1
Kontrol Akut KA Akut KA+  Akut GCEE
GCEE

Sekil 18. Kontrol, Akut KA, Akut KA + GCEE ve Akut GCEE gruplarina ait beyin
kortekslerindeki GSH duzeylerinin ( ortalama + S.H. ) dagilimi
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Sekil 19. Kontrol, Akut KA, Akut KA + GCEE ve Akut GCEE gruplarina ait beyin

hipokampuislerindeki GSH dizeylerinin ( ortalama + S.H. ) dagilimi

3.4. Beyin Korteks ve Hipokampiis Doku Orneklerinden izole Edilen

Total RNA’larin A260/A280 oranlari

Total RNA izolasyonu yapilan beyin korteksleri ve hipokampuslerindeki

total RNA A260/A280 orani Tablo VIII'de gosterilmistir.

Tablo VIII. Kontrol, Akut KA, Akut KA + GCEE ve Akut GCEE gruplarina ait beyin
hipokampusleri ve kortekslerindeki total RNA A260/A280 oranlari

(Ortamla £ S.H.’lar)

Beyin bolgesi
Hipokampus Korteks
Uygulama (A260/A280) (A260/A280)
Kontrol (n=4-6) 2.05+£0.032 1.94 £ 0.074
Akut KA (n=4-6) 1.80 £ 0.090 1.83 £ 0.024
Akut KA + GCEE (n=4-6) 1.88 £ 0.034 1.90 + 0.025
Akut GCEE (n=4-6) 1.86 + 0.038 1.92 + 0.033
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3.5. Beyin Korteks ve Hipokampiis Doku Orneklerinde Konvansiyonel
PCR ile elde edilen c-fos Ekspresyon Uriinlerinin Agaroz Jel

Elektroforezi ile Gosterimi

Korteks ve hipokampuUs dokularinda Kontrol, Akut KA, Akut KA + GCEE
ve Akut GCEE gruplarina ait birer érnek ile yapilan konvansiyonel PCR
sonucu elde edilen c-fos Urunleri agaroz jel elektroforezi ile géruntulendi

(Sekil 20).

Sekil 20. Beyin korteks ve hipokampls doku érneklerinde c-fos ekspresyonunun
agaroz jel Gzerinde kalitatif olarak gdsterilmesi (M: GeneRuler™ 100 bp
DNA Ladder Plus (marker), 1: Korteks Kontrol, 2: Korteks Akut KA, 3:
Korteks Akut KA + GCEE, 4: Korteks Akut GCEE , 5: Hipokampls
Kontrol, 6: Hipokampus Akut KA, 7: Hipokamplis Akut KA + GCEE, 8:
Hipokampls Akut GCEE ).
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3.6. Beyin Korteks ve Hipokampiis Doku Orneklerinde c-fos
Ekspresyon Diizeylerinin 2*°T Yoéntemi ile Hesaplanmasina

Yonelik Bulgular

c-fos ekspresyonunun kantifikasyonu GAPDH geni referans olarak
kullanilip kontrol gurubuna gére normalize edilmistir. Relatif kantifikasyon
hesaplamasi olan “2**°T Yontemi” kullaniimistir. Gruplar ve dokular
arasindaki farkliliklar asagidaki Tablo IX ile Sekil 21 ve S$ekil 22'de

gOsterilmistir.

Tablo IX. c-fos geninin Kontrol, Akut KA, Akut KA + GCEE ve Akut GCEE
gruplarina ait beyin hipokampusleri ve kortekslerindeki 278ACT degerleri ve

Ortalama = S.H.’lari.

Beyin bolgesi
Uygulama . .
Hipokampus Korteks
(2-AACT) (2-AACT)
Kontrol (n=4-6) 1.086 + 0.226* 1.034 £ 0.155***
Akut KA (n=4-6) 3.711 £ 0.805** 2.681 £ 0.31****
Akut KA + GCEE (n=4-6) 1.407 £ 0.083 1.802 + 0.259
Akut GCEE (n=4-6) 1.436 + 0.252 2.118 £ 0.262

* Kontrol ile Akut KA grubu arasinda anlamli bir farkhlik vardir (p<0.001).

** Akut KA grubu ile Akut KA + GCEE grubu arasinda (p<0.05) ve Akut KA ile Akut
GCEE grubu arasinda anlamli bir farkhlik vardir (p< 0.05).

***  Kontrol ile Akut KA grubu arasinda (p<0.001) ve Kontrol ile Akut GCEE grubu arasinda
(p<0.05) anlamh bir farkhihk vardir.

e Akut KA grubu ile Akut KA + GCEE grubu arasinda anlamli bir farklilik vardir (p 0.05).
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Korteks igin c-fos Ekspresyon Duzeyleri
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Sekil 21. Kontrol, Akut KA, Akut KA + GCEE ve Akut GCEE gruplarina ait beyin

) dagihimi (Ortalama

kortekslerindeki c-fos ekspresyon diizeylerinin (2*°7
+S.H.).
Hipokampiis i¢in c-fos Ekspresyon Diizeyleri
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Sekil 22. Kontrol, Akut KA, Akut KA + GCEE ve Akut GCEE gruplarina ait beyin

hipokampuslerindeki c-fos ekspresyon dizeylerinin

(Ortalama + S.H. ).

(2-AACT

) dagilimi
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3.7. Real-Time PCR Sonucu Elde Edilen Uriinlerin Erime Egrisi Analizi

Real-Time PCR sonucu olusan korteks ve hipokampUs dokularina ait c-
fos ve GAPDH gen Urlnlerinin erime egrisi analizleri sonucu elde edilen
erime sicakliklar (ortlama £ S.H.) asagidaki Tablo X ve XI'de verilmistir. c-fos

ve GAPDH’a ait erime egrisi 6rnekleri de Sekil 23 ve Sekil 24’te gosterilmistir.
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Tablo X. c-fos gen Urindndn Kontrol, Akut KA, Akut KA + GCEE ve Akut GCEE
gruplarina ait beyin hipokampusleri ve kortekslerindeki Erime Sicakliklari
(Ortalama £ S.H.’lari).

Beyin bolgesi
Uygulama Korteks Hipokampiis
(c-fos Tm (°C) ) (c-fos Tm (°C) )
Kontrol (n=4-6) 73.61 £ 0.000 73.60 + 0.000
Akut KA (n=4-6) 73.61 £ 0.000 73.61 £ 0.002
Akut KA + GCEE (n=4-6) 73.34 £ 0.153 73.59 £ 0.000
Akut GCEE (n=4-6) 73.34 £ 0.153 73.46 £ 0.130

MZrErnmuorm

{-R(TH

af a8 &0 62 fid i [+ 7o T2 T4 T e a0 az a4 a6 a8 an az a4
Sicakhk (°C

Sekil 23. c-fos’a ait erime egrisi 6rnedi (Tm = 73.6 °C)
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Tablo XI. GAPDH gen urininin Kontrol, Akut KA, Akut KA + GCEE ve Akut

GCEE gruplarina ait beyin hipokampis ve kortekslerindeki Erime
Sicakliklari (Ortamala + S.H.’lar1 )

Beyin bolgesi
Uygulama Korteks Hipokampiis
(GAPDH Tm (°C)) (GAPDH Tm (°C))
Kontrol (n=4-6) 84,07 £ 0,000 83.26 + 0.156
Akut KA (n=4-6) 83,80 £ 0,156 83.53 £ 0.000
Akut KA + GCEE (n=4-6) 83,27 £ 0,153 83.53 £ 0.000
Akut GCEE (n=4-6) 83.53 £ 0.000 83.53 £ 0.000

wZEFrumoorm

40
{(-R(TH

Tm = 83.53

56 58 11} 62 64 1] £} 70 T T4 T T8 a0 a2 a4 a6 a8 an az a4
Sicakhk o)

Sekil 24. GAPDH a ait erime egrisi 6nedi (Tm = 83.53 °C)



BOLUM IV

TARTISMA VE SONUCLAR

4.1. Ornek Secimiyle ilgili Tartisma

Kainik asit, beyin hlcrelerinde hasar olusturan ve limbik ndbetlere
sebep olan bir eksitotoksindir (98). KA ile siganlarda olusturulan
ndrodejenerasyon temporal lob epilepsisi ile benzerlikler géstermekte ve
eksitoksisite ile iligkili ¢esitli néropatolojik durumlar igin iyi bir deney modeli
olusturmaktadir. KA kaynakli eksitotoksisitenin nedenleri arasinda serbest
radikallerin agiri Gretimi, bazi apoptotik yolaklarin aktivasyonu ve c-fos’'un da
dyesi oldugu akut faz genlerinin anormal induiksiyonu yeralmaktadir (23, 76).

GSH biyosentezi prekirsoéri olan GCEE, beyinde GSH duzeylerini
arttirmak suretiyle antioksidan 6zellik gostermektedir. Dogal yapisi geregi
antioksidan kapasitesi dusuk olan beyin dokusunun oksidatif stres kaynakl
ndropatolojilere karsi korunmasinda GSH duzeylerinin arttiriimasi terapotik
acgidan giderek 6nem kazanmaktadir (12, 27, 35).

Bu calismada erkek siganlarda akut KA uygulamasi ile
ndrodejenerasyon olusturulup GSH ve c-fos mMRNA ekspresyon duzeyleri
arastinimistir. Norodejenerasyon ve apoptotik mekanizmalarin erken bir
belirteci olarak dusunulen c-fos duzeylerindeki degisimin saptanmasi igin de

yeni bir molekiler yontem olan Real-Time PCR kullaniimistir. Ayrica akut
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GCEE ve akut KA + GCEE uygulamasi ile GCEE’'nin GSH duzeylerini

arttirmadaki etkinligi sinanmistir.

4.2. c-fos Ekspresyonunun Saptanmasinda Secilen Yéntem ile ilgili

Tartisma

Hucre yasaminin devami, biyume ve farklilagsma gibi hicresel surecler
spesifik genlerin ekspresyonlarindaki dedisimler vasitasiyla saglanmaktadir.
Eksprese olan genlerin duzeyleri; hicre siklusunun hangi safhasinda
olduguna bagl olmakla birlikte sitokinler, hormonlar, ilag veya herhangi bir
dis uyarana maruziyet sonucu da degisebilir. Bu nedenle gen ekspresyonu
analizleri; spesifik mMRNA dizilerinin hassas, kesin ve tekrar edilebilir
Olcimlerine olanak saglamalidir. Genellikle gen ekspresyonunun
kantifikasyonu icin Northern Blot Analizi, in situ hibridizasyon , RNaz Koruma
yontemi ve Revers transkripsiyon PCR (RT-PCR) yontemleri kullaniimaktadir
(15, 74).

RT-PCR; dizisi beli RNA o&rneklerinden enzimatik olarak
amplifikasyonun yapildigi ve degisik miktarlarda dérneklerle ¢alisma imkani
veren in vitro enzimatik bir ydontemdir. RT-PCR ydntemi, gen ekspresyonunun
saptanmasi acgisindan en hassas yontemlerden biridir ve farkh o6rnek
populasyonlarindaki mRNA duzeylerini kargilastirma olanadi sunmaktadir.
Deney zamani agisindan ¢ok avantajli olmamakla birlikte sonuglarin
spesifikligi nedeniyle en ¢ok tercih edilen yontem olarak bilinmektedir. Gen
ekspresyonun saptanmasinda yeni uygulanmaya baslayan diger bir yontem

de cDNA cipleridir (74, 108).
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Calismamizda beyin hipokampus ve korteks dokularinda c-fos geninin
ekspresyonunu saptamak lUzere RT-PCR yontemi kullaniimistir. RT-PCR
yontemi ile az miktardaki dokudan veya farkl hiicre populasyonlarindan elde
edilen RNA ornekleri ve nadir eksprese edilen RNA ornekleri ile galisma
imkani saglanmaktadir. RT-PCR yoénteminde M-MuLV (Moloney Murine
Leukaemia Virus) revers transkriptaz enzimi yeni sentezlenmis cDNA
iplikgigini, belirlenmis primerlerin baglandidi bdlgelerden sentezler. Primer
olarak “‘random” , “oligo-dT” veya “dizi (sekans) spesifik” primerler
kullanilabilir. Primer segimi kantifikasyonu etkiledigi icin ¢ok énemlidir. Primer
olarak oligo-dT kullaniimigsa poly(A)-mRNA’nin 3’-ucundan, random primer
kullaniimigsa RNA kalibi Gzerindeki herhangi bir noktadan veya sekans-
spesifik bir primer ile primer-baglanma bdlgesinden baglanarak cDNA sentezi
gerceklesir. Sentezlenen tek iplikgikli cDNA’lar daha sonra gergeklestirilecek
herhangi bir PCR amplifikasyonu igin kalip gorevi gorur (14, 15, 44).

RT-PCR’In dizgln bir sekilde gerceklesmesi bazi parametrelere
baglidir. Revers transkripsiyonu yapilan RNA’lar yuksek kalitede olmaldir.
DNA ve nukleaz igermemeli ayrica revers transkripsiyonu inhibe edecek
herhangi bir madde ile kontamine olmamalidir. Calismamizda kullandigimiz
RNA’larin A260/A280 oranlarinin 1.6-2.0 arasinda degismesi dokulardan
yapilan RNA izolasyonlarinin dogru oldugunu gostermektedir.

Real-time PCR, konvansiyonel PCR sonrasi iglemlere gerek kalmadan
urtin kantifikasyonuna olanak saglar. Konvansiyonel PCR’da elde edilen Urln
agaroz veya poliakrilamid jellere uygulanip floresan veya radyoaktif boyalarla
boyanarak dansitometrik olarak analiz edilmektedir. Elektroforetik

yontemlerin dezavantajlari; kesinliginin ve ayrismanin az olmasi, dusuk
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duyarlihk gostermesi, dinamik araliginin dar olmasi, zaman alici bir yontem
olmasi ve sadece Urln buyUkligline bagl olarak ayirim yapilmasidir (74,
104).

Calismamiza konu olan c-fos ve GAPDH genlerinin amplifikasyon
artnleri icin yapilmis olan erime edrisi analizi ve jel elektroforezi sonuglari bu
genlerin ekspresyonlarinin basarili bir sekilde saptanabildiginin gostergesidir

(65, 78).

4.3. Beyin Korteks ve Hipokampiis Doku Orneklerinde GSH Diizeyleri

ile ilgili Tartisma

Calismamizda akut GCEE wuygulanmasinin beyin Kkorteksi ve
hipokampustinde GSH duzeylerini kontrol grubuna gére anlamli bir sekilde
arttirdigi saptanmistir. Ayni zamanda eksitator bir ajan olan KA ve GCEE’nin
birlikte uygulanmasi sonucunda hipokampuUs ve korteks GSH duzeylerinde
akut KA grubuna goére anlamli artis bulunmustur.

Ceccon ve digerlerinin yaptigi bir calismada eksitotoksik bir ajan olan
KA'in tek basina beyinde GSH igeriginin azalmasina neden oldugu
gosterilmistir (17). Ancak, Gupta ve digerleri (38) tarafindan yapilan bir
calismada KA uygulanan siganlarin beyin dokusunda GSH dlzeyinde
anlamli bir degisiklik olmadigi gézlenmistir. Gluck ve digerleri (35) tarafindan
yapilan bir calismada ise 12 mg/kg dozunda KA uygulanmasinin beyin
korteksindeki GSH dizeylerine etkisi incelenmis ve 4 saatlik bir sire sonunda
GSH dlzeyinin 18.5 nmol/g protein oldugu saptanmistir. S6z konusu

calismada hi¢g KA uygulanmamig kontrol grubunun GSH dizeyi 27.1 nmol/g
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protein olarak saptanmis ve KA uygulamasinin GSH duzeylerinde %68
oraninda bir azalmaya neden olabilecegi gosterilmigtir.

Bizim calismamizda kullandigimiz 10 mg/kg’lik KA dozu beyin korteks
bélgesinde kontrol grubuna kiyasla %69 oraninda bir azalmaya neden
olurken hipokampuste anlamli bir degisiklik saptanmamistir.

Drake ve digerleri (27) tarafindan beyin dokusunda GCEE’nin GSH’a
benzer bir sekilde antioksidan bir etki gosterdigi in vivo ve in vitro olarak
gosterilmistir. Ayni ¢alismada siganlarda i.p. GCEE uygulamasinin GSH
dizeylerinde %41 oraninda bir artisa neden oldugu ve y-glutamilsistein
sentataz inhibitdru olan butiyonin sulfoksimin (BSO) uygulamasi sonucu %40
oraninda dusen beyin GSH duzeylerinin, BSO uygulamasini takiben GCEE
uygulamasi ile beraber arttigi saptanmistir.

GSH sentezinin sinirlayici basamagi y-glutamilsistein sentetazdir ve
GSH tarafindan geri-besleme mekanizmasiyla inhibisyona ugramaktadir.
GSH sentezine yonelik olarak GCEE kullanimi ile sistein yerine vy-
glutamilsistein saglanmakta ve inhibisyon énlenmektedir (77). Glutatyon etil
esteri ve glutatyon dietil esteri plazma membranini gegcmede glutatyona gore
daha etkilidir (3, 54). Bu nedenle y-glutamilsisteinin etil esterinin beyin GSH
dizeylerini arttirmada daha etkili olmasi amaglanmistir (12, 27).

GSH biyosentez prekursoérlerinden biri olan sistein kullanimi ile GSH
dizeylerinin arttigina dair ¢alismalar da bulunmaktadir. Ancak, ylksek doz
sisteinin toksik etkileri nedeniyle beyin GSH duzeylerini arttirmak igin
kullanimi uygun bulunmamaktadir. Benzer sekilde N-asetilsistein (NAC)
kullanilarak yapilan c¢alismalarda beyin GSH duzeylerinin arttigi  ve

sinaptozomlarin peroksinitrit ve hidroksil radikali kaynakl oksidatif strese
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kargi korundugu ortaya konulmustur. Ancak, N-asetilsistein’in etkinligi hala
tartismalhidir (10, 84).

Sonug olarak, galismamizda GSH biyosentez prekirsérti olan GCEE
uygulamasini takiben beyinde artmis bulunan GSH icerigi GCEE’nin
potansiyel bir néroprotektif ajan olarak kullanabilecegine yonelik daha énceki

bulgulari desteklemektedir.

4.4. Beyin Hipokampiis ve Korteks Doku Orneklerinde c-fos

Ekspresyonuna Yonelik Tartigsma

c-fos herhangi bir uyarana karsi ilk yanit veren genlerdendir. c-fos;
hicreleri etkileyerek buyume, farklilasma ve adaptif yanitlarin gelismesini
saglayan etkenler tarafindan transkripsiyonel agidan hizli ve gecgici olarak
uyarilir. Cesitli mitojenler, buyume faktorleri, glukokortikoidler, insulin, hicre
ici Ca*? diizeyi, ndrodejenerasyon, stres, fenolik ve tiyol iceren antioksidanlar
c-fos ekspresyonunu etkileyen faktorlerdir (18, 20, 88).

c-fos ¢ekirdeksel bir Gglncll haberci olarak degerlendirilir. c-fos
proteinleri ile c-jun proteinlerinin heterodimerlesmesi sonucu olusan AP-1
transkripsiyon kompleksi hicre ¢ogalmasi, farklilasmasi ve apoptozisde
onemli rol oynamaktadir (22). Oksidatif strese karsi indiklenen c-fos
ekspresyonu AP-1 aktivasyonu ile olmaktadir. AP-1 aktivasyonu hucresel
redoks potansiyeline bagl olarak artmaktadir. Hicresel tiyoredoksin ve
glutatyon icerigine bagl olarak gergeklesen AP-1 aktivasyonu yapilan cgesitli
calismalarla  gosterilmigtir  (86). Benzer sekilde hicresel redoks

potansiyelindeki degisim c-fos ekspresyonunu da etkilemektedir (87). Meyer
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ve digerlerinin (63) yaptigi calisma NAC gibi tiyol saglayici bir birlesigin AP-
1’in transaktivasyonunu ve DNA baglama aktivitesini arttirdigini gostermigtir.
Schenk ve digerlerinin  (82) yaptigi c¢alismada ise tiyoredoksin
ekspresyonunun artigi AP-1’in transkripsiyonel aktivitesini indiklemistir (42).

Calismamizda kullandigimiz  GSH biyosentez prekiirséri olan
GCEE’nin akut uygulamasinda, hipokampus ve kortekste c-fos ekspresyon
dizeylerinin kontrol grubuna goére anlamli bir sekilde arttigi tespit edilmistir.
GCEE’nin GSH duzeylerini arttirici etkisi c-fos ekspresyon duzeylerinde de
artisa neden olmustur. Literatirde GCEE ile ilgili ¢ok az calisma vardir.
GCEE uygulamasinin gen ekspresyonu uzerine olan etkileriyle ilgili higbir
yayin bulunmamaktadir. Bizim ¢alismamiz GCEE uygulamasi sonucu c-fos
dizeylerindeki degisimin gosteriimesi agisindan bu alanda yapilan ilk
calisma olma 6zelligindedir.

KA kaynakli eksitotoksisitede c-fos ekspresyonunun arttigini gésteren in
vivo ve in vitro bir ¢gok ¢alisma yapilmistir. Willoughby ve digerlerinin (106)
yaptigi ¢alismada; i.v. olarak 10 mg/kg KA uygulanmis sigcanlarda c-fos
indUksiyonu immunohistokimyasal bir yontem ile ve KA'in neden oldugu
ndbetler de elektroensefalografi (EEG) ile incelenmigtir. c-fos indiksiyonu KA
enjeksiyonunu takiben en erken 10 dk iginde baslamakta ve bu silre
icerisinde KA’e bagh tipik davranigsal degisilikler gézlenmektedir. Diger
onemli bir bulgu da c-fos indlksiyonun ilk olarak hipokampuste daha sonra
ise kortekste saptanmis olmasidir. Bizim calismamizda da akut KA
uygulamasi sonucu hipokampuste saptanan c-fos ekspresyonunun kortekse

oranla daha fazla olmasi bu arastirma ile benzerlik géstermektedir.
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Griffiths ve digerlerinin (37) yaptigi ¢alismada neokortikal ve serebral
ndron hicre kultirinde KA’in disuk (10 pM) ve ylksek (250 uM) doz
uygulamalarina karsi gelisen c-fos ekspresyonundaki dedisim Northern Blot
ve Dot Blot analizleri ile saptanmigtir. Ayrica sitotoksisitenin belirlenmesi igin
LDH aktivitesi olgtlmusttr. Noéronlar 2 (akut) ve 7 gin (kronik) olmak tzere iki
gruba ayrilmistir. Her iki grupta da c-fos ekspresyonunda artis saptanmistir.
Fakat kronik uygulamada c-fos duzeylerindeki artis daha fazla olup LDH
dizeylerindeki artis ile paralellik gostermigtir.

Vanhoutte ve digerlerinin  (103) c¢alismasi; glutamat kaynakl
eksitotoksisite sonucu c-fos ekspresyonundaki artisin CRE fosforilasyonu ve
ERK aktivasyonu vasitasiyla oldugunu gostermektedir.

Goodenough ve digerleri (36) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise i.v
olarak 12 mg/kg KA wuygulanan siganlarda beynin c¢esitli bolgelerinde
apoptotik 6lumun bir gostergesi olan DNA fragmentasyonu incelenmistir.
Sozkonusu calismada DNA fragmentasyonunun c-fos induksiyonun arttigi
hipokampls ve korteks dokularinda, AP-1 aktivasyonu ile birlikte
gerceklestigi gosterilmistir.

Calismamizda hipokampuls dokularinda saptanmis olan c-fos mRNA
ekspresyon duzeylerine bakildiginda akut KA grubundaki ekspresyon
dizeyiyle kontrol , akut KA + GCEE ve akut GCEE arasinda anlaml
farkhliklar bulundugu gézlenmistir. Ayni sekilde korteksteki c-fos ekspresyon
dizeylerine bakildiginda akut KA grubu ile kontrol ve akut KA + GCEE grubu
arasinda anlaml farkliliklar bulunmaktadir.

Buna dayanarak, akut KA uygulamasinin hipokampus ve kortekste c-

fos MRNA ekspresyon diuzeyinde neden oldugu artisin eksitotoksisiteye bagli
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ndrodejeneratif bir yanit olabilecegi sdylenebilir. Bu acidan bulgularimizin c-
fos’'un ndrodejeneratif slreclerde erken bir belirte¢ olabilecegine ydnelik

literaturlerle uyumlu oldugu da gorulmektedir.
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OzZET

KAINIK ASIT ARACILI EKSITOTOKSISITEDE

HUCRESEL REDOKS DUZEYLERI VE C-FOS mRNA EKSPRESYONU

Glutamat kaynakh eksitotoksisite epilepsi, inme ve Alzheimer gibi
santral sinir sistemi patolojilerinin altinda yatan noérodejeneratif sireclerde
tetikleyici bir faktordir. Glutamat reseptorlerinin asiri stimtlasyonu; hcre igi
Ca*? diizeylerinin artisina, reaktif oksijen tiirlerinin lretimine ve c-fos gibi akut
faz genlerinin asiri ekspresyonuna neden olmaktadir. Glutamat analogu olan
kainik asit (KA) beyinde amigdala, korteks ve hipokampus gibi bodlgelerde
eksitotoksisiteye neden olmaktadir. Beyindeki antioksidan kapasitenin az
olmasli nedeniyle oksidatif strese kargi savunmada glutatyonun (GSH) énemi
bayuktiar. GSH biyosentez preklrsori olan y-glutamilsistein etil esteri
(GCEE) beyinde GSH dulzeylerini arttirmaktadir.

Calismada Sprague-Dawley siganlar kullaniimis ve deneyler kontrol
(n=5-8), akut KA (n=5-8), akut KA + GCEE (n=5-8), akut GCEE (n=5-8)
olacak sekilde 4 grupta hipokampus ve korteks dokulari kullanilarak
yapilmistir. KA ile indUklenen eksitotoksik beyin hasarinda c-fos mRNA
dizeylerinde gorulen artis real-time PCR ile saptanmis ve GCEE’nin beyin

GSH duzeylerine olan etkisi spektrofotometrik yontemle gosterilmistir.
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Sonuglarimiza goére, kontrol grubu ile kiyaslandiginda akut KA
uygulamasi alan grupta hipokampuUs ve kortekste c-fos ekspresyon dizeyinin
anlaml bir sekilde arttig1 gozlenmistir. c-fos mRNA duizeylerindeki bu artis
noronal hucre oOlumu ve norodejenerasyonun erken bir belirteci olarak
kullanilabilir. Yani sira, KA’e karsi GCEE uygulamasi, akut KA grubu ile
kiyaslandiginda hipokampus ve korteks GSH duzeylerinde anlaml bir artisa
neden olmustur. Bu sonuglar 1siginda GCEE; beyin GSH duzeylerini arttirici
etkisi nedeniyle norodejeneratif bozukluklarda antioksidan tedavi amaciyla

kullanilabilir.
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ABSTRACT

C-FOS mRNA EXPRESSION AND CELLULAR REDOX STATUS

IN KAINIC ACID INDUCED EXCITOTOXICITY

Glutamate induced excitotoxity is a triggering factor that causes
neurodegeneration underlying central neurvous system (CNS) pathologies
like epilepsy, stroke and Alzheimer’s disease. Overstimulation of glutamate
receptors results in increased levels of intracellular Ca*? , production of
reactive oxygen species and overexpression of immediate early genes like c-
fos. Kainic acid (KA) is an analogue of glutamate and can induce
excitotoxicity in specific areas of brain like amygdala, cortex and
hippocampus. Because of the inadequate antioxidant capacity of brain,
glutathione (GSH) is highly important for defense against oxidative stress. y-
glutamilcysteine ethyl ester (GCEE) , GSH biosynthesis precursor, can
upregulate GSH levels in brain.

In this study, Sprague-Dawley rats were used and divided into four
groups as control (n=5-8), acute KA (n=5-8), acute KA + GCEE (n=5-8) and
acute GCEE (n=5-8).

To investigate the effects of KA and GCEE, the levels of GSH and c-fos
MRNA expressions were measured in rat brain cortex and hippocampus

using spectrophotometric, and real-time PCR methods, respectively.
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Our results show that acute KA treatment significiantly upregulates
expression of c-fos in hippocampus and cortex when compared to control
group. GCEE treatment against KA causes significant increase in GSH levels
in cortex and hippocampus when compared with acute KA group. Therefore,
we conclude that the up-regulated levels of c-fos mMRNA can be used as an
early biomarker of neuronal death and neurodegeneration.

In addition, GCEE treatment may be helpful as a potential antioxidant
agent because of its upregulating effect on brain GSH levels against

neurodegenerative processes triggered by KA.
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