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BOLUM I

GIRIS VE AMAG

Son yillarda 6strojenin beyinde iskemi, Alzheimer benzeri yaslanmaya
bagli bazi noérodejeneratif hastaliklar ve hicre olumune yol agan diger
ndropatolojik olaylarda koruyucu olduguna yénelik bulgular ortaya konmustur.
Ostrojenin beyindeki noroprotektif etkisinin ti¢ sekilde meydana gelebilecegi
One surulmektedir. Buna gore, ostrojenlerin néroprotektif etki mekanizmasini
dogrudan steroid hormon reseptorlerinin aktivasyonu, bazi
ndrotransmiterlerin  modulasyonu veya antioksidan mekanizmalarin
aktivasyonu olusturabilmektedir (11, 35).

Postmenapozal slregte &strojen hormon replasmani uygulamasi
gergcekte hem olumlu hem de olumsuz boyutlari igceren bir durum
sergilemektedir. Hormon replasman uygulamasini olumlu kilan durumlardan
biri dstrojenin nérodejeneratif hastaliklara karsi koruyucu bir bilesik olduguna
yonelik bazi bulgularin ortaya konmus olmasidir. Hormon replasmani
konusundaki guincel uygulamalardan biri de dogrudan Ostrojen yerine selektif
Ostrojen reseptor modulatdrlerinin kullaniimasidir.

Selektif dstrojen reseptdér modulatorleri (SERMs) farkh Ostrojenik ve
antidstrojenik-doku spesifik etkilere sahip Ostrojen reseptorlerini aktive etmek
suretiyle etkili olabilen bilesiklerdir. Postmenapozal slregte SERMs

kullanimini klinik agidan destekleyen bazi arastirmalar éne ¢ikmaktadir (12).



Ancak bu amagla kullanilan bilesiklerin olasi néroprotektif etkisinin boyutlari
konusunda c¢ok sinirli bulgu vardir (34, 114). Bu calismada, overiektomize
ratlar kullanilarak olusturulan menapoz deney modelinde selektif bir 6strojen
reseptér modulatéri olan raloksifenin beyin korteks dokusundaki koruyucu
etkisinin oksidatif stresle iligkili bazi parametreler ve bazi apoptozis
goOstergeleri kapsaminda arastiriimasi amaclanmistir.  Selektif dstrojen
reseptdr modulatdrt uygulamasinin oksidatif stres etkisine kargi néroprotektif
etkisinin boyutunun cesitli biyokimyasal ve molekuler biyolojik ydéntemlerle
ortaya konmasinin bu konudaki bilimsel birikime katki agisindan yararli

olacagi dusunulmastar.



1.1. Genel Bilgiler

1.1.1. Selektif Ostrojen Reseptér Modiilatorleri (SERMs)

Ostrojen eksikligi ateroskleroz, osteoporoz ve santral sinir sistemi
dejenerasyonu gibi birgcok patolojik olaya 6nciilik etmektedir. Ostrojen
Replasman Tedavisi (ERT) kadinlarda menapoz sonrasinda kognitif
fonksiyonlari surdlirmek, aterosklerozun olusumunu engellemek, vertebral
kiriklari énlemek amaciyla kullaniimaya baslanmistir (29). Ote yandan
ostrojenin ozellikle meme bezleri ve uterusta tumor olusumunu ve gelisimini
arttirdigi bilinmektedir (40, 70). Ostrojenin bu istenmeyen etkilerini énlemek
amacilyla cgesitli terapétik alternatifler aranmaya baslanmis ve 1960’l yillarda
Ostrojenin yararli etkilerini beyin, kemik ve arterlerde gdsteren ve ayni
zamanda oOstrojen gibi meme ve endometriumda tUmor olusumuna neden
olmayan vyeni bir ilag grubu uretiimistir. Bu bilegiklere dokuya 06zgu
etkilerinden dolayi selektif dstrojen reseptdér modulatorleri (SERMs) adi
verilmistir (29). 1970’li yillarda birinci nesil SERM’lerden biri olan tamoksifen
metastatik meme kanserinin tedavisinde 0Ostrojen antagonisti olarak
kullaniimaya baslanmistir. Tamoksifenin antagonist olarak kullaniminin,
Ostrojenin kemiklerdeki mineral yogunlugunu arttirici etkisini de inhibe
edecedi dusunulmastir. Yapilan calismalar sonucunda tamoksifenin,
Ostrojenin etkisini taklit ederek omurilikte kemik mineral yodunlugunu

arttirdigi, fakat bunun yaninda &strojen gibi endometrium kanserine neden



oldugu goézlenmistir. Buna bagh olarak tamoksifenin dokuya 6zgu Ostrojen
agonisti/ antagonisti olarak gorev yaptigi saptanmistir (70).

Tamoksifenden sonra yine SERM sinifina dahil olan, yapisinda
benzotiyofen halkasi bulunan kimyasal adi [6-hidroksi-2-(4-
hidroksifenil)benzo(b)tien-3-il][4-[2-(1-piperidinil)etoksi]fenillmetanon olan
yeni bir ilag, raloksifen (Sekil 1), kemik Uzerindeki dstrojen agonisti etkisinden
dolayr 1997 yilinda Gida ve ilag Dairesi (FDA) onaylyla osteoporoz
tedavisinde kullanilmaya baslanmigtir (5, 13, 18, 29, 38, 108, 111).
Raloksifen endometriumda kanser olusumunu tetiklemeyen bir bilesik olarak
meme kanserinin Onlenmesi amaciyla guvenle kullanilan bir ilagtir.
Raloksifenin  ayrica siganlarda serum total kolesterol duzeyini,
postmenapozal kadinlarda da serum LDL dizeyini disurdigu gosterilmis,
plazma homosistein konsantrasyonunu azalttigi ancak HDL Uzerinde

herhangi bir etkisi olmadigi saptanmigstir (29).
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Sekil 1. Raloksifenin kimyasal yapisi



Tamoksifen ve raloksifenden baska droloksifen, GW5638, |doksifen,

LP336156, LY353381 de SERM olarak kullaniimaktadir (70).

1.1.1.1. Ostrojen ve SERM’lerin Etki Mekanizmasi

Ostrojen, dokulardaki etkisini ©strojen reseptorleriyle  birleserek
g6stermektedir. Ostrojen reseptérleri cekirdege hizla transfer olur ve inaktif
halde dururlar. Cesitli 1s1 sok proteinleri (Hsp 90, Hsp 56 gibi) Ostrojen
reseptorleriyle kompleks olusturur ve &strojenin reseptére baglanmasini
saglayarak reseptorde konformasyonel bir degisiklige neden olurlar.
Aktivasyondan sonra Ostrojen reseptdr monomerleri arasinda protein-protein
etkilesimine bagli olarak dimerlesme gorulir. DNA’ya baglanma afinitesinin
yuksek olabilmesi i¢in reseptorler arasinda bu dimerlesmeye ihtiya¢ vardir.
Reseptor daha sonra duyarli genlerin promotor bdlgesindeki 06strojen
reseptorlerinden sorumlu elementlerle (ERE) etkileserek hedef gen
ekspresyonunun baglamasina yani hormonal etkinin baglamasina neden

olmaktadir (39)(Sekil 2).
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Sekil 2. Ostrojenin etki mekanizmasi

SERM’ler kardiyovaskuler sistem, kemik ve beyin gibi dokularda
Ostrojen agonisti etkiyi Ostrojene benzer bir mekanizmayla saglarken uterus
ve meme bezlerindeki antagonist etkiyi, dstrojen reseptorlerindeki baglanma

bdlgelerini bloke ederek gostermektedir (5, 39).

1.1.1.2. SERM ve Noroprotektif Mekanizma

Gonadal hormonlar omurgalilarda santral sinir sistemi Uzerinde Ureme
ve noroendokrin olaylarini kontrol etmektedir. Yapilan ¢alismalarin ardindan
beyin Uzerindeki 6nemli etkilerinden dolay! bu hormonlara “seks steroidleri”

ve “noroaktif steroidler” denmektedir (97). Gonadal hormonlar, trofik



faktorlerden biri olan noérotrofinler gibi gérev yapmakta, néronal dizenlemeyi
sadlamakta ve noroprotektif etkiler gostermektedir (28, 97). Ostrojenin
noroprotektif etkisi, noérodejeneratif hastaliklarda ve néronal travmalarda
kullanilacak ilaglarin gelistiriimesinde (mit vaat etmektedir. Ostrojenin
noroprotektif etkinligi 6zellikle Alzheimer hastalariyla yapilan ¢alismalarda
arastinimis ve Ostrojenin postmenapozal suregteki kadinlarda Alzheimer
hastaligina yakalanma riskini azalttigi gdsterilmistir (42, 76, 98, 109).
Postmenapozal ve Alzheimer hastasi kadinlarda yapilan galismalara goére
Ostrojen Alzheimer hastaligi semptomlarini tamamen dizeltmemekle birlikte
kognitif kaybi azaltmakta ve postmenapozal kadinlarda bu hastahgin
gelismesini engellemektedir (42, 111). Eberling ve arkadaslarinin (42) yaptigi
calismada 0&strojen kullanan kadinlarin serebral kan akiminin arttigi
bulunmustur. Hafiza fonksiyonlariyla &strojen arasindaki ilk baglant
menapoza giren kadinlarda hafiza ve konsantrasyon guclugu ile ilgili
sikayetlerin baslamasiyla kurulmustur. Yapilan bir galismada asetilkolin
seviyesini arttiran asetilkolin transferaz aktivitesinin 173-estradiol ile arttigi
saptanmistir (67). Ostrojen tedavisine baslama zamaniyla Alzheimer veya
diger demans tlrlerine yakalanma riski arasinda bir iligki gorlimustir.
Menapoz asamasinda Ostrojen tedavisine baslayan ve 10 yil sireyle tedaviye
devam eden kadinlarda Alzheimer hastaliginin gelisme riski 3 kat azalmigtir
(109). Diger taraftan, menapozu takiben 15-20 yil sonra 6strojen tedavisine
baglayan kadinlarda Alzheimer hastaliginin gelisme riskinin 2 kat arttigi
saptanmistir (89).

Postmenapozal kadinlarin yanisira bazi hayvan modelleri Gzerinde de

steroid hormon etkilerine yonelik calismalar yapilmistir. Siganlara dusuk



dozlarda uygulanan progesteronun, noronal hasarin bir gostergesi olan hilar
noronlarin  kaybini ve vimentin sentezini azalttigi gosterilmig, ayrica
progesteronun kainik asit eksitotoksisitesine kargi da hipokampal noéronlari
korudugu saptanmistir (28). Progesteronla karsilastirildiginda siganlarda
uzun sureli ostrojen tedavisi, kardiyak ve iskemik beyin hasarina karsi
profilaktik tedavide daha etkilidir (97). Ayrica 6strojen disi siganlarda kan
akisini dizenleyerek ve beyni koruyarak iskeminin ortaya c¢ikmasini
engellemektedir (3, 61, 97).

Ostrojen ve SERM’lerin noroprotektif etki mekanizmasi net olarak
aciklanamamis olsa da olasi mekanizmalar sunlardir ve S$ekil 3'te
gOsterilmistir (62):

1.  Gen transkripsiyonunu kapsayan genomik, ostrojen reseptor
aracil yolak

2.  Nongenomik sinyal yolagi; mitojenin aktive ettigi protein kinaz
(MAPK) ve fosfatidilinositol-3-kinaz/protein kinaz B’nin (Akt) de iginde
bulundugu hdcre i¢i ulaklarin aktivasyonu

3. Ostrojenin o6zellikle farmakolojik dozlarinda gériilen serbest

radikal temizleyicisi oldugu yolak (antioksidan etki)



OSTROJEN / SERM
Noroprotektif Etki
Genomik Nongenomik Antioksidan
Noroprotektif Etkisi hizlidir Serbest
etkinin radikalleri
gorulebilmesi igin temizler
kronik kullanim
gerektirir
Ostrojen Ostrojen reseptorlerini Ostrojen
reseptorleri icerir icerebilir veya reseptoru
icermeyebilir icermez
Gen MAPK veya AKT Genelde
transkripsiyonu sinyal yollarindan ostrojen ve
icerir. birini icermelidir. SERM'in ¢ok
yuksek
farmakolojik
dozlarinda
gozlenir.

Sekil 3. Ostrojen ve SERM’lerin olasi néroprotektif etki mekanizmasi (62)

SERM’lerin de beyinde 17B-estradiole benzer nérotrofik ve ndéroprotektif
etkilerinin olup olmadigr arastinimigtir. Terapotik dozlarinin - Ustundeki
konsantrasyonlarda tamoksifen ve tamoksifenin minor metaboliti olan 4-
hidroksi tamoksifenin, glutamat ve B-amiloidin neden oldugu nérotoksisiteye
karg! noronlari korudugu saptanmistir (73). Amerika Birlesik Devletleri’nde
SERM’ler; B-amiloid, hidrojen peroksit (H2.O2) ve glutamatin neden oldugu

noronal hicre  olumune karsi noronlari korumak  amaciyla
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recetelendiriimektedir (62). Hipokampal noéronal hicre kiltirlerinde
tamoksifenin etkisi arastiriimis ve 0Ostrojenin néroprotektif mekanizmasinda
rol aldigi bilinen antiapoptotik bir protein olan Bcl-2’'nin  ekspresyon
dizeylerinin tamoksifen tedavisiyle arttigi gosterilmistir (111).

Raloksifen kan—beyin engelini hem insanlarda hem de siganlarda
gecebilmekte ve beyinde, Ostrojen reseptorleri Uzerinde agonist/ antagonist
etki gostermektedir (70). Raloksifenin néronlardaki agonist/antagonist etkisi
ortamda Ostrojen reseptorl agonisti bir bilesigin olup olmamasina baghdir.
Ornegin sigan hipotalamusunda raloksifen tek basina dopamin icerigini 2 kez
arttirrken, 17B-estradiol varhiginda antagonist gibi davranarak dopamin
yapimini 5 kez azaltmaktadir (48). Raloksifenin noéronlardaki etkisi ayni
zamanda doza da baghdir. Disuk konsantrasyonlarda ndronal membran
hasarini azaltirken, yuksek konsantrasyonlarda hasari arttirmaktadir.
Subtoksik konsantrasyonlarda da glutamat, B-amiloid ve H,O,’'in neden
oldugu norotoksisiteye karsi noroprotektif etkisi gosterilmistir (111). Diger
taraftan raloksifenin kadinlarda vazomotor fonksiyonlarin dudzenlendigi
bdlgelerde dstrojen reseptdr antagonisti olarak goérev yaptigi ve bu nedenle
de sicak basmasina neden oldugu gosterilmistir (14, 30).

Bir bagska SERM olan ICI 182,780’nin de hem antiapoptotik bir protein
olan Bcl-2’'nin ekspresyonunu hem de ERK-2’nin aktivasyonunu arttirdigi
yapilan calismalarda gosterilmistir. 17B-estradioliin noéroprotektif etkisini

gosterebilmesi icin ERK-2 ve Bcl-2’ye gereksinimi vardir (111).
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1.1.2. Eksitotoksisite ve Norodejenerasyon

Eksitotoksisite, eksitator amino asit reseptorlerinin agiri uyarilmasina
bagli olarak hucre oOlumunun meydana geldigi bir durumdur. Felg ve
ndrodejeneratif hastaliklardaki noéronal hasarin olusmasinda eksitotoksik
stres 6nemli bir yere sahiptir (33). Ornegin glutamat ve glutamata bagl
eksitatér aminoasitlerin hem in vivo (33, 96) hem de in vitro (24, 59)
uygulanmasi santral sinir sistemi néronlarinin 6limine neden olmaktadir.
Eksitotoksik hasarin  mekanizmasi tam olarak anlasilamasa da,
eksitotoksisitenin hem nekrotik hem de apoptotik 6lim mekanizmalarini
baslattigi ileri surllmektedir. Glutamat ve glutamat reseptérleri beyindeki
eksitotoksisiteden sorumludur. iyonotrofik glutamat reseptorlerinin 2 tipi
vardir; bunlar N-metil-D-aspartat (NMDA) ve a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-
izoksazol propiyonik asit (AMPA) reseptorleridir. Bu reseptorler 6grenme,
hafiza (15) ve Parkinson (41) hastaliginda olusan eksitotoksisiteden

sorumludur.

1.1.2.1. Kainik Asit’in Norodejenerasyondaki Yeri

Kainik asit (KA), akut ve subakut epileptik aktiviteye neden olan
potansiyel santral sinir sistemi eksitotoksinidir. Sadece sinir hicrelerinde
degil ayni zamanda glia, miyelin kiif ve kan damarlarinda da genis
ndropatolojik degisimler meydana getirmektedir (96). KA'in beyinde lipid
peroksidasyonu ve protein oksidasyonuna neden oldugu saptanmistir. KA

reseptorlerinin  aktivasyonu da birgcok beyin bolgesinde bulunan ve
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antioksidan savunmada gorev yapan glutatyon havuzlarinin azalmasina
neden olur (21). KA uygulamasi ayrica néronal hasarin bir géstergesi olan
hilar noronlarin azalmasina ve vimentin sentezinin artmasina neden
olmaktadir (28).

KA ve glutamik asit, aspartik asit gibi eksitator aminoasitler etkilerini
NMDA ve AMPA/ kainat iyonotrofik reseptorleri araciligiyla gostermektedir
(33, 78). Eksitotoksisiteye aracilik eden iyonotrofik glutamat reseptorleri
kalsiyumun hucre icine gegisine izin verir. Hiucrelerde olusan stres durumu,
NMDA ve “kainat” kanallarinin uyariimasiyla ve uyarilma sonucunda hucre
icine kalsiyum girisinin artmasiyla iliskilidir (24, 59). Hiicre icinde serbest Ca?*
dizeylerinin artigi, kalpainler (6, 7) ve nitrik oksit sentaz (36) gibi sinyal
yolaklarinin uyariimasina neden olmaktadir. Fizyolojik konsantrasyonlarda
hicre buyumesi, hicre farklilasmasi ve sinaptik aktivite icin gerekli olan
kalsiyum, ylUksek konsantrasyonlarda hucre iginde reaktif oksijen turlerinin
(ROS) uretimini ve dolayisiyla da oksidatif stresi arttirmaktadir. Nitrik oksit
yapimini takiben meydana gelen peroksinitrit radikali (ONOO') oksidatif
strese neden olur (8, 10). Olusan serbest radikaller basta DNA olmak Uzere
protein ve lipidler gibi makromolekillere saldirarak oksidasyona neden
olmaktadir. Peroksinitrit radikali mitokondrial enerji sentezini inhibe ederek
ATP kaybina onculik etmekte ve noéronlarda enerji yokluguna bagh olarak
hicre 6limune neden olmaktadir (Sekil 4).

Eksitotoksik ajan vasitasiyla hiicre igindeki Ca?’nin artisi, kalsiyumun
mitokondride birikmesine neden olur ve birikme sonucunda mitokondri
fonksiyonunu kaybeder. ROS Uretimi artar ve apoptoziste yer alan kaspazlarin

aktivasyonunu saglayan proapoptotik faktdrler mitokondriden salinir.
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1.1.3. Glutatyon (GSH)

Oksidatif stres, hucrelerde serbest radikal olusumunun surekliligi ile
antioksidan sistemler arasindaki dengenin bozularak serbest radikal
dizeylerinin artti§i durumdur. Stperoksit anyonu, hidrojen peroksit (H,O2) ve
hidroksil radikali (HO") gibi organik olmayan molekdullerle alkoksil ve peroksil
radikalleri gibi organik molekullere reaktif oksijen turleri (ROS) adi verilir.
ROS, oksidatif metabolizma suresince meydana gelmekte ve vicutta lipid
peroksidasyonu, protein modifikasyonu ve DNA zincir kirilmalari gibi c¢esitli
hasarlara sebep olmaktadir (21, 40, 56). Hlcrelerde ROS’un olusturdugu
hasardan korunmak igin enzimatik ve enzimatik olmayan bazi mekanizmalar
bulunmaktadir.

Beyin dokusu diger dokularla karsilastirildiginda ROS olusumu ve
detoksifikasyonu agisindan dezavantajlara sahiptir:

1. Vlcudun agirlik olarak %2’sini kaplamasina ragmen vdcutta
tuketilen oksijenin %20’si beyinde harcanmaktadir (40, 91).

2. Beyinin bazi bdlgelerinde ROS olusumunu tetikleyen demir (Fe?)
elementinin ylUksek konsantrasyonlarda bulundugu saptanmigstir (45).

3. Beyin lipid peroksidasyonuna yatkin olan doymamis yag asitlerini
yuksek oranda icermektedir (83).

4. Ayrica beyin dokusu karaciger ve bdbrekle karsilastirildiginda daha
dusuk seviyelerde sUperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz
(GPx) gibi antioksidan enzim aktivitesine sahiptir (40, 51).

ROS’'un sebep oldugu oksidatif stresle noérodejeneratif hastaliklarin

gelisiminde rastlanan néron kayiplari arasinda bir iliski saptanmistir (40). Bu
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verilere dayanarak beyin fonksiyonlari igin antioksidan sistemin énemi bir kez
daha vurgulanmalidir.

Beyindeki ROS’un detoksifikasyonunda GSH 6nemli bir yere sahiptir.
Thippeswamy ve arkadaslarinin (99) yaptidi calismada y-glutamilsistein
sentetaz inhibitdri uygulanarak sicanlarda GSH sentezi baskilanmis ve
bunun sonucunda beyinde mitokondrial hasar gozlenmigtir. Parkinson
hastalarinda da beyinde GSH dulzeylerinin disuk oldugu saptanmistir (90,

95).

1.1.3.1. Glutatyonun Fonksiyonlari

Suda ¢bzunebilen bir tripeptid olan glutatyon (y-glutamil-L-sisteinilglisin)
memeli hiicrelerinde 12 mM konsantrasyona kadar bulunmaktadir. Glutatyon
bir  antioksidandir, ksenobiyotiklerin  detoksifikasyonunda  gdrevlidir.
izomerizasyon reaksiyonlarinda kofaktdr olarak goérev yapar ve sisteinin depo
ve tasinma seklidir (32, 40, 100). Glutatyon ayrica hlicre ¢ogalmasinda
onemlidir (82) ve ribonukleotidlerin deoksiribonukleotidlere indirgenmesini
saglar (100).

Yuksek konsantrasyonlardaki glutatyon, ROS’a karsi hucresel
savunmada oldukca 6nemlidir. GSH nonenzimatik olarak radikallerle etkilesir
(104) ve glutatyon peroksidazin peroksitleri indirgemesinde elektron vericisi

olarak gorev yapar (100).
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1.1.3.2. Glutatyon Sentezi

GSH sentezi iki enzimin kataliziyle gergceklesmektedir. Bunlardan ilki y-
Glutamilsistein sentetazdir. Bu enzim glutamat ve sisteini birlestirerek bir
dipeptit olan y-glutamilsisteini olusturur. ikinci enzim olan glutatyon sentetaz
da vy-glutamilsistein ile glisini birlestirerek glutatyon  olusumunu
saglamaktadir. Her iki enzimin de calisabilmesi i¢cin ATP’ye ihtiya¢ vardir.
Hucre i¢ci GSH dizeyi, son Urin GSH'un geri bildirim (feedback)
mekanizmasiyla y-glutamilsistein sentetazi inhibe etmesiyle sabit tutulur. Bu

nedenle GSH’'un hicresel sentezi ve tiketimi bir denge halindedir (40).

1.1.3.3. Glutatyon Metabolizmasi

ROS’'un detoksifikasyonu sirasinda GSH iki tip reaksiyona girer.
Bunlardan biri superoksit anyonu, nitrik oksit, hidroksil radikali gibi radikallerle
enzimatik olmayan vyolla etkilesmesi (94) digeri de peroksitlerin
indirgenmesinde GPx enziminin elektron vericisi olarak gbrev yapmasidir.
Tum bu olaylar sonucunda GSH oksidasyona ugrayarak glutatyon disulfit
(GSSG) haline geger. GSSG de glutatyon reduktaz (GR) enzimi vasitasiyla
okside halden tekrar redukte hale doner. GR, NADPH’tan elektronlari
GSSG’ye transfer ederek GSHu olusturur. GPx ve GR enzimlerinin
katalizledigi reaksiyonlar sonucunda GSH seviyeleri azalmaz. Bunun yaninda
glutatyon-S-transferaz (GST) enzimiyle glutatyon-S-konjugatlarin olugmasi

veya hicrelerden GSH'un salinimi hicre i¢i GSH duzeyini disurmektedir. Bu
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sebepten GSH’un aminoasitlerle sentezinin yapilarak yeniden yerine

konmasi gerekir (40).
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Sekil 5. Glutatyon metabolizmasi. 1, y-glutamilsistein sentetaz; 2, glutatyon
sentetaz; 3, glutatyon peroksidaz; 4, glutatyon rediiktaz; 5, glutatyon-S-

transferaz; 6, y-glutamil transpeptidaz; 7, ektopeptidaz; X, substrat. (40)
1.1.3.4. Glutatyon ve Beyin Dokusu

Glutatyonun homeostazisi beyindeki glutatyonu olusturan aminoasitlerin
geri donltsimul ile saglanmaktadir. Bunun yaninda GSH'un beyinde
sentezinin yapilabilmesi igin baslangic maddelerinin kan-beyin engelini
asabiliyor olmasi gerekmektedir. Dringen ve arkadaslari tarafindan, beyin

kapillerlerinde ve beyin endotelyal hicrelerinde sodyuma bagimh GSH
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tasityicilarinin oldugu saptanmistir. Bu sistemler GSH'u kandan beyine
tasimakta ve beyinde GSH homeostazisini saglamaktadir (40).

Glutatyonun beyin dokusundaki sentezi diger dokularda oldugu gibi y-
glutamilsistein sentetaz ve glutatyon sentetaz enzimleriyle yapilmaktadir,
fakat bu enzimlerin beyindeki aktiviteleri karaciger ve bobrekteki aktivitelerine
gbre daha dusuktir (86). GSH'un beyindeki konsantrasyonu 1-3 mM
arasindadir. Bununla beraber GSH prekursorlerinden y-glutamilsistein sigan
beynine uygulandiginda beyin GSH duzeyi artmaktadir (18).

GSH’un beyinde sadece hucre iginde degil ayni zamanda hticre diginda
da bulunmasi, stimulasyonla beyin hicrelerinden salinmasi ve ekstraselller
reseptorlere spesifik olarak baglanabilmesi GSH’'un nérohormon olarak kabul

edilmesine sebep olmaktadir (40).

1.1.3.5. Glutatyon Diizeylerinin Degisimi ve Norodejenerasyon ile iliskisi

ROS ve antioksidan sistemler arasindaki dengenin bozulmasi basta
yaslihk olmak Uzere birgok noérolojik bozuklugun olusmasinda dnemli rol
oynamaktadir. Ornegin Parkinson hastaliginda (PH) GSH sisteminde énemli
degisiklikler saptanmistir (40, 100). Parkinson, beyinde dopaminerjik
ndronlarin  dejenerasyonuyla karakterize bir hastaliktir.  Parkinson
hastalarinin beyin GSH igerigi kontrol grubuyla karsilastirildiginda %40-50
oraninda daha duasuk bulunmustur (91, 95). Disuk GSH igerigi PH sirasinda
olusan oksidatif stresin ilk gostergesi olarak kabul edilmektedir. GSH
yokluguna bagli olarak olusan noérodejeneratif hastaliklarin  olasi

mekanizmalari Sekil 6’da gosterilmistir.
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Norolojik hastaliklarin patogenezinde mitokondrinin dnemli bir role sahip
oldugu disunudlmektedir (20). Néronlarin korunmasi igin 6zellikle mitokondrial
GSH o6nemlidir. Hem sitozolik hem de mitokondrial GSH duzeylerinin
azalmasi ETZ'de vyer alan komplekslerin inhibisyonuna ve noronal
dejenerasyona sebep olmaktadir (87, 105). Bu nedenle azalmis GSH
konsantrasyonu ve dusuk ATP dretiminin oksidatif strese ve néronal kayba
neden oldugu dusunidimektedir. Bununla birlikte eksitotoksik bir ajan olan
KA'in varhginin da beyinde GSH igeriginin azalmasina neden oldugu

gOsterilmistir (21).

1.1.4. NiTRIK OKSIT

Nitrik oksit (NO), santral sinir sistemindeki en énemli sinyal iletim
molekulidir (74). NO’in bilinen ilk fonksiyonlari sinir sisteminde
ndrotransmiter ve damar duz kaslarinda gevsetici fonksiyonlaridir. Serbest
radikal Ozelligi nedeniyle olusan norodejeneratif, noroenflamatuar gibi
patolojik etkilerinin yaninda néromodulasyon, nérotransmisyon ve sinaptik
plastisite gibi fizyolojik etkileri de bulunmaktadir. NO oksijen radikalleriyle
tepkimeye girerek hem kendisinin hem de tepkimeye girdigi radikal bilesiginin
radikal 6zelliklerini sonlandirir. Bu 6zelligi nedeniyle NO tokoferol ve askorbik
aside benzer bir antioksidan 6zellik tasir. Duzenleyici ve koruyucu etkilerinin
yaninda nitrik oksitin sitotoksik etkileri de bulunmaktadir. NO’in ne tir
tepkimelere girecegini ve biyolojik etkilerini, bulundugu ortam ve buradaki

konsantrasyonu belirlemektedir (74).
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1.1.4.1. Nitrik Oksit ve Norodejenerasyon

Nitrik oksite bagli nérodejeneratif ve néroenflamatuar bozukluklarin asil
nedeni tam olarak bilinmese de iskemi ve reperfliizyon, Down sendromu,
mitokondrial ensefalopatiler ve demansta olusan beyin hasarinda yuksek
miktarlarda reaktif nitrojen turlerine rastlanmistir (19, 36, 49).

NO’in dretimi ndéronal (nNNOS), endotelyal (eNOS) ve induklenebilir
(INOS) olmak uzere 3 izoformu bulunan nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi
araciligiyla  L-argininden  hareketle  gerceklesmektedir (54). NOS
izoformlarinin Ggu de beyindeki NO sentezinin potansiyel kaynaklaridir.
NNOS'’In aktivasyonu icin hicre igi kalsiyum duzeyinin artmasi gerekir.
Olusan NO hicre membranlarindan difize olabildigi igin sadece uretildigi
hicrelerde degil ayni zamanda komsu hlcrelerde de etkilidir.

NO, peroksinitrit ve nitrit gibi reaktif nitrojen turlerinin (RNS) birgok
biyolojik etkisi bulunmaktadir. Endojen bir serbest radikal olan NO’in
kardiyovaskuler, bagisiklik ve sinir sisteminde kendine 6zgu fonksiyonlari
vardir (101). Aerobik ortamlarda NO’in sulu ¢ozeltileri nitrite dontsur (55,
103). Bunun yani sira NO, slUperoksit anyonuyla birleserek oldukga toksik
olan peroksinitrit radikalini olusturur. Olusan peroksinitrit de hizla son Urln
olan nitrit ve nitrata dekompoze olmaktadir (9, 79). Nitrit, NO’in pargalanma
arind olmasina ragmen ayni zamanda asit ortamlarda NO’in olusumuna
katiimaktadir. Nitrat diyetle de vicuda alinmakta ve alinan nitratin yaklasik
%5’i tukrukteki bakterilerce nitrite ¢cevrilmektedir (101).

Nitrit ve nitratin bircok tir icin toksik oldugu bilinmektedir. Ornegin nitrit

ve nitratin vlcutta birikmesi methemoglobinemiye bagli olarak ciddi
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toksisiteye neden olmaktadir. Nitrit ve peroksinitritin  dopaminin
oksidasyonunu saglayarak dopamini olduk¢a guglu bir norotoksin olan 6-
hidroksidopamine c¢evirdigi gosterilmistir (101). Nitrit ve nitratlar ayni
zamanda insanlar tarafindan tuketilen balik ve etlere tat ve renk vermek
amaciyla kullanilmakta ve dugsuk pH’larda da vucuttaki aminlerle birleserek
karsinojen nitrézaminlerin olusmasina sebep olmaktadir (69).

Nitrik oksitin protektif mi yoksa toksik etki mi gdsterecegi dokunun
redoks durumuna, igerdigi NOS izoformlarinin ¢esidine ve superoksit anyonu

gibi tlrlerin dokudaki varligina baghdir (54).

1.1.4.2. Nitrik Oksit ve Noroprotektif Mekanizma

NNOS ve INOS'’In toksik etkilerinin yani sira eNOS’in serebral iskemiye
kargl koruyucu etkisi bilinmektedir. eNOS ndroprotektif etkisini trombosit
agregasyonunu inhibe ederek, endotelyal I6kosit adhezyonunu inhibe ederek
ve vazodilatasyonu saglayip kan akimini arttirarak gostermektedir (54). NO'in
kardiyovaskuler sistemde guanilat siklazi aktive edip cGMP olusumunu
arttirmak suretiyle vazodilator bir etki gosterebileceginin ortaya konmasi 1998

yilinda ilgili arastirmacilarin Nobel Odiili’'nii almasini saglamistir (Sekil 7).
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Sekil 7. Nitrik oksitin vaskiiler etkisi (54)

NO, beyinde iki dnemli sinyal iletim yolagiyla etkilesir. Bunlar Ras/ Raf/

MEK/ ERK yolagi ve PI3 kinaz Akt yolaklaridir (54).

1. Ras/Raf/ MEK/ERK Yolagi

NNOS’In olusturdugu NO bir protein olan Ras’t aktive eder (23, 54).
Bunun sonucunda Ras, Raf kinazlara baglanarak hicre ylzeyine Raf-
kinazlarin translokasyonunu sadlar. Raf proteinleri MEK kinazlarin
fosforilasyonunu saglayarak onlari aktive eder. MEK-kinazlar da ERK-
kinazlara fosfat katilmasini saglar. ERK-kinazlar bu yolagin en etkili
molekulleridir. ERK-kinazlar sadece sitoplazmik molekulleri degil ayni
zamanda CREB ve EIk-1 gibi nukleer proteinleri ve transkripsiyon faktorlerini
de aktive etmektedir. CREB bir transkripsiyon faktérudur. Hafizayla iliskili
sinaptik plastisitenin saglanmasinda esas molekuldir. CREB’in aktivasyonu
ndronal devamlilikta ve norodejeneratif hastaliklara kargi korunmada 6nemli
bir faktordur. Raf/MEK/ERK yolagi da hicresel proliferasyonun, degisimlerin,

hicre devamhliginin ve apoptozisin diuzenlenmesinde temel yoldur (23, 54).
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2. PI3 kinaz/Akt Yolagi

NO’in aktive ettigi Ras ayni zamanda PI3 kinaz/Akt yolagini da stimule
eder. Bu stimulasyonla birlikte PI3 kinaz hicre membranina gelir ve
fosfoinositidlerin olusumunu saglar. Fosfoinositidler de serin/ treaonin kinaz
Akt'yi aktive eder. Akt de eNOS’In, transkripsiyon faktorlerinin, apoptozisle
ilgili proteinlerin fosforilasyonunu saglayarak hicre devamhliginda vyer
almaktadir (54). Akt'nin asir sentezlenmesi, eNOS’I uyararak NO sentezini
arttirmakta ve buna bagli olarak da NO eksikliginin sonucunda olusan
apoptozisten beyin hicrelerini korumaktadir (31).

Ostrojen ve SERM’lerinin noéroprotektif mekanizmasinda da NO’in
ndroprotektif mekanizmasinda oldugu gibi PI3 kinaz/ Akt yolag: rol
oynamaktadir (111).

NO’in ndroprotektif etkisini gdsteren birgok ¢alisma olmustur. Bunlardan
birinde dorsal kdk ganglion néronlarinin sadece %5’inin yetiskin si¢canlarda
normal kosullarda nNOS’In sentezledigi goOsterilmigtir. Periferal sinir
lezyonlarini takiben bu proteinin sentezinin arttigi, hemen hemen tim
hicrelerin aynen embriyonik safhada oldugu gibi nNOS sentezini yaptigi
saptanmistir (99). Buradan hareketle nNOS’in sentezinin herhangi bir
travmatik durumu takiben arttigi gézlenmektedir. Ayni zamanda nNOS'’In
inhibitérinin oldugu ortamda ndronlarin dejenerasyonun arttiyi gosterilmis
(99) ve nNOS’dan yoksun farelerin néronlarinin 6lime daha yatkin oldugu
saptanmistir (60).

Bir baska galismada serebellar grandl hicrelerin (CGC) kultira yapilmig
ve hlcre kilturiine NO olusumunun inhibisyonunu saglamak amaciyla NOS

inhibitérid eklenmigtir. Buna bagli olarak CGC hucrelerinde apoptotik 6lim
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g6zlenmistir (27). NO eksikligine bagli olarak olusan apoptozis sadece
kaspaz aktivitesiyle iligkili degil ayni zamanda Bcl-2 gen ailesiyle de iligkilidir.
Cunku serebellar hiicre kultirine NOS inhibitéri eklenince antiapoptotik gen
Bcl-2’'nin mRNA ve protein sentezinde de azalma gozlenmis ve protein
sentezindeki bozukluk ortama NO vericisi eklenince ters c¢evrilebilmistir (26).

NO ayni zamanda NMDA reseptor aktivitesini dusurerek noéronlari
eksitotoksinlerin neden oldugu hasardan korumaktadir. NMDA reseptdrlerinin
redoks duzenleyici bdlgesindeki tiyol kisimlari NO tarafindan nitrozillenerek
disulfit haline getirilir ve NMDA reseptorlerinin aktivitesi azaltilir (2, 64).

NO’in bir diger 6nemli 6zelligi de antioksidan kapasiteye sahip olmasidir
ve beyinde antioksidan etkiyi;

1. Demir iyonunun Fenton reaksiyonu ile hidroksil radikali olusturmasini
engelleyerek,

2. Lipid peroksidasyon zincir reaksiyonuna midahale ederek,

3. Glutatyonun antioksidan etkinligine yardimci olarak ,

4. Sistein proteazlari inhibe ederek gostermektedir.

Oksidatif stres, hlcresel antioksidanlarin ve beraberinde GSH
dizeylerini beyin dokusunda azaltirken GSH ve NO’in birlesmesiyle meydana
gelen ve GSHdan 100 kez daha gugli bir antioksidan olan S-
nitrosoglutatyon dizeylerinin artmasina sebep olmaktadir. Buna bagli olarak
da noéronlarin ve diger beyin hucrelerinin oksidatif stresten korunmasi
saglanmaktadir (23).

Kronik 0&strojen tedavisinin disi ve erkek ratlarda eNOS protein
seviyesini arttirdigi saptanmis ve bu nedenle de Ostrojenin noéroprotektif

etkisinin eNOS’a bagli olabilecegi distiniimistir (72, 74). Ostrojen eNOS’In
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sentezini stimule ederek NO yapimini arttirmakta ve beyin damarlarinda
onemli vazoaktif Ozellikler gdstermektedir. Yapilan bir ¢alismada ratlarda
overiektomi sonucunda azalan nitrit-nitrat seviyelerinin, dstrojen ve raloksifen
tedavisini takiben kontrol grubundaki nitrit-nitrat seviyelerine ulastigi
saptanmistir (74). Raloksifenin beyin korteksinde, NO seviyeleri Gzerindeki
Ostrojene benzer etkisi, néroprotektif etkiyle aslinda dstrojen reseptorlerinin
ilgisi olabilecegini dustndirmektedir. Raloksifenin de NO yapimini eNOS’|
aktive ederek arttirdigi gosterilmistir (17, 84, 92). Ostrojen 6grenme ve hafiza
uzerindeki yararl etkilerini NO seviyelerini sabit tutarak géstermekte (74) ve
bu durum beyinin 6grenme ve hafizadan sorumlu olan korteks kisminda

gerceklesmektedir.

1.1.5. Bcl-2 Ekspresyonu ve Noroprotektif Mekanizma

Apoptozis ve nekrozis hicre 6limine yol agan 2 ana mekanizmadan
biridir. Apoptozis, hucrelerin kendi kendilerini yok ettikleri programli, aktif
olarak RNA/protein sentezine ve enerjiye gereksinim gosteren fizyolojik 6lim
bicimidir. Apoptozis embriyogenez, farklilasma, normal hicre doéntsimu
sirasinda meydana gelebilir. Programlanmis hicre o6luma olarak bilinen
apoptozisin mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte hicrelerin genetik
olarak belleklerinde var olan “intihar programini” aktive ederek kendilerini
oldurdukleri disunulmektedir.

Blyume ve Kkarsinogenezde etkili olan bazi genler apoptozisin

baslatiimasinda dengeleyici rol oynamaktadir. Oksidatif stres, mitokondriden
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sitokrom ¢ salinmasi, kaspaz proteazlarin aktivasyonu ve endonukleazlarin
aktivasyonu gibi molekuler olaylar apoptozisi baglatabilmektedir.

Apoptozisin surekli aktivasyonu ile AIDS, aplastik anemi, miyokard
enfarktlisi gibi hastaliklarin yani sira nérodejeneratif bozukluklar da
meydana gelmektedir. Apoptozisin duzenlenmesinde Bcl-2 gen ailesi onemli
rol oynar. Bu gen ailesindeki proteinler kaspaz aktivasyonunu dizenleyerek
apoptozisi indikler ve antagonize eder. Mitokondriler apoptotik proteinlerin
salinmasini saglayarak hucre 6limunde dizenleyici rol oynar. Bcl-2 ailesine
ait proteinler apoptozis ve nekrozis hallerinde mitokondrial degisimleri
dizenler. Bcl-2 gen ailesi birbirine zit etkileri olan 2 gruptan olusur.
Antiapoptotik grupta Bcl-2 ve Bcl-xL, proapoptotik grupta da Bax, Bak, Bad
ve Bid bulunur (75). Bu iki zit etkili grubun igleyisi yapilarinda bulunan iki
bdlgeye yani hidrofobik cep ve amfipatik a-heliks kisimlarina baglidir.
Yapilarindaki BH1, BH2 ve BH3 bdlgeleri hidrofobik cebi olusturur. Amfipatik
a-heliks BH3 bolgesinde yer alir. Bu proteinlerin yapilarindaki hidrofobik cep,
ailenin Uyelerinin bir diger Uyenin BH3 bodlgesine baglanmasina izin verir.
Antiapoptotik Uyelerde proapoptotik Uyelerden farkli olarak BH4 bolgesi
bulunur. Proapoptotik olanlar apoptozis-indukleyici faktér (AlF) ve sitokrom
c’nin sitoplazmaya saliveriimesini indUkleyerek apoptozisi baslatirken
antiapoptotikler sitokrom c’nin saliverilmesini baskilayarak apoptozisi engeller
(57, 80, 88). Proapoptotik Gyelerin antiapoptotik Uyelerle etkilesmesi halinde
ise sitokrom c saliveriimesi gerceklesir. Mitokondriden sitoplazmaya
saliverilen sitokrom ¢ de Apaf-1 (apoptotik peptidazlari aktive edici faktor-1)
ve ATP ile birleserek apoptozomu olusturur. Apoptozom olusumu inaktif

kaspazlari aktive eder ve bodylece hucre 6lumu baglamis olur (Sekil 8). Bu
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nedenle pro ve antiapoptotik Uyelerin birbirine orani hdcrenin yasam ve 6lum
tercihini belirler. Bcl-2/Bax’in oraninin artmasi ya da azalmasi apoptozisin

aktivasyonu ya da inhibisyonu ile sonuglanir.

Mitokondri dis
membram

Mitokondri ic
membram

=]

Aktif Kaspaz

Sekil 8. Bcl-2 ve Bax dimerlesmesi, apoptozom olusumu

Antiapoptotik duzenleyici protein olarak Bcl-2’'nin gugli noéroprotektif
etkileri bulunmaktadir. Bcl-2’'nin fazla sentezlendigi hlicrelerin proapoptotik
etkenlere karsi oldukga direngli oldugu gosterilmistir (57, 113). Dendritlerin
dallanmasini ve hasar gormus santral sinir sistemi noronlarinin yeniden
olusumunu saglamaktadir (22). Hem yaslanmada hem de nérodejeneratif
hastaliklarda Bcl-2’nin sentezinin artmasi néroprotektif yanitin bir gostergesi

olarak kabul edilmektedir (85, 102).



BOLUM II

GEREG VE YONTEM

2.1. Kullanilan Aletler

Homojenizator -B.Braun

Vorteks -Nuvemix

Otomatik pipetler -Brand Transperfette

Hassas terazi —Sartorius, Analytic A-200

Mikrosantriflj —Labnet, Spectrafuge 24D

Manyetik karistirici —Nuve, MK 318

-20°C derin dondurucu —Ugur

-80°C derin dondurucu —Sanyo Ultra Low

Spektrofotometre —Shimadzu, UV-1601

Termal Dongl Cihazi (Thermal cycler) —Techne, TC 512
UV Transiliminator ve Biocapt bilgisayar yazilimi —Vilber Lourmat
Yatay elektroforez tanki —Thermo EC, EC330 Midicell Primo
Gug kaynagi —Thermo, EC250-90

Su Banyosu —Nuve, BM 302

pH metre —inolab

Calkalayici —Labnet, Orbit LS

29
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2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

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

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

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

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

Taq polimeraz (rekombinant): MBI Fermentas (Litvanya)

Bcl-2 primerleri: Thermo (A.B.D.)

10X PCR Tamponu: MBI Fermentas (Litvanya)

25 mM MgCl,: MBI Fermentas (Litvanya)

GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus: MBI Fermentas (Litvanya)

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

10 mM dNTPs karisimi: MBI Fermentas (Litvanya)

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)

Glikojen: MBI Fermentas (Litvanya)

Etidyumbromid: AppliChem Bio. Syn. Services (Almanya)

Agaroz: Prona (ispanya)

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

Etilendiamintetraasetik asit disodyum tuzu-2-hidrat: EDTA.2H-0,
Riedel-de Haen (Almanya)

Glasiyel asetik asit: CH;COOH, Merck (Almanya)

Kloroform: CHCI;, Merck (Almanya)
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Etanol: C;HsOH, J.T. Baker (Hollanda)

2-propanol: CH3;CH(OH)CHj3;, Merck (Almanya)

Raloksifen hidrokloriir: LY 139481, Sigma-Aldrich (Wien, Avusturya)
Karboksimetil seluloz: CMC, Sigma-Aldrich (Wien, Avusturya)
Kainik asit: C,,H;sNO,, Sigma-Aldrich (Wien, Avusturya)
Glutatyon: GSH, Sigma-Aldrich (Wien, Avusturya)

Cinko sulfat: ZnSO,4, Sigma-Aldrich (Wien, Avusturya)
Sodyum hidroksit: NaOH, Merck (Almanya)

Sulfanilamid: Sigma-Aldrich (Wien,Avusturya)

HCI: Merck (Almanya)

N-Etilendiamin: Sigma-Aldrich (Wien, Avusturya)

Potasyum dihidrojen fosfat : KH,PO4 Merck (Almanya)
Dipotasyum monohidrojen fosfat : K;HPO4 Merck (Almanya)
Disodyum monohidrojen fosfat: Na,HPO, Merck (Almanya)
Sodyum nitrit: NaNO, Merck (Almanya)

FAD: Sigma-Aldrich (Wien, Avusturya)

NADPH: Sigma-Aldrich (Wien, Avusturya)

Nitrat rediiktaz: Boehringer Mannheim

Sodyum nitrat: NaNO3; Merck (Almanya)

Sigir serum albumini: BSA Sigma-Aldrich (Wien, Avusturya)
Sodyum karbonat anhidr: Na,CO3; Merck (Almanya)

Sodyum potasyum tartarat.4H,O: Merck (Almanya)

Bakir siilfat.5H,0: Merck (Almanya)

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

Apirojen su: Deva ila¢ Sanayi (istanbul)
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2.3. Kullanilan Gozeltiler

1. Glutatyon Tayininde Doku Homojenizasyonu igin Kullanilan
Cozelti

TCA c¢ozeltisi ( %5’lik, 5 mM EDTA igeren):

93.05 g EDTA tartilarak icinde 5 g TCA bulunan 100 ml'lik balon jojeye
konuldu. Balon joje distile suyla 100 ml'ye tamamlandi. Coézelti +4°C’de

saklandi.

2. Nitrit, Nitrat Tayininde Doku Homojenizasyonu ig¢in Kullanilan
Cozelti

Fosfat tamponu (0.05 M, pH=7):

1.7 g KH,PO,4 tartildi ve distile suyla 250 ml'ye tamamlandi. 2.2 g
KoHPOq4 tartildi ve distile suyla 250 ml'ye tamamlandi. 2/3 oraninda KH2POq4 /

KoHPO4 karistinildi ve pH 7’ye ayarlandi.

3. Glutatyon Miktar Tayini i¢in Kullanilan Cozeltiler

TE Tamponu (0.4 M):

300 ml 1 M stok TE tamponuna 200 ml distile su eklenerek 0.4 M TE
tamponu elde edildi. pH=8.9 oluncaya kadar 1 N NaOH c¢ozeltisiyle pH
ayarlandi.

DTNB 10 mM (Etanol iginde):

0.396 g DTNB tartilarak distile suyla 100 mI’'ye tamamlandi.



33

4. Nitrit, Nitrat Tayini icin Kullanilan Co6zeltiler

Deproteinize edici ¢ozelti (%5’lik ZnSO4+ 1 N NaOH):

40 g NaOH 1 L distile suda ¢ozullerek 1 N NaOH ¢oézeltisi hazirlandi. 5 g
ZnS04.7H20 100 ml distile suda ¢ozulerek %5’lik ZnSO4 ¢dzeltisi hazirlandi.
Her iki ¢Ozeltiden de esit miktarlarda alinip karistirilarak taze deproteinize
edici ¢ozelti hazirlandi.

Griess ¢ozeltisi:

) 2.5 g sulfanilamid 250 ml 3 N HCI iginde c¢o6zuldi. 3 N HCI
hazirlamak igin 60.5 ml HCI 250 ml'ye distile su ile tamamlandi.

II) 50 mg N-etilendiamin 250 ml distile suda ¢6zuldu.

| ve Il no’lu c¢ozeltiler esit miktarda karistirilarak taze Griess c¢ozeltisi
elde edildi.

Nitrit standardi (10 pM):

0.069 g NaNO, distile suyla 1 L'ye tamamlanarak 1 mM’lik nitrit stok
standardi hazirlandi. Elde edilen bu stok ¢ozeltiden distile suyla 1/100’1Uk
dilisyon yapilarak 10 uM’lik galisma standardi hazirlandi.

Fosfat tamponu (100 mM pH=7.5):

[) 17.799 g Na;HPO,4.2H,0 1 L distile suda ¢6zildu.

I1) 13.609 g KH2,PO4 1 L distile suda ¢ozuldi.

FAD ¢ozeltisi (0.2 mM):

16.59 mg FAD 100 ml distile suda ¢odzuldu. Bu ¢ozelti ¢alisilacadr gin
taze hazirlandi ve buz Uzerinde bekletildi.

NADPH c¢ozeltisi (12 mM):

10 mg NADPH 1 ml distile suda ¢ozlldu. Bu ¢dzelti galisilacagi gun

taze hazirlandi ve buz lUzerinde bekletildi.



Nitrat reduktaz (500 U/L):
20 Unitelik liyofilize toz 2 ml distile suda ¢o6zuldli. Daha sonra bu

karisimdan 1/20 dilisyonla 500 U/L’lik nitrat rediktaz elde edildi.

Nitrat standarti (100 mM):
84.59 mg NaNO3; 10 ml distile suda ¢oézuldi ve 100 mM’lik nitrat

standarti elde edildi.

5. Protein Miktar Tayini i¢cin 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 %2’lik Na,CO3; ¢ozeltisine 1 ml %2’lik Na-K tartarat ve
1 ml %71’lik CuSO4 gdzeltileri eklenerek taze olarak hazirlandi.

Folin-Ciocalteu’s Fenol ¢ozeltisi:

Kullanilacagi guin taze olarak 1:1 oraninda distile suyla seyreltildi.
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6. Bcl-2 Ekspresyonunun Tayini igin Agaroz Jelin hazirlanmasi

Agaroz %1.7:

150 ml 1XTAE tamponunda 2.55 g agaroz c¢ozuldu. Isiticida jel
kivamina gelene kadar bekletildi.

TAE 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.

2.4. Calisma Gruplari

2.4.1. Deney Hayvanlarinin Se¢imi ve Gruplandiriimasi

Deneyde 300-350 g agirliginda disi Sprague-Dawley sigcanlar kullanildi.
Tum hayvanlar 12 saat gece 12 saat gunduz dongusu olacak sekilde deney
giiniine kadar bekletildi. Hayvanlar 4 aylik olunca Ege Universitesi Tip
Fakultesi Fizyoloji Anabilim Dali’nda sodyum pentobarbital anestezisi altinda,
Ostrojen diuzeylerini distirmek amaciyla yumurtaliklar gikarilarak overiektomi
islemi gerceklestirildi. Overiektomiden 5 hafta sonra deney hayvanlari 3

gruba ayrildr:
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Grup |- Overiektomize kontrol grubu (n=6) : Bu gruba 12 gin sureyle
gunlik 1 ml/kg olacak sekilde deri altina (s.c.) %1’lik karboksimetil seluloz
verildi.

Grup lI- Raloksifen grubu (n=6) : Bu gruba 12 gln sureyle gunlik 1
mg/kg olacak sekilde deri altina raloksifen hidroklortr verildi.

Grup llI- Raloksifen + KA grubu (n=6) : Bu gruba 12 gun sureyle gunlik
1 mg/kg (74) olacak sekilde deri altina raloksifen hidroklortr verildi. Ayni
zamanda deney gunud (106) 1 saat arayla 7’ser mg/kg olacak sekilde iki kez
KA intraperitonal (i.p) olarak verildi.

12 gln sureyle raloksifen hidroklorir uygulanan 6 hayvana deney gunu
KA verildi ve KA verilen hayvanlar 3 saat boyunca gézlem altinda tutularak
(106) epileptik nobetlerin siddeti ve davraniglarindaki farkhliklar takip edildi.
Hayvanlarin higbirinde siddetli limbik konvulsiyonlar gézlenmedi. Bu grupta,
ilk KA enjeksiyonunun takibinde, 40-50 dakika icinde ©nce hipoaktivite
devaminda hiperaktivite olacak sekilde orta siddette semptomlar gozlendi.
Ayni hayvanlara ikinci doz KA uygulanmasiyla hayvanlarda siddeti artan
ndbetler ve “islak kdpek silkinmesi” (wet dog shake) saptandi. 3 saatin
sonunda gruplardaki tim siganlar dekapite edildi ve beyin korteksleri buz
Uzerinde ayrildi. Beyin korteksi ornekleri deney glinine kadar -80°C’de
saklandi.

Elde edilen drneklerle sirasiyla su deneyler yapiimistir;

» Glutatyon miktar tayini

» Nitrit-nitrat duzeyi tayini

» Total RNA izolasyonu

» Total RNA konsantrasyonunun belirlenmesi
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» Reverse Transkripsiyon yontemiyle cDNA (complementary DNA)
sentezi

» Bcl-2 genine ait primerler ile cDNA PCR amplifikasyonu

» PCR amplifikasyonunun agaroz jel elektroforezi ile dogrulanmasi

» UV goruntuleme cihazi ile agaroz jel Uzerindeki Bcl-2 genine ait DNA
bantlarinin gérintllenmesi-fotograflanmasi

> Biocapt bilgisayar yazilimi ile Bcl-2 ekspresyonunun kantitatif olarak

degerlendiriimesi

2.5. Kullanilan Yontemler

2.5.1. Orneklerin GSH Miktar Tayini icin Homojenizasyonu

Beyin korteksleri tartilarak +4°C’de 5 mM EDTA iceren %5’lik TCA
¢ozeltisi ile homojenizatorde 1500 rpm’de homojenize edildi. Tum Ornekler
+4°C’de 15000xg’de 10 dk. sureyle santriflj edildi ve supernatantlar ayrildi.

Deneylere supernatantlar kullanilarak devam edildi.

2.5.2. GSH Miktar Tayini Yontemi (68)

Deney tiplerine 1.6 ml 0.4 M TE tamponu (pH=8.9) koyuldu. Uzerine
ayrilan supernatantlardan 0.4 ml eklenerek karistirildi. Karigsima 40 yl 10 mM
DTNB ilave edildi. Tekrar kanistirildi. TUpler 5 dk. karanlikta bekletildi ve
spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda absorbans élguldl. Her érnek igin

2 kez olgim vyapildi. Beyin korteksi GSH miktarlari daha &nceden
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konsantrasyonu bilinen GSH c¢odzeltileriyle hazirlanan standart egri grafigi

yardimiyla hesaplandi. GSH miktari nmol/g protein olarak gosterildi.

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 ¢ozeltiden alinan belirli hacimler 1 M Tris-HCI tamponu
(pH=8.3) ile seyreltilerek mI'de 10, 20, 30, 50, 75 nmol GSH tasiyan standart
calisma c¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltilerden alinan 0.4’er ml, iginde 1.6 ml
0.4 M TE tamponu (pH=8.9) bulunan tiiplere aktarildi. Karistirildi. Uzerine 40
pul 10 mM DTNB ilave edilerek 5 dk. karanlikta bekletildi. Spektrofotometrede
412 nm dalga boyunda absorbans dlguldl. Her standart 6rnegi icin 2 kez
Olcim yapildi. Okunan 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 mlye
tamamlandi. Bdylece ana stok protein standardi (1 mg/ml) hazirlandi. Bu stok
¢ozeltiden alinan belirli hacimler distile su ile seyreltilerek mI'de 10, 20, 30,
40, 50, 75 pg protein tasiyan standart calisma c¢ozeltileri hazirlandi. Bu

cozeltilerden alinan 0.4’er ml Gzerine 2 ml taze alkali bakir ¢ozeltisi eklendi.
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Karigtirildi. Tupler 15 dk. oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra Uzerlerine
1:1 oraninda seyreltiimis 0.2 ml Folin-Ciocalteu c¢o6zeltisi eklenerek oda
sicakliginda 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 kargi 750
nm dalga boyunda absorbanslari 6lguldu. Her standart 6rnek icin 2 kez olgum
yapildi. Okunan absorbans degeri ve protein konsantrasyonu arasinda

standart bir grafik cizildi.

2.5.5. Protein Miktar Tayini Yontemi

Dokularin protein icerigi Lowry yontemiyle olguldi (66). Bu ydntemin
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
protein yapisindaki tirozin ve triptofan aminoasitleri de indirgenir ve renk
olusumuna katkida bulunur. Homojenizasyon sonrasi elde edilen
homojenatlardan 0.4’er ml tiplere aktarildi. Uzerine 2 ml taze alkali bakir
¢cozeltisi eklendi. Karigtirildi. Tapler 15 dk. oda sicakhginda bekletildi. Daha
sonra uUzerlerine 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 2 kez Olgim yapildi. Beyin
korteksi protein miktarlari daha ©énceden konsantrasyonu bilinen BSA
cozeltileriyle hazirlanarak tespit edilmis standart egri grafigi yardimiyla

hesaplandi.
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2.5.6. Orneklerin Nitrit-Nitrat Miktar Tayini icin Homojenizasyonu

Beyin korteksleri tartilarak +4°C’de 1:10 (w/v) pH’s1 7 olan 50 mM fosfat
tamponu ile homojenizatorde buz Uzerinde 1500 devirde homojenize edildi.
Tum ornekler +4°C’de 3000xg’de 10 dk. sureyle santrifij edildi ve
supernatantlar ayrildi. Supernatantlar 1 N NaOH ve %5’lik ZnSO, igeren

¢ozelti ile proteinlerinden uzaklastirildi.

2.5.7. Nitrit Miktar Tayini Yontemi

Beyin kortekslerindeki nitrit tayini esas olarak Griess reaksiyonunu
iceren kolorimetrik bir ydontemle gergeklestiriimistir (16). Nitritin asit ortamda
sulfanilamid ile diazotizasyona ugratimasi sonucu diazonyum tuzu
olugsmaktadir. Bu tuz daha sonra N-etilendiamin ile esleserek 540 nm dalga
boyunda kirmizi bir bilesik olusturmaktadir. Nitrat ise sulfanilamid ile
diazotizasyona ugramadigi igin Oncelikle nitrite indirgenmeli daha sonra
Griess reaksiyonuna sokulmalidir.

1 N NaOH ve %5lik ZnSO, iceren c¢oOzelti ile proteinlerinden
uzaklastirilan o6rnekler 3000xg’de 15 dk. santrifij edildi. Elde edilen
supernatanttan 0.5 ml alinarak Uzerine 0.5 ml Griess ¢ozeltisi eklendi. 10 dk.
sonra olusan renk 540 nm dalga boyunda spektrofotometrede kore karsi
okundu. Her 6rnek igin 2 kez olgim yapildi. Nitrit degerleri ¢izilen standart

grafikten hesaplandi (nmol/mg protein).
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2.5.8. Nitrat Miktar Tayini Yontemi

Beyin kortekslerindeki nitrat miktar tayini i¢in nitrat reduktaz yontemi
kullaniimistir (16). Nitrat rediktaz enzimi araciliiyla B-nikotinamid adenin
dindkleotid (B-NADPH), NADP’ye yukseltgenir. Bu reaksiyon sirasinda (-
NADPH kullanimina bagh miktardaki azalma 340 nm dalga boyunda
dlclilmektedir. islemlere baslamadan ©nce doku homojenatlarinin esit
miktarda deproteinizasyon ¢ozeltisi ile deproteinize edilmesi gerekmektedir.
3000xg’de 15 dk. santriflj edilen orneklerin supernatantlari ayriimakta ve
nitrat tayini igin kullaniimaktadir.

Nitrat tayininde kullanilan bilesikler ve miktarlari Tablo [I'de

gOsterilmistir:

Tablo I. Nitrat tayini agamalari

) . Enzimli
Bilesikler Ornek Ornek Koru | Reaktif Kori
Reaktif Korii

Fosfat 250 pl 250 pl 250 pl 250 pl
Tamponu
FAD 50 pl 50 pl 50 50 pl
B-NADPH 10 pl 10 10 pl 10 pl
Nitrat 40 pl - - 40 pl
rediktaz
Distile su 50 ul 90 pl 190 ul 150 pl
Supernatant 100 pl 100 pl - -
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Reaksiyon karisimlari karanlik bir ortamda oda sicakliginda 90 dakika
bekletildikten sonra spektrofotometrede 340 nm’de distile suya karsi okundu.
Her 6rnek icin 2 kez 6lgiim yapildi. Sonuglar nmol/mg protein olarak verildi.
Hesaplama:

Her o6rnegin 340 nm’de okunan absorbansi (Ap) Ornek koérinin
absorbansindan (Aok) ¢ikarilir. Bu absorbans degerinden reaktif koru
absorbans degisimi (Ark) ¢ikartilarak AA hesaplanir. Bulunan faktor ile AA
carpilarak nitrat konsantrasyonu elde edilir.

Konsantrasyon ( C )= AA x Faktor

AA = (Aok- Ao ) - Ark

Faktor = (V1/Ve) x (1/1) x (1/ €340 nm) x 10°

V1 = total hacim

Vg = ornek hacmi

| =151k yolu

€ = B-NADPH’In 340 nm’deki milimolar absorbsiyonu(6.22 L.mmol".cm™)

10° = mmol/L’den pmol/L’ye déniisim

Total nitrit-nitrat (NO) dizeyinin hesaplanmasi:

Griess reaksiyonu ile tayin edilen doku nitrit dlzeyi ile dlgllen doku
nitrat dizeyi toplandiginda bulunan sonug¢ bize total nitrit-nitrat dizeyini

vermektedir.

2.5.9. Beyin Korteks Dokusundan Total RNA izolasyonu (25)

Total RNA izolasyonu igin beyin kortekslerinden yaklasik 100 mg 1.5

ml’lik ependorflara alindi. Uzerine 800 pl TriTidy G ¢ozeltisinden eklenerek
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kalin uclu enjektorle doku kiguk parcalara ayrildi. 5 ul glikojen ependorfa
eklendi. ince uclu enjektérle 15 dk. siireyle homojenizasyon vyapildi.
Homojenat Uzerine %99’luk buzdolabinda bekletilmis kloroformdan 200 pl
eklendi. Siddetli bir sekilde calkalandi. 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 tzerine
buzdolabinda bekletilmis 400 ul 2-propanol ilave edildi ve karisim 5 dk. oda
sicakhginda bekletildi. 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. santriflij edilerek Ustte bulunan
etanol dikkatli bir sekilde uzaklastirildi. Ependorflar kapatiimadan etanolin
ugcmasi igin oda sicakhginda 10 dk. bekletildi. Etanol tamamen ugurulduktan
sonra ependorflara 20 ul DEPC-su ilave edilerek pipet ucuyla hafifce
karigtirilarak RNA ile DEPC-suyun karismasi saglandi. Ependorflar 2 dk.
sureyle buzun Gzerinde 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.

2.5.10. Total RNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Total RNA izolasyonu yapilan 6rneklerdeki 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
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boylarinda olguldid. RNA izolasyonunun kalitesinin  belirlenmesinde
A260/A280 orani kullanildi. Bu oranin 1.6-2 arasinda olmasi izolasyonun
dogru sekilde yapildigini gostermektedir. Total RNA konsantrasyonu da
asagidaki denklemden yararlanilarak tespit edildi.
Total RNA konsantrasyonu(ug/ul)= [A260 * seyreltme faktoért (80) * 40(RNA
koeffiensi)] /1000

RT-PCR ydntemiyle cDNA sentezi asamasinda reaksiyona giren RNA
miktarinin tim orneklerde esit olmasi amaciyla tim érneklerdeki RNA igerigi
1 ug/pl olacak sekilde ayarlandi. Bunun igin elde edilen stok RNA
¢cozeltisinden 4 pl kullanildigindan asagidaki denklemden yararlanildi.
Hesapla bulunan total RNA kons. (ug/ul) * 4 ul RNA 6rnedi = istenen RNA
kons. (1 pg/ul) * total hacim
Seyreltme igin DEPC-su kullanildi. Seyreltme icin kullanilacak DEPC-su
miktar total hacimden 4 pl gikarilarak belirlendi ve 4 yl RNA 6rnegi bununla
seyreltildi. Boylece cDNA sentezi icin 1 pg/ul RNA igeren ¢oOzeltiler

hazirlanmis oldu.

2.5.11. Total RNA’dan Revers Transkripsiyon Yontemiyle cDNA Sentezi

(106)

Reaksiyonun prensibi sirasiyla belli bir 1sida ikincil yapilardaki RNA’nin
acillmasi; mRNA’nin gelisiguzel bir bolgesine primerin baglanmasi; uygun
sicaklik, iyon yuku, pH ve sentez icin gerekli nukleotidlerin varliginda

primerlerin Uzerinden mMRNA’nin dizilimine uygun komplementer DNA'nin
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sentezlenmesi ve yuksek 1sida enzimin inaktive edilerek reaksiyonun
durdurulmasi seklindedir.

cDNA sentezine sokulacak tim oérneklerdeki 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)
cevriimektedir. Bu ydéntemde M-MuLV (Moloney-Murine Leukomia Virus)
transkriptaz enzimi kullaniimigtir. cDNA sentezi icin gerekli bilesenler ve

miktarlari Tablo II’de verilmistir.

Tablo Il. cDNA sentezi igin gerekli bilegenler ve miktarlari

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

Buz Uzerinde seyreltimis RNA 0Ornegi, random hekzamer primer ve

deiyonize su belirtilen miktarlarda 200 pl'lik PCR tiplerinde karigtirildi. Ttpin
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ceperinde kalan damlaciklarin mikrosantrifij yardimiyla tipin alt kisminda
toplanmasi saglandi. Herhangi bir kontaminasyonun onlenmesi acgisindan
proteinlerin denatlrasyonu 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. Mikrosantrifij yardimiyla ¢eperdeki damlalarin tupun alt kisminda
toplanmasi saglandi. Karisim, primerin RNA kalibindaki uygun bolgelere
baglanmasi amaciyla 25°C’de 5 dk. inkubasyona birakildi. Ardindan karigima
M-MuLV revers transkriptaz (200 U/ ul) enzimi ilave edildi. Mikrosantrifiijle
orneklerin tupldn alt kisminda toplanmasi saglandi. Tupler termal déngu
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 doénasturaldi. 94°C’de 7 dk. sureyle
de revers transkriptaz enzimi inaktive edildi. Boylece total RNA’dan cDNA
sentezi gergeklesmis oldu. Olusan cDNA ornekleri “PCR yoOntemi ile

cDNA’nin gogaltilmasi” agamasina kadar -20°C’de sakland.

2512. PCR ile cDNA Amplifikasyonu ve Bcl-2 Ekspresyon

Duzeylerinin Saptanmasi (106)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) DNA igerisinde yer alan, dizisi
bilinen iki segment arasindaki 6zgun bir bdlgeyi enzimatik olarak ¢ogaltmak
icin uygulanan tepkimelere verilen ortak bir isimdir. Yontem nukleik asitlerin
uygun kosullarda ¢ogaltiimasi esasina dayanir. PCR; 94°C-98°C araliginda

gerceklestirilen denaturasyon, 37°C-65°C araliginda gergeklestirilen
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primerlerin baglanmasi (annealing) ve 72°C’de gercgeklestirilen elongasyon
asamalarindan olusur ve bu sikluslarin belirli sayida tekrarlanmasina dayanir.

Bir onceki basamakta sentezlenen tek iplikcikli cDNA'lar sekans-
spesifik primerlerin yardimiyla, PCR yéntemi kullanilarak amplifiye edildi. Bcl-
2 geninin ve (liseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) geninin
belirlenmesi igin primerler kullanildi. Bcl-2 primerleri 5’- TCT GTG GAT GAC
TGA GTA CCT GAA C- 3 forward (ileri) ve 5-AGA GAC AGC CAG GAG
AAA TCA AAC- 3’ revers (geri) olacak sekilde dizayn edildi. Bu primer PCR
amplifikasyonunda yaklasik 129 bp’lik bir drin olusturmaktadir. GAPDH
primerleri 5’-AAG GTC ATC CCA GAG CTG AA- 3’ forward (ileri) ve 5’-ATG
TGA GCC ATG AGG TCC AC- 3’ revers (geri) olacak sekilde dizayn edildi.
Bu primer de PCR amplifikasyonunda vyaklasik 338 bp’lik bir Urin
olusturmaktadir. PCR’da kullanilmak Gzere primerlerin her biri 5 pmol olacak
sekilde hazirlandi. cDNA amplifikasyonu igin gerekli bilesenler ve miktarlari

asagida Tablo lllI'te belirtilmigtir.

Tablo lll. cDNA amplifikasyonu icin gerekli bilegsenler ve miktarlari

BILESENLER Miktarlar ( Hacim)
1/5 seyreltiimis cDNA 2.0l
10X PCR tamponu 5.0 ul
25 mM MgCl, 4.0 pl
10 mM dNTP karisimi 1.0 pl
5 pmol forward primer 1.0 pl
5 pmol revers primer 1.0 ul
Deiyonize su 35.5 pl
Taq DNA polimeraz (5 U/ ul) 0.5 ul
TOPLAM: 50 pl
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cDNA orneklerini PCR reaksiyonuna sokabilmek igin o6rnekler 1:5
oraninda deiyonize suyla seyreltildi. Diger taraftan 200 ul'lik PCR tipltne 5 pl
10X PCR tamponu, 4 pl MgCly, 1 pl ANTP karisimi, 1 pl forward primer, 1 pl
revers primer ve 35.5 pl deiyonize su eklenerek bir karisim hazirlandi.
Seyreltiimis 2 yl cDNA 6rnegi Uzerine hazirlanmig olan karisim yani 47.5 i
ilave edildi. Son olarak 0.5’er yl Tag DNA polimeraz enzimi ilave edilerek
tupler derhal termal déngu cihazina yerlestirildi. Baslangi¢ denatlrasyonu
94°C de 3 dakika ve bunu takiben toplam 30 doéngu; 94°C’de 30 saniye
denatlrasyon, 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.

2.5.13. Agaroz Jel Elektroforezi

Elektroforez teknigi molekdillerin sahip olduklari net elektrik yukleri ile bu
molekdllerin bir elekriksel alan icindeki hareketlerini etkilemesi prensibine
dayanir. Molekullerin  blUyukltklerine goére ayrilabilme &zellikleri, 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, buyukligunin

saptanabilmesi igin agaroz jel elektroforezi kullaniimaktadir.
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Bcl-2 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) ¢ozeltisinden
100 ml eklendi ve isiticida 30 dk. sureyle agarozun ¢ozunmesi saglandi. Jelin
oda sicakhginda 60°C’ye gelmesi beklendi. Taraklar hava kabarcidi
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
icin ilk kuyucuga 7 pl GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus (marker)
yuklendi. Elektroforez islemi, 75 V’luk potansiyel altinda 1 saat 45 dakika

sure ile oda sicakliginda gerceklestirildi.

2.5.14. Jelin Boyanmasi ve Goruntulenmesi

Agaroz jel igindeki DNA'yl gorunur hale getirmenin en uygun yolu,
floresan Ozellikteki etidyum bromur boyasini kullanmaktir. Bu boya DNA'nin
bazlari arasina interkalasyon yapabilen, duzlemsel yapili halkasal bir grup
icerir. DNA tarafindan absorblanan 254 nm dalga boyundaki UV i1s1g1 boya

molekuline aktarilir. DNA'ya bagli boyanin kendisi de 302-366 nm arasindaki
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isinlari absorblar. Cevreye geri yayilan enerji, gorinur 1sik bolgesindeki (590
nm dalga boyunda) kirmizi-turuncu isiktir. Boylece jeldeki DNA bandi
gorundr hale gelir. Etidyum bromlr hem tek ve c¢ift zincirli DNA'yi hem de
RNA'y1 gozlemek icin kullanilabilir. Ancak bu boyanin tek zincirli nukleik asit
molekullerine karsi ilgisi daha azdir.

Elektroforez isleminin ardindan jel bir kap i¢ine alindi ve Gzerine 200 ml
distile su dokuldia. Bantlarin UV 1sik altinda gorundr 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 gorlinen her bir

bant hedef gen Bcl-2'nin 129 bp buyuklugundeki amplifikasyon trtnuddr.

2.5.15. Bcl-2 Ekspresyon Duzeylerinin Dansitometrik Analizi

Bcl-2’nin gen ekspresyonunun kantitatif olarak saptanmasinda GAPDH

geni (338 bp) standart olarak kullaniimistir. Bcl-2 ve GAPDH genlerine ait

bantlarin UV transliUminatorde goruntulenmesini takiben bilgisayarda Biocapt

yazihmi kullanilarak dansitometrik analiz yapiimigtir.

2.6. istatistiksel Degerlendirme Yontemi

Sonuglarin degerlendiriimesinde Windows SPSS 9.0 programinda Tek

Faktorli Varyans Analizi (One-Way ANOVA), Pearson korelasyon istatistik
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yontemleri 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 2004/6 sayili ve 04.11.2004 tarihli bir yaziyla s6z

konusu ¢alisma icin onay alinmigtir.
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BOLUM Il

BULGULAR

3.1. GSH Miktar Tayini i¢in Standart Egri Cizimi

Cesitli konsantrasyonlarda GSH tasiyan cOzeltilerin

spektrofotometredeki absorbans degerleri Tablo 1V’te sunulmus ve Sekil 9'da

degerlere gore cizilen standart egri gosterilmigtir.

Tablo IV. GSH standart grafigini olusturan absorbans degerleri

Glutatyon(GSH) Absorbans
(nmol/ml) Ortalama % S.H.
10 0.027 + 0.0006
20 0.056 + 0.0002
30 0.089 + 0.0002
50 0.166 £+ 0.0002
75 0.213 £ 0.0004
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Sekil 9. GSH absorbans- konsantrasyon egrisi

3.2. Protein Miktar Tayini i¢in Standart Egri Cizimi
Cesitli konsantrasyonlarda BSA igeren ¢ozeltilerin spektrofotometredeki
absorbans degerleri Tablo V’te sunulmus ve Sekil 10’da degerlere gore

cizilen standart egri gosterilmigtir.

Tablo V. BSA standart grafigini olusturan absorbans degerleri

tein/ ml Absorbans

rotein/ m

Ha P Ortalama = S.H.
10 0.040 £ 0.0003
20 0.061 £ 0.0002
30 0.087 £ 0.0002
40 0.111 £ 0.0002
50 0.140 £ 0.0003
75 0.213 £ 0.0003
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Sekil 10. Protein absorbans- konsantrasyon egrisi
3.3. Beyin Korteks Doku Orneklerinde GSH Diizeyleri

Overiektomize kontrol, Raloksifen ve Raloksifen + KA gruplarina ait
beyin korteks oOrneklerinde elde edilen GSH duzeyleri (nmol/g protein) ile

ortalama + S.H.’lar Tablo VI'da ve $ekil 11’de verilmigtir.
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Tablo VI. Kontrol, Raloksifen ve Ral + KA gruplarina ait beyin kortekslerindeki

GSH diizeyleri ve ortalama * S.H.’lar1.

Kontrol Grubu
. Raloksifen Grubu | Raloksifen + KA Grubu
Ornek No (nmol/ g
] (nmol/ g protein) (nmol/ g protein)
protein)
1 20.09 21.50 22.60
2 12.81 22.70 30.78
3 17.71 20.18 36.17
4 13.42 18.60 19.27
5 25.54 22.27 34.86
6 28.82 31.23 30.13
Ort£S.H. | 19.731%2.63 22.746 £ 1.803* 28.968 * 2.743**

*Raloksifen ve Ral + KA gruplar arasinda anlaml bir farkhilik vardir. (p<0.05),

**Kontrol ve Ral + KA gruplar arasinda anlamh bir farklilik vardir. (p<0.05)

Beyin Korteksi GSH Duzeyleri
40
35 -
c 30 - T
D 1
S 25 - T
a T
220 - I
©° 15
S
€10 -
5 |
0
Kontrol Ral Ral+KA
Sekil 11. Kontrol, Raloksifen ve Ral+KA gruplarina ait beyin korteks

dokusundaki GSH diizeylerinin (ortalama * S.H.) dagilimi




56

3.4. Beyin Korteks Doku Orneklerinde Nitrit-Nitrat Diizeyleri

Overiektomize kontrol, Raloksifen ve Raloksifen + KA gruplarina ait
beyin korteks orneklerinde elde edilen nitrit, nitrat ve total nitrit-nitrat duzeyleri
(nmol/mg protein) ile ortalama £ S.H.lar Tablo VII ve Sekil 12’de verilmigtir.
Sirasiyla kontrol grubunda GSH dizeyi ve total nitrit-nitrat dizeyleri
arasindaki Pearson korelasyon katsayisi r = -0.124, raloksifen grubunda r = -

0.102, raloksifen + KA grubunda r = 0.165 olarak bulunmustur.

Tablo VII. Kontrol, Raloksifen ve Ral + KA gruplarina ait beyin kortekslerindeki

total nitrit-nitrat diizeyleri ve ortalama * S.H.’lan

. Kontrol Grubu | Raloksifen Grubu
Ornek Raloksifen + KA Grubu
(nmol/ mg (nmol/ mg
No ] ] (nmol/ mg protein)
protein) protein)
1 145.59 167.28 226.50
2 172.98 239.74 250.37
3 208.45 216.33 195.77
4 213.37 172.00 120.61
5 231.73 161.99 134.81
6 157.23 176.14 204.92
Ort £
SH 188.23 £ 14.08 188.91 £ 12.88 188.83 £ 20.88

Beyin korteks dokusunda nitrit-nitrat duzeyleri arastirildiginda t¢ grup

arasinda anlamli bir farklihk bulunamamistir.
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Beyin Korteksi Nitrit + Nitrat Duzeyleri

210
205 +
200 +
195
190 -
185
180 -
175
170
165
160

HH
HH
|—

Kontrol Ral Ral+KA

Sekil 12. Kontrol, Raloksifen ve Ral+KA gruplarina ait beyin korteks
dokusundaki total nitrit+nitrat duzeylerinin (ortalama * S.H.)

dagilimi

3.5. Beyin Korteks Doku Orneklerinden izole Edilen Total RNA’larin

konsantrasyonlari ve A260/A280 oranlari

Total RNA izolasyonu vyapilan beyin kortekslerindeki total RNA

konsantrasyonlari ve A260/A280 orani Tablo VIII'de gdsterilmistir.
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Tablo VIII. Kontrol, Raloksifen, Ral + KA gruplarina ait beyin kortekslerindeki
total RNA konsantrasyonlari ve total RNA A260/A280 oranlari.
. Kontrol Raloksifen Raloksifen + Kainik
Ornek .
asit
No Total |A260/A280| Total |A260/A280 Total RNA |A260/A280
RNA RNA kons.
kons. kons.
1 5,498 1,954 5,498 1,855 4,531 1,860
2 5,146 1,753 2,717 1,845 7,232 1,764
3 4,218 1,893 5,395 1,799 6,269 1,771
4 4,387 1,850 4,995 1,838 7,664 1,616
5 5,834 1,860 6,109 1,809 4,867 1,774
6 6,109 1,832 4,867 1,836 7,232 1,731

3.6. Beyin Korteks Doku Orneklerinde Bcl-2 Ekspresyonlarina Yonelik

Goriuntiler

Kontrol, Raloksifen, Raloksifen + KA gruplarindaki beyin kortekslerinde

Bcl-2 ekspresyonu agaroz jel elektroforezi ile goruntulendi. Her 3 gruba ait

Bcl-2’nin  kalitatif analizi

gOsterilmistir.

Sekil

13, Sekil 14 ve Sekil

15'te sirasiyla



Sekil 13.
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300 bp

100 bp

Kontrol grubuna ait beyin korteks doku o6rneklerinde Bcl-2

ekspresyonunun agaroz jel Uzerinde kalitatif olarak gosterilmesi. M:
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus (marker)



Sekil 14.

60

00 bp —

100 bp ——

GAPDH =

Raloksifen grubuna ait beyin korteks doku orneklerinde Bcl-2
ekspresyonunun agaroz jel liizerinde kalitatif olarak gosterilmesi. M:
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus (marker)
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500 bp

100 bp

GAPDH =

Sekil 15. Ral + KA grubuna ait beyin korteks doku orneklerinde Bcl-2
ekspresyonunun agaroz jel Gizerinde kalitatif olarak gosterilmesi. M:
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus (marker)

3.7. Beyin Korteks Doku Orneklerinde Bcl-2 Ekspresyonlarinin

Dansitometrik Analizine Yonelik Bulgular

Bcl-2 ekspresyonu kantitasyonu referans olarak GAPDH geninin
kullaniimasi ile kantitatif olarak saptandi. Biocapt yardimiyla sayisal olarak
belirlenen Bcl-2 bantlarinin yogunlugu GAPDH bantlarinin yogunluguna
oranlanarak sonuclar normalize edildi. Gruplar arasindaki farkhliklar

asagidaki Tablo IX ve Sekil 16’da gosterilmigtir.
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Tablo IX. Kontrol, Raloksifen ve Ral + KA gruplarina ait beyin kortekslerindeki

Bcl-2 /IGAPDH oranlari ve ortalama * S.H.’lar.

Bcl-2/ GAPDH
Ornek No | Kontrol Grubu | Raloksifen Grubu Raloksifen + KA
Grubu
1 0.223 0.284 0.290
2 0.231 0.208 0.412
3 0.212 0.209 0.336
4 0.216 0.217 0.427
5 0.250 0.285 0.672
6 0.238 0.264 0.519
Ort £ S.H. 0.228 £ 0.005 0.244 + 0.015* 0.443 * 0.055*

*Raloksifen ve Ral + KA gruplari arasinda anlaml bir farkhilik vardir. (p<0.05),

**Kontrol ve Ral + KA gruplari arasinda anlaml bir farklilik vardir. (p<0.05)
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Bcl-2 Normalizasyon Grafigi
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Kontrol Ral Ral+ KA

Sekil 16. Kontrol, Raloksifen ve Ral+KA gruplarina ait beyin korteks doku
orneklerinde Bcl-2/GAPDH ekspresyon oranlari (ortalama % S.H.) ve

gruplararasi dagilimi

3.8.Bcl-2 Ekspresyonunun GSH ve Nitrit/Nitrat Diizeyleriyle iligkisi

Bcl-2 ekspresyonu ve GSH duzeyleri arasindaki iligkiyi gosteren
Pearson korelasyon katsayisi sirasiyla kontrol grubunda r = 0.661, raloksifen
grubunda r = 0.369, raloksifen + KA grubunda r= 0.377 olarak bulunmustur.
Bcl-2 ekspresyonu ve nitrit-nitrat duzeyleri arasindaki iliskiyi gosteren
Pearson korelasyon katsayisi ise kontrol grubunda r=0.076, raloksifen

grubunda r= -0.776, raloksifen + KA grubunda r= -0.526 olarak bulunmustur.



BOLUM IV

TARTISMA VE SONUCLAR

4.1. Ornek Secimiyle ilgili Tartisma

Raloksifen adli SERM, postmenapozal kadinlarda osteoporozun
Oonlenmesinde ve tedavisinde kullanilan bir ajandir. Bu ilacin ayni zamanda
beyin hlcrelerini koruyucu etkisi oldugu bilinmektedir. Bu galismada beyin
hicrelerinde dejenerasyon olusturan ve limbik ndbetlere (epilepsi) sebep
olan KA gibi nérotoksik bir bilesige karsi raloksifenin néroprotektif etkinligini
gOstermek Uzere bir dizi deney yapilmistir. Calismamizda 4 aylik disi siganlar
kullaniimig, overiektomizasyon girigsimiyle siganlarda menapoz olusturulmus
ve overiektomiden sonra 5 hafta beklenerek menapozun yerlesmesi
saglanmistir (74). Bdylece postmenapoz déneminde kullanim potansiyeli
bulunan raloksifenin néroprotektif etkinligini sinamak tzere uygun bir deney

modeli olusturulmustur.

4.2. Bcl-2 Ekspresyonunun Saptanmasinda Segilen Yéntem ile ilgili

Tartisma

Bcl-2 ekspresyonu, immiunoblotting, immunohistokimya ve RT-PCR gibi

cesiti  ydontemlerle  saptanabilir. Gen ekspresyon c¢alismalarinda
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immunoblotting gibi antikor gerektiren yontemlerin  yorumlamasinin
antikorlarin 6zgul olmayisindan etkilendigi bilinmektedir. Bu ¢alismada, beyin
korteks dokusunda Bcl-2 geninin ekspresyonunu incelemek icin kompetitif
RT-PCR yéntemini kullandik. Calismamizda kullandigimiz RT-PCR yéntemi
toplam deney zamani agisindan ¢ok avantajli olmamakla birlikte, sonuglarin
spesifikligi nedeniyle kantitatif gen ekspresyonu arastirmalarinda yogun
olarak tercih edilen bir ydntemdir.

M-MuLV revers transkriptaz enzimi yeni cDNA iplikcigini, belirlenmis
primerlerin baglandigi bélgelerden sentezler. Ornegin primer olarak “Oligo-
p(dT)15” kullaniimigsa poly(A)-mRNA’nin 3'— sonundan, “random primer
p(dN)6” kullaniimis ise RNA kalibi Gzerindeki herhangi bir noktadan ya da
sekans-spesifik bir primer ile primer-baglanma bdlgesinden baslayarak
sentezler. Sentezlenen tek iplikcikli bu cDNA molekllid, daha sonra
gerceklestirilecek herhangi bir PCR amplifikasyonu icin kalip goérevi gorur.
Calismamizda da kullanilan, bu yonteme “Revers Transkriptaz- Polimeraz
Zincir Reaksiyonu” adi veriimektedir. RT-PCR’da baslangic materyali
RNA’dir. Son derece hassas ve guclu bir teknik olan bu yoéntemde RNA,
cDNA kopyalarina donusturtldikten sonra PCR ile Ussel olarak g¢ogaltilir.
Hucre icinde bulunan cesitli spesifik gen drlnlerinin kantitatif miktarlarinin
belirlenmesi, bu gen Urlnlerinin hicre fenotiplerindeki fonksiyonlarinin
belirlenmesinde dnemli bir rol oynar. Bu amacla en ¢ok kullanilan iki yontem
“‘Northern Blot Hibridizasyonu ile RNA analizi” ve “RNAaz Koruma”
yontemidir. Her iki yontem de bir hayli hassas yontemler olup, baslangig
materyali olarak yaklasik 25 pg miktarinda RNA gerektirmektedir. Fakat

yapilan calismalarin ¢ogunda az miktarda RNA iceren doku ornekleri
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kullanilabilmektedir. Bu sebeple yaygin olarak kullanilan gen ekspresyonu
c¢alismalari bu ihtiyaci kargilayamamaktadir. Buna bagl olarak arastirmacilar
cesitli karsilastirma materyallerini (RNA kompetitorleri) kullanarak kantitatif
sonu¢ veren RT-PCR yontemleri dizenlemeye calismislardir. Anlamli
kantitatif RT-PCR d&l¢cimleri standart bir RNA kalibina ihtiya¢g duyar. Bu
standart RNA, hedef RNA’nin dlgllmesinde kullaniimaktadir. RT-PCR
yonteminde karsilastirma saglamak amaciyla genel olarak kullanilan iki tip
RNA standarti mevcuttur. Bunlardan biri endojen bir gen Grlni olan ve ¢ok
yaygin olarak hemen hemen her tip hicrede uretilen B-aktin veya
gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) dir. Diger bir standart tipi de
ekzojen olarak Uretilen cRNA (komplementer RNA) dir. Bu ¢alismada RNA
standarti olarak endojen bir gen olan GAPDH kullaniimigtir. Ayrica
calismalarda beyin korteksinden izole edilen RNA’larin dogru sekilde
izolasyonunun vyapildigini saptamak igin A260/A280 degerlerinin 1.6-2
arasinda olmasi beklenmektedir. Bizim ¢alismamizda da yapmis oldugumuz
tum total RNA izolasyonlarinda A260/A280 orani 1.616 ile 1.860 arasinda
degismektedir. Bu da ¢alismada kullanilan tim doku érneklerinden total RNA
izolasyonunun dogru sekilde yapildigini ve cDNA sentezi ve devaminda Bcl-
2 gen ekspresyon analizi igin kullanima uygun oldugunu gdstermektedir.
Beyin korteksinde Bcl-2 gen ekspresyon duzeylerinin kantitatif olarak
Olclimesi de Bcl-2 ve GAPDH PCR Urlnlerinin agaroz jel Gzerinde goriinen

yogunlugunun birbirine oranlanmasi ile mimkin olmustur (Tablo IX).
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4.3. Beyin Korteks Doku Orneklerinde GSH Diizeyleri ile ilgili Tartisma

Calismamizda raloksifen uygulanmasinin beyin korteksindeki GSH
duzeyini arttirdigi saptanmistir. Ayni zamanda eksitator bir ajan olan KA ve
raloksifenin birlikte uygulanmasi da kontrol ve raloksifen grubuna gére GSH
dizeyinde anlamli bir artisa neden olmaktadir (p<0.05). Raloksifen
uygulamasini takiben beyinde artmis bulunan GSH igerigi raloksifenin
potansiyel bir noéroprotektif ajan oldugunu gostermektedir. O’Neill ve
arkadaslarinin  (73) yaptigi bir ¢alismada KA gibi beyin dokusunda
dejenerasyona neden oldugu bilinen Gg¢ farkli nérotoksin ajan kullaniimis ve
s6z konusu calismada da bizim sonuclarimiza benzer sekilde raloksifenin
norotoksik ajanlara karsi beyin hiicrelerini korudugu tespit edilmistir. Ote
yandan diger bir calismada eksitotoksik bir ajan olan KA’in tek basina
beyinde GSH igeriginin azalmasina neden oldugu gdsterilmistir (21). Ancak,
Gupta ve arkadaslari (50) tarafindan yapilan bir ¢galismada KA uygulanan
siganlarin (n=7) beyin dokusunda GSH duzeyinde anlamli bir degisiklik
olmadidi gdézlenmistir. Bagska bir calismada ise U¢ deney hayvani (sigan)
grubu kullanilarak 5, 7.5 ve 10 mg/kg dozlarinda KA uygulamasi yapilmis ve
bu hayvanlarin hipokampus dokularinda GSH duizeylerinin  anlamli  bir
degisiklik gostermedigi saptanmistir (46). S6z konusu ¢alismada kullanilan
en yuksek KA dozu hipokampus bolgesinde GSH duzeylerini
degistirmemigstir. Benzer sekilde bizim ¢alismamizda kullandigimiz 14 mg/kg
hlk KA dozu beyin korteks bolgesinde beklenildigi izere GSH dizeylerinde
anlamli bir degisiklige neden olmamistir. Bu durumun yorumlanmasinda 6ne

surulecek noktalardan biri daha dnceki calismalara benzer sekilde bizimde
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yapmis oldugumuz KA uygulamasinin akut bir uygulama oldugudur. Yani
GSH duzeylerinde azalma seklinde gbézlenebilecek bir degisiklik ancak kronik
oksidan veya norotoksik bir uygulama ile duzenleniyor olabilir.

Gluck et al tarafindan yapilan bir ¢alismada 12 mg/kg dozunda KA
uygulanmasinin beyin korteksindeki GSH dulzeylerine etkisi incelenmis ve 4
saatlik bir sire sonunda GSH dizeyinin 18.5 nmol/mg protein oldugu
saptanmistir. S6z konusu ¢alismada hi¢ KA uygulanmamis kontrol grubunun
GSH duzeyi 27.1 nmol/mg protein olarak saptanmis ve KA uygulamasinin
GSH duzeylerinde %68 oraninda bir azalmaya neden olabilecegi
gOsterilmistir (47). Yine bagka bir calismada ise KA ile induklenen epilepsi
modelinde (status epilepticus) KA uygulamasindan 8 saat sonra hem
dokularda hem de mitokondride GSH/GSSG ve CoASH/CoASSG oranlarinda
bir disls goézlenmigstir. S6z konusu oranlardaki dustsin KA’in zamana bagl
olarak meydana getirdigi oksidatif stresin bir gostergesi olarak kabul edidigi
belirtiimektedir (63). Bizim ¢alismamizda deney hayvanlari KA
uygulamasindan 3 saat sonra dekapite edilmis ve beyin dokulari ¢ikariimistir.
ilgili literatir degerlendirildiginde GSH diizeylerinde KA'e bagh olarak
beklenen dramatik azalmanin gerceklesmemis olmasi, GSHun KA
uygulamasini takip eden 4 ila 8 saat gibi daha uzun bir zaman araliginda

g6zlenebilecek bir degisiklik olmasindan kaynaklanabilir.
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4.4. Beyin Korteks Doku Orneklerinde Nitrit-Nitrat Diizeyleri ile ilgili

Tartisma

Kontrol  grubu, raloksifen ve raloksifen+KA  gruplari ile
kargilastirildiginda total nitrit-nitrat dlzeyi acisindan anlamh bir farklilik
bulunmamistir. Raloksifen ve raloksifen+KA gruplari karsilastirildiginda da
total nitrat-nitrit dizeylerinde anlamli bir farklilik saptanmamistir. Oge ve
arkadaslari (74) sican beyin korteksinde yaptigi calismada &strojen ve
raloksifen tedavisinin NO duzeylerini, overiektomize grubun NO dizeylerine
goére arttirdigini saptamistir. Farelerle yapilan bir c¢alismada raloksifenin
eNOS’un aktivitesini stimule ettigi goézlenmistir (48). Delen-Akgay ve
arkadaslari KA ile ilgili benzer ve her grupta 7’ser sican bulunan bir
calismada KA uygulanmis grubun beyin kortekslerinde total nitrit/nitrat
dizeyleriyle ilgili olarak anlamli olmayan bir artis saptamistir (37). Yapilan
calismalarda NO’in, KA’in etkilestigi reseptorlerden biri olan NMDA
reseptorlerinin aktivitesini dusurdigu ve bdylece néronlari eksitotoksinlerin

neden oldugu hasardan korudugu gosterilmistir (2, 31, 64).

4.5. Beyin Korteks Doku Orneklerinde Bcl-2 Ekspresyonunun

Dansitometrik Analizine Yonelik Tartisma

Bcl-2 mitokondride lokalize olan bir proteindir. Bcl-2’'nin mitokondrideki
fonksiyonu oksidatif stres gibi sitotoksik uyaranlara karsi hicre oAliumuna
(apoptozis) engellemek Uzere mitokondrial membran  potansiyel

depolarizasyonunu, ATP deplesyonunu ve lipid peroksidasyonunu
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baskilamak ile iligkilidir (112). Daha o6nce yapilan calismalar Bcl-2'nin
upregulasyonunun &strojenin noéroprotektif etkilerinden sorumlu potansiyel
mekanik bir yol olarak kabul ediimesine neden olmustur. Ostrojen ve Bcl-2
iligkilerini inceleyen caligmalara gore Bcl-2 ekspresyonu overiektomize
ratlarda duser ve bu hayvanlarda Ostrojen induksiyonuna bagl olarak Bcl-2
ekspresyonunda doza bagli bir artis gézlenir. Serebral iskemi gibi hastalik
modellerinde de benzer sekilde Ostrojen iskemik hasara bagli olarak ortaya
cikan Bcl-2 ekspresyonundaki dustsu onemli olgide engellemektedir. Bcl-
2’nin ayni zamanda Ostrojen tarafindan dizenlenen mitokondriyal kalsiyum
toleransina da katkilari bulunmaktadir. Ostrojen ve Bcl-2 iligkisini irdeleyen
son calismalardan birinde ise KA tarafindan induklenen glutamata bagh
eksitotoksisitede Ostrojen tarafindan saglanan hicresel korumanin esasini,
Bcl-2 ekspresyonunun artmasi ve artmisg bulunan Bcl-2 dizeylerine badli
olarak kalsiyum iyonlarina karsi mitokondrial toleransin ylUkselmesi
olusturmaktadir (112).

Bcl-2’nin asir ekspresyonu hicrelerde apoptozise neden olan nekrotik
etkenlere kargi néronlarin korunmasini saglamaktadir (58,80). Bcl-2’'nin asiri
sentezlenmesinin KA'in neden oldugu noérotoksisiteyi azalttigi gosterilmistir
(71). Bir bagka ¢alismada noéronal hicrelerde glutatyonun yoklugu nedeniyle
meydana gelen oksidatif stres sebebiyle olusan apoptozisin, Bcl-2'nin asiri
sentezlenmesiyle engellendigi saptanmistir. Buna bagh olarak Bcl-2, ROS
olusumunu ve aktivasyonunu baskilayan bir antioksidan olarak disunulebilir.
Bcl-2’nin - mitokondrial serbest radikal Uretimini Gzerinde de eftkileri
g6zlenmistir. Mitokondri oksidatif fosforilasyondan dolayi serbest radikal

uretiminde 6nemli kaynaklardan biridir. Bcl-2’'nin astrositleri H,O2'nin neden
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oldugu htcresel 6limden korudugu bilinmektedir (75, 77, 106). Bu nedenle
de Bcl-2'nin antioksidan etkisinden bahsedilmektedir.

Memeli hucrelerinde kalsiyum konsantrasyonu ekstraselller kalsiyum
konsantrasyonundan 10.000 kat daha azdir. Herhangi bir uyarida hicre igi
kalsiyum duzeyi artmaktadir. Mitokondrinin olduk¢ga yuksek kalsiyum
depolama kapasitesi vardir. Fakat noéronal hicrelerde kalsiyumun asiri
miktarlarda (>0.5 uM) yukselmesi eksitotoksik ve iskemik beyin hasarlarinda
oldukga ©6nemli rol oynamaktadir. Mitokondrial ROS olusumunun
endoplazmik retikulumdan kalsiyum serbestlesmesini arttirdigi bilinmektedir.
Bdylece mitokondride kalsiyum birikmesi gozlenir. Bcl-2'nin endoplazmik
retikulumdan kalsiyum salinmasini inhibe ettigi gosterilmistir (1, 43). Bununla
iligkili olarak hicre ¢ogalmasi ve apoptozisin olusmasini saglayan kalsiyum
sinyalleri engellenmis olur. Normal kosullarda mitokondri, iyonlarin ve bazi
kliguk molekullerin gecisine izin vermektedir. Sitokrom c¢ gibi proteinler
normalde mitokondride bulunmasina ragmen apoptozisi baglatmak igin
sitozole gegmektedir. Bcl-2'nin mitokondrial membran gegirgenligindeki esas
rolt; apoptotik faktorlerin sitoplazmaya gegisini kontrol altinda tutmaktir.
Mitokondriden salinarak hlcre o6limine neden oldugu bilinen faktorler
arasinda sitokrom c, AIF, 1sI sok proteini 60 bulunmaktadir. Bcl-2’'nin asiri
ekspresyonunun deneysel felci takiben olusturulan iskemik hasarlarda
ndronal kayba karsi beyini korudugu bildirilmistir (110). Bcl-2 bu etkisini
sitokrom c’nin yer degisimini Onleyerek gostermektedir. Ayrica Bcl-2
proapoptotik proteinleri hidrofobik baglarla baglayarak heterodimerizasyon

olusturmakta ve hicreleri apoptozisten korumaktadir.
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Ostrodioliin néronlarda Bcl-2 sentezini arttirdigi saptanmistir. Ostrojenin
ndroprotektif etkisinin goérildiglu durumlarda Bcl-2’'nin de sentezinin arttigi
g6zlenmektedir (44). H,O, ve glutamatin neden oldugu 6limden hucreleri,
Ostrojen ve Bcl-2 birlikte korumaktadir (93). Bcl-2'nin néronal 6limu onledigi
gibi aksonal gelisme ve aksonal rejenerasyonun baslamasinda da katkilari
olabilecegi dustnulmektedir (52).

Bcl-2’nin mitokondrilerden sitokrom c’nin saliveriimesini inhibe etmesine
ek olarak oksidatif stres kosullarinda bazi énemli gérevleri olabilecegi de 6ne
surtlmektedir. Buna gore Bcl-2 reaktif oksijen turlerine kargi klasik bir
antioksidan gibi davranabilmektedir. Bunu destekleyecek nitelikte daha dnce
yapillmis olan bazi calismalarda Bcl-2’nin adriamisin, parakuat, hidrojen
peroksit, 6-OHDA ve MPTP gibi asin ROS Uretimine neden olan
prooksidanlara karsi beyin dokusunu koruyabildigi gosterilmigstir (53). Ayrica
hipotalamus ve kortikal astrosit hicre kulttrlerinde yapilan bir calismada Bcl-
2’nin sUperoksit dismultaz, katalaz gibi antioksidanlarin dizey veya
aktivitesini arttirdigi bildirilmistir. Bir baska ¢alismada ise Bcl-2'nin mitokondri
membranlarini lipid peroksidasyonundan korudugu ve mitokondri kaynakli
ROS Uretimini bloke edebilecegi belirtiimektedir.

Zhao ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢calismada hipokampal néron hicre
kaltart kullanilmis ve Ostrojen reseptorlerinin aktivasyonu selektif agonistlerle
saglanmistir. Ostrojen reseptér agonistlerinin  hipokampal néronlardaki
koruyucu etkisi eksitotoksisite deney modelinde arastiriimigtir. Bcl-2
sentezinin reseptorlerin uyariimasiyla arttigi ve néronlarin korunmasinda Bcl-
2 sentezinin 6nemli bir yere sahip oldugu bu ¢alismada vurgulanmistir (112).

Bununla birlikte beyinde selektif dstrojen reseptér modulatdrlerinin koruyucu
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etkisiyle ilgili sinirh  calismalar bulunmaktadir (62, 73, 111). Bizim
calismamizda raloksifen tedavisiyle birlikte disi sicanlarda beyin dokusunda
Bcl-2 sentezinin arttiyi gézlenmektedir. Bu da raloksifenin menapoz sonrasi
beyinde meydana gelebilecek apoptotik olaylari, Bcl-2 sentezini arttirarak
engelleyebilecegini dusundurmektedir. Lopez ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada disi sicanlara KA uygulanmistir. Siganlarin ¢esitli  beyin
bdlgelerinde Bcl-2, Bax ve Bcl-xl dizeyleri arastiriimis ve beyin korteksinde
anti-apoptotik protein olan Bcl-2 sentezinin azaldigi, proapoptotik protein olan
Bax sentezinin ise beklendigi sekilde eksitotoksisiteyi takiben arttigi
saptanmigtir (65). Bizim c¢alismamizda KA ve raloksifenin birlikte
uygulanmasini takiben overiektomize siganlarda Bcl-2 sentezinin kontrol ve
raloksifen grubuna goére anlamli sekilde arttigi saptanmistir (p<0.05). Diger
galismalarda oldugu gibi KA uygulamasinin Bcl-2 sentezini azaltmasi
beklenmis ve yanisira raloksifen uygulanmasiyla Bcl-2 sentezinin arttigi
saptanmigtir. Bununla birlikte bolim 3.8’de hesaplanan Bcl-2 ekspresyonu ve
GSH duzeyleri arasindaki ve Bcl-2 ekspresyonu ve total nitrit-nitrat duzeyleri
arasindaki iliskiyi gosteren Pearson korelasyon katsayilarina bakildiginda bu
parametrelerin korelasyon icerisinde olmadigi soylenebilir. Bu verilere
dayanarak, raloksifenin ndéroprotektif etki mekanizmasini olusturan 6gelerden
birinin  antiapoptotik bir protein olan Bcl-2’'nin gen dizeyindeki

ekspresyonunun induksiyonu oldugu sdylenebilir.
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OzZET

OVERIEKTOMIZE RATLARDA SELEKTIF OSTROJEN RESEPTOR
MODULATORU UYGULAMASININ NOROPROTEKTIF ETKINLIiGININ

ARASTIRILMASI

Selektif dstrojen reseptdér modulatorleri (SERMs) farkh oOstrojenik ve
antiostrojenik-doku spesifik etkilere sahip bilesiklerdir ve son yillarda
postmenapozal slregte  Ostrojen  hormon  replasmani  amaciyla
kullaniimaktadirlar. SERM’lerin 6strojen reseptorleriyle etkileserek doku
spesifik etkiler gosteriyor olmasi, bu bilesiklerin éstrojen hormonuna benzer
noroprotektif  etkinliginin  ortaya  konulmasina yonelik  ¢alismalari
hizlandirmistir.

Bizim ¢alismamizda en iyi bilinen SERM tirevlerinden raloksifenin olasi
ndroprotektif etkileri deneysel olarak menapoz olusturulmus (overiektomize)
ratlar Uzerinde kainik asitle (KA) indiklenen eksitotoksik beyin hasari modeli
Uzerinde arastiriimistir. Calismamizda Sprague-Dawley ratlar kullaniimis ve
deney hayvanlarinin timU overiektomize edildikten sonra kontrol (n=6),
raloksifen (n=6) ve raloksifen+KA (n=6) olmak Uzere ug¢ gruba ayriimigtir.

Raloksifenin KA benzeri ndrodejeneratif bir ajana karsi noroprotektif
etkinligini ortaya koymak amaciyla rat beyin korteksinde total glutatyon

(GSH), nitrit-nitrat dlzeyleri ve Bcl-2 ekspresyonlari arastiriimistir.
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Bulgularimiz overiektomize ratlarda KA tarafindan indiklenen beyin
hasarinda raloksifen uygulamasinin beyin korteksinde antiapoptotik bir gen
olan Bcl-2 ekspresyonunu ve antioksidan Ozellikteki glutatyonun miktarini
anlaml bir sekilde arttirdigini, nitrit-nitrat dizeyleri Gzerinde ise belirgin bir
etkisinin olmadigini gdstermistir. Sonu¢ olarak beyin korteksinde Bcl-2
ekspresyonu ve GSH duzeylerinin yukselmesi raloksifen tedavisinin
postmenapozal donemde noéroprotektif bir ajan olarak da kullanimini

destekleyecek bulgular olarak degerlendirilmigtir.
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ABSTRACT

NEUROPROTECTIVE EFFECTS OF SELECTIVE ESTROGEN RECEPTOR

MODULATORS (SERMs) ON OVARIECTOMIZED RATS

The selective estrogen receptor modulators (SERMs) are compounds
that activate the estrogen receptors with different estrogenic and
antiestrogenic tissue-specific effects. The similar effects of SERMs to
estrogen encourage the efforts in the research of neuroprotective effects of
SERMs.

In our study, the potential neuroprotective effects of raloxifene, known
as the most popular SERM, was investigated on the brain cortex of
ovariectomized rats after kainic acid(KA)-induced brain damage. The
Sprague-Dawley rats were used in the experiment and divided into 3 groups
after ovariectomy as follows: the control group (n=6), the raloxifene group
(n=6) and the raloxifene + KA group (n=6).

To show the neuroprotective effect of raloxifene against a
neurodegenerative agent, KA, expression of Bcl-2, total glutathione and
nitrite-nitrate levels were investigated in the rat brain cortex.

Our results demostrate that raloxifene treatment against KA-induced
brain damage significantly increases the expression of antiapoptotic gene,

Bcl-2 and the level of glutathione in the brain cortex, on the other hand there
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is no significant contribution to nitrite-nitrate levels. In conclusion, the
increased levels of Bcl-2 expression and glutathione in the brain cortex may
support the notion of raloxifene as a neuroprotective agent and its use may

be beneficial in postmenapausal term.
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