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OZET

KLOTHO PROTEINININ NHEJ TAMIiR YOLAGINDAKI KU70, KU80 VE
DNA-PK GENLERININ iIFADESI VE PROTEINLERININ ISLEYiSI UZERINE
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Yaslanma, zaman igerisinde canlinin ¢evre ile olan iliskilerinde dengelerinin
cevre lehine sonuglandig bir siiregtir. Bu siirecin ilerleyis hizi canlinin ¢evre ile olan
etkilesimi ve kendi kalitsal ozelliklerine bagli olarak degisir. Bu calismamizda,
yaglanma ile ilgili oldugu saptanan genetik faktorlerden Klotho ( KI) geni ele alinmistir.
Klotho geni ilk kez farelerde tanimlanan, insanda 13. kromozomun q kolunda yer alan
ve plazma membraninda ve golgi aparatinda bulunan tip 1 tek gecisli transmembran
glikoproteinini kodlayan bir gendir. Klotho’nun hiicre i¢i molekiiler mekanizmalar
nasil etkiledigine yonelik bazi ¢alismalar bulunsa da, 6zellikle yaglanma siirecinde de
etkisi bilinen DNA ¢ift zincir kiriklarimin (DSB) onarim mekanizmalarinda roli
aydinlatilamamistir. Bu c¢alismada Klotho’nun DSB onariminda gorevli, 6zellikle de
Homolog Olmayan Ug Birlestirme (NHEJ) onariminda gorevli baz1 genlerin ifadesini

nasil etkiledigini arastirmay1 amagladik.

Calismada fare hipokampal kokenli hiicre serisi olan HT22 hiicreleri
kullanilmistir. DNA’da c¢ift zincir kirig1 olusturdugu bilinen Endosiilfan ile 6ncellikle
IC50 dozu belirlenmis, daha sonra bu doz kullanilarak farkli deney protokollerinde
muamele edilen HT22 hiicrelerinden RNA ve protein izolasyonu yapilmistir. Elde
edilen total RNA’dan ¢cDNA olusturulmus ve daha sonra Ku70, Ku80, DNA-PK
genlerinin ifadelerindeki degisimler RT-PCR ile belirlenmistir. Protein seviyesindeki
degisimler Western Blotlama yontemleri ile belirlenmistir. Elde edilen sonuglar
caligilan genlerin ekspresyon seviyelerinin sadece endosiilfanla muamele edilen
hiicrelerde 6nemli olglide yiikseldigini, ama Klotho proteini de verilen hiicrelerde
yiikselisin olmadigini gostermistir. Bu sonuglar, Klotho’niin Endosiilfanin zararh
etkisini minimize ettigini ve NHEJ yolagim baskiladigim diisiindiirmektedir. Boylece

literatiirde ilk defa Klotho proteininin NHEJ tamir yolagindaki rolii aragtirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Yaslanma, Klotho, NHEJ, HT22, Endostilfan



ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF EFFECT OF THE KLOTHO PROTEIN ON
THE EXPRESSION OF NHEJ REPAIR PATHWAY GENES KU70, KU80 AND
DNA-PK AND ON THE WORKING OF THEIR PROTEINS

Aging is a process in which the balance of the organism's relations with the
environment over time results in favor of the environment. The rate of progress of this
process depends on the interaction of the organism with the environment and its
inherited characteristics. In this study the Klotho (KI) gene, which is one of the genetic
factors associated with aging was discussed. The Klotho gene, which first described in
the mice located in the g-arm of chromosome 13 in the human, and encodes the type 1
single-pass transmembrane glycoprotein located in the Golgi apparatus. Athough there
are some studies suggesting how Klotho affects intracellular molecular mechanisms, the
role of this protein on the DNA double strand brekage (DSB) repair mechanisms, which
are also known to have an effect on the aging process, cannot be elucidate yet. In this
study, we aimed to investigate how Klotho affects the expression of some genes,
especially known to work in the non-homologous end joint (NHEJ) repair, one of the

repair mechanisms in the DNA DSB repair.

In the study, the mouse hippocampal cell lines HT22 cells were used. First, the
IC50 dose of Endosulfan, which is known to produce double-chain fracture in DNA,
was determined. Then, using this dose the HT22 cells were treated in different
experimental protocols, and finally RNA and protein isolation was performed in those
cells. From obtained total RNAs the cDNAs were generated, and then changes in the
expressions of the Ku70, Ku80 and DNA-PK genes were determined by RT-PCR.
Changes in protein level were determined by Western Blotting methods. The results
showed that the expression levels of studied genes increased significantly only in
endosulfan-treated cells, but was not increased in the cells which also treated with
Klotho protein. These results suggest that Klotho minimizes the harmful effect of
Endosulfan and suppresses the NHEJ pathway. Thus, for the first time in the literature,

the role of Klotho protein in the NHEJ repair pathway was investigated.

Key Words: Aging, Klotho, NHEJ, HT22, Endosulfan
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1.GIRIS VE AMAC

Yaglanma, strese cevap verme yeteneginin azalmasi ve biiyiilk oranda artmis
morbidite ve mortalite riski ile birlikte normal viicut fonksiyonlarmmin kademeli
biyolojik bozulmasi olarak tanimlanmaktadir (Kirkwood, 2005). Ortaya ¢ikan bozulma,
kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve nihayetinde yasli organizmalar1 6liime gotiiren
norodejeneratif hastaliklar dahil yasa bagli patolojiler i¢in ana risk faktoriinii temsil

etmektedir (Nicolai ve ark. 2015).

Diinya Saghk Orgiitii’niin 2013’te yaymladigi calismada 60 yas ve fiistii
kisilerde ilk sirada sirt boyun agrilari, kronik obstriiktif akciger hastaligi, depresyon,
diismeler, demans, diyabet ve osteoartrit en fazla fonksiyon kaybi ve mali yiikke neden
olan hastaliklardir (WHO 2013, 2015). Benzer sekilde lilkemizdeki yaslilarda da o6liim
sebeplerinin basinda kronik hastaliklar gelmektedir. Fonksiyonel bagimlilik ve islev
kaybina yol acan ilk 10 hastalik arasinda ise iskemik kalp hastaligi, serebrovaskiiler
hastaliklar, kronik obstriiktif akciger hastaligi, diabetes mellitus, alzheimer ve diger

demanslar, osteoartrit ilk siralarda yer almaktadir (TC. Saglik Bakanlig1 2014).

Yaslanma konusundaki birbirini dislayan farkli teorilerin varligina ragmen
(Wilson ve ark. 2008) son zamanlarda bu siirecin ana nedeninin kademeli, 6miir boyu
siiren molekiiler ve hiicresel hasar birikimi oldugu kabul edilmektedir (Kirkwood,
2005; Vijg ve ark. 2008 ; Gems ve Partridge, 2013). Lopez-Otin ve
arkadaglar1 “yaslanma fenotipini” tam olarak DNA hasari, telomer kaybi, baslangicta
yaslanma siirecini tetikleyen epigenetik degisiklikler, Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) ve
hasar birikmesine neden olan siire¢ olarak tanimlamislardir (Lopez-Otin ve ark. 2013).
Genomik dengesizlik yaslanma siirecinin ana nedenlerinden biri olarak kabul
edilmektedir (Moskalev ve ark. 2013). Aslinda genomik DNA hiicrenin émrii boyunca
stirekli olarak biitiinliigiinii ve islevselligini zayiflatan; oksidatif stres, genotoksik ilaglar
ve iyonlastirict radyasyon gibi eksojen g¢evresel faktorler ile normal mitokondriyal
metabolizmanin yan {riinleri ROS, replikasyon hatalar1 ve spontan hidroliz
reaksiyonlar1 gibi endojen kaynakli farkli tehlikelere maruz kalmaktadir (Marnet ve ark.

2001; Hugles ve ark. 2005).



DNA lezyonlar1 uygun sekilde onarilmazsa, DNA hasari, hiicresel yaglanmaya
veya hiicre 6liimiine yol agan replikasyon durmasina neden olmakta bu da yaslanma
siirecinin baslangicina katkida bulunmaktadir (Hoeijmakers, 2009). Hiicreler DNA
hasar1 ile basa ¢ikabilmek ve onarimlarimi tesvik etmek i¢in lezyonlarin varligimi
algilayan ve isaret eden karmasik ve h39assas bir sekilde diizenlenmis tamir
mekanizmalart gelistirmistir. Tamir mekanizmalari; replikasyon, transkripsiyon, hiicre
dongiisii ilerlemesi, kromatin remodeling, farklilasma veya apoptozis gibi 6nemli
hiicresel siiregleri etkileyen cesitli kontrol noktalari, sinyal iletimi basamaklar1 ve

efektor sistemleri igermektedir ( Zhou ve Elledge, 2000; Harper ve Elledge, 2007).

DNA cift zincir kiriklar1 (DSB) nadir olusan, fakat ¢ok ciddi olumsuz sonuglari
olan bir mutasyon seklidir (Sebastian ve Raghavan, 2016). DSB, iki tip yolak sayesinde
onarilabilir. Homolog rekombinasyon (HR) ve homolog olmayan ug¢ birlestirme
(NHEJ). HR, tipik bir genetik rekombinasyondur ve homolog DNA sekanslarin
varligin1 gerektirir. Hiicre dongiisiiniin S/G2 fazinda meydana gelerek direk onarimi
gerceklestirmektedir. DSB onariminin digeri olan NHEJ ise kirilan uglarda homolog
sekanslarin yonlendirmesi olmadan direkt olarak baglanmasiyla karakterize bir tamir

mekanizmasidir (Lieber ve ark. 2010).

Son yillarda, gittikce artan sayida analitik teknik, yaslanma siirecinin altinda
yatan yollar hakkinda daha iyi bilgi sahibi olmay1 ve insan omriinii uzatma hedefi ile
yaslanmanin molekiiler temelini daha i1yi anlasilmasini saglamistir (Nicolai ve ark.
2015). Genetik faktorler arasinda farkli metabolik yolaklari1 kontrol eden bir¢ok gen yer
almaktadir. Farkli metabolik yolaklarla ilgili bu genler, yasam siirecini pozitif ve negatif
yonde etkilemektedir. Yaslanma ile baglantis1 olabilecegi saptanan genetik faktorlerden
Klotho (KI) geninin kodladigi Klotho proteininin fazla miktarda sentez edilmesinin
anlaml olarak oksidatif strese diren¢ kazandirarak yaslanma siirecini yavaslattigi ve
yasam siiresini uzattigi daha oOnce gosterilmistir (Zeldich ve ark. 2014). Kenyon
tarafindan yapilan ¢aligmada Klotho geninin asir1 ifade edilmesinin insiilin/IGF sinyal
yolagin1 baskiladigi ileri siiriilmiistiir (Kenyon 2011). Insulin/IGF sinyal yolag
inhibisyonunun NHEJ tamir mekanizmasini geciktirdigi bulunmasi (Chitnis ve ark.

2014) ile Klotho’nun NHEJ mekanizmas1 iizerinde etkisinin olabilecegini akla



getirmigtir. Fakat literatiirde Klotho protein ile NHEJ yolagi arasindaki iliskiyi

inceleyen ¢alisma bulunmamaktadir.

Klotho proteininin NHEJ yolaginda etkisini arastiran ¢alismamizda elde edilen
verilerin, yaslanma esnasinda gelisen molekiiler ve hiicresel olaylarin aydinlatilmasina
katki sunmasi beklenmektedir. Calisma kapsaminda, literatiirde ilk defa olarak Klotho
proteininin NHEJ yolaginda etkisi, bu yolakta is yaptig1 bilinen Ku70/Ku80 ve DNA-
PK genlerinin ekspresyonu ve proteinlerin iglevi arastirilarak  belirlenmesi
hedeflenmistir. Bunun i¢in kullanilan hippokampal hiicre serileri ile bu hiicrelerde de
NHEJ yolaginin ve aynt zamanda NHEJ tamir yolaginin yaslanma patogenezindeki
roliinliin anlasilmasi hedeflenmistir. Yapilacak calismalarin sonucunda yaslanmanin
Onlenebilmesine ya da geciktirilebilmesine yonelik 1s1k tutacak bilgiler elde edilmesi

amaclanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.YASLANMA (AGING)

2.1.1. Yaslanma Tanim

Yaslanma ayricaliksiz her canlida goriilen, tiim islevlerimizde azalmaya neden
olan siiregen ve evrensel bir siiregtir. Viicudumuzun molekiil, hiicre, doku, organ ve
sistemlerinde zamanin ilerlemesi ile ortaya ¢ikan, geriye doniisii olmayan yapisal ve

islevsel degisikliklerin tiimii “Yaglanma™ olarak tanimlanmaktadir (Kutsal, 2008).

Yashlik konusunda ¢ogu kurulus tarafindan kronolojik yas sinir1 65 yil olarak
benimsenmektedir. Diinya Saglik Orgiiti (DSO) yashilik doénemi igin kronolojik
tanimlamay1 dikkate almaktadir. Birlesmis Milletler bu alandaki ¢alismalarinda 60 ve
lizeri yas grubunu temel almaktadir.  Ancak, ulusal ve uluslararasi yaglilik

calismalarmin genelinde DSO’ niin tanimi esas alinmaktadir (Unalan ve ark. 2012).
2.1.2.Yashh@mn Genel Ozellikleri

Gorme, isitme, iskelet sistemi, beyin ve lirogenital sistemde olusan degisimler,
menapoz ve andropoz donemleri yaninda Onceki yillarda yasanmis degisik saglik
olaylari, saglikla ilgili davramislar ve genetik faktorler de yaslilikta ortaya cikan
kaginilmaz fizyolojik degisikliklerdir. Yaslanmayla birlikte kisilerin fiziksel ruhsal
islevlerinde ve sosyal iligkilerinde azalma ya da kayiplar olusur. Bunun yaninda yasl
grup olarak ele alinan kisilerin biitiin 6zelliklerinin benzer oldugunu da sdylemek
miimkiin degildir. Aktif ve tiretken is yasaminda olanlar yaninda 6ziirlii ve bagimli olan

yasghilar da bulunmaktadir (Bilir ve ark. 2007).

Organ sistemlerinde olusan degisiklikler normal kosullarda viicudun islevlerini
etkilemez ancak sistemlerin yedek kapasitelerini azaltir ve stres altinda ise yasli biinye
islevini arttiramayabilir. Saglikli bir yashlik ve yaslinin sagliginin korunmasi énemli bir
durumdur ve yaslanma ile beraber hiicre yipranmasi, viicut direncinde azalma, kronik
hastaliklarla beraber fiziksel ve zihinsel gerilemeyle karsilanmasi kag¢milmaz bir

durumdur (Onat, 2007).



Yaslanma, neredeyse tiim doku ve organlarin disfonksiyonu (cilt elastikiyetinin
kaybi, yaglarin birikmesi ve ateroskleroz, bagisiklik sisteminin gerilemesi, kiriklara
egilimli kemikler gibi) ve bununla birlikte viicut islevlerini bozan karmasik bir siirectir
(Sharpless ve ark. 2007; Artandi ve ark. 2015). Hiicre ¢ogalmasinin siirekli inhibisyon
durumu, hiicresel yaglanmay1 baslatir ve Alzheimer hastaligi, kanser, bobrek hastaligi
ve dejeneratif hastalik, obezite, diyabet, ateroskleroz gibi c¢esitli yas ile iligkili kronik
hastaliklar, kronik enflamasyon tesvik etmektedir (Campisi, 2011 ; Zhu ve ark. 2014) .

2.1.3.Yashhgin Smiflandiriimasi

DSO’niin 1983 yilinda yapmis oldugu simiflamada; 45-59 yaslar1 “orta yas”, 60-
74 yaslart “yashlik” 75-89 yaslar1 “ihtiyarlik” 90 ve iizeri yaslar1 “ileri ihtiyarlik”

donemi olarak kabul edilmistir.

DSO ve Bilim insanlarinin kabul ettigi gergek yasi bulmamiza yardimei olacak
yasliligin bilimsel anlamda siniflandirilmasinda ise 65-74 yas arasi erken yaslilik evresi,
75-84 yag arasi orta yaslilik evresi, 85 yas ve lizeri ileri yashilik evresi seklindedir

(Dénmez, 2010).
2.1.4.Yashhgin Organizmaya Etkileri

Yashlikla birlikte insan viicudunda bir takim fizyolojik degisiklikler meydana
gelmektedir. Sagliksiz davraniglar ve bazi ¢evre faktorleri, bu fizyolojik degisikliklerin

etkisini daha da olumsuz hale getirmektedir.

Fizyolojik degisiklikleri: endokrin, immiin, genitoliriner, santral sinir,
kardiyovaskiiler, deri, solunum ve kas-iskelet sistemimdeki degisiklikler olarak
siiflayabiliriz. Endokrin sistemde yaslanma ile birlikte pankreas ve tiroid dukusu
bozulmaktadir. Tiimér insidans1 artmaktadir. Immiin sistem degisiklikleri genellikle
humoral yanitta azalmaya bagli olarak l6semilerin goriilmesi seklinde olabilmektedir

(Tasar ve ark. 2012).



2.1.5.Yashhk Epidemiyolojisi

Son yillarda niifusun artmast ile beraber, saglik alanindaki bilimsel ve teknolojik

gelismeler sonucu yaslt olarak kabul edilen niifusun orani giderek artmaktadir.

Gelismis iilkelerde 65 yas ve iizerindeki niifus, toplam niifusun % 12-22’sini
olustururken bu oran gelismekte olan iilkelerde % 4-8’dir. Diinya Saghk Orgiitiiniin
1970-2025 yillar1 arasindaki ongoriilerine gore beklenen yasli insan orami % 22,3 ile
624 milyon olarak belirlendigi; 2025 yilinda yaklasik 1,2 milyon insanin 60 yas ve {lizeri
yasta olacagi ve 2050 yilinda ise 2 milyona ulasacak olan yash niifusunun %80’inin
gelismekte olan iilkelerde yasayacagi ifade edilmektedir. Ulkemiz de yaslanma
siirecinin hizli oldugu gelismekte olan iilkeler arasindadir. 1955 niifus sayiminda yasl
niifusun toplam niifusa oram1 %3,4 tespit edilirken 2010°daki niifus sayiminda bu oran
%7,1’e yiikselmistir. Mevcut demografik egilimlerin devam edecegi varsayimindan
hareketle yapilan hesaplamalar, 21. yiizyilin tiim diinyadaki beklentilere paralel olarak

Tiirkiye’de de yash yiizyili olacagina isaret etmektedir.
2.1.6. Yaslanma Mekanizmalari

Yaslanma ile ilgili 1990 yilinda yapilmis bir ¢alismada, ¢ok fazla teorinin
bulundugu belirtilmistir (Medvedev,1990). Bu konudaki bilgi birikimi her gegen giin
artmaktadir. Hemen her yaslanma modeli, yaslanma ile ilgili tek bir mekanizmaya
odaklansa da, yaslanma olduk¢a karmasik bir olay oldugundan tek bir mekanizma ile
aciklanmast miimkiin  goziikmemektedir. Bu nedenle yaslanmayr aciklayan

mekanizmalarin bugiin i¢in en giincel ve kapsamli olanlarindan soz edilecektir.
Bunlar:

- Immiinolojik Yaslanma Teorisi

- Telomer Hipotezi

- Serbest Radikaller Teorisi

- Cevresel Faktorler ve Kalori Kisitlamasi
- DNA Hasari

- Yaglanma ve Apoptoz



2.1.6.1.Immiinolojik Yaslanma Teorisi

Insanlarin dogum esnasinda bagisiklik sistemleri yeterince gelismemistir.
Viicutta zaman icinde karsilagilan patojenlere karsi olusturulan antikorlar ve yapilan
asilarla hastaliklara karsi bagisiklik artmaktadir. Bagisiklik sisteminin bu gelisimi
insanda yetiskinlik doneminde zirveye ulagsmaktadir. Bu teoriye gore yaslanmanin
nedeni, yas ile birlikte bazi hormonlarin diizeyindeki azalma ya da ilerleyen yillarda
bagisiklik sistemi gerilemesi, etkinligini kaybetmeye baglamasidir (Liileyap ve ark.
2008). Yani immun sistem yaslaninca, viicudun kendi hiicreleri ve dokulari ile yabanci
hiicreler ve maddeler arasindaki farki tanima yetenegini kaybetmeye baslamakta ve
kendi viicuduna saldirarak hastaliklara neden olmaktadir (Liileyap ve ark. 2008). T
hiicrelerinin olgunlastigi timus bezinin gerilemesi yaslanmadan ¢ok daha hizli bir
prosestir. Yashlarda proliferasyon azalmasina ragmen T hiicre sayist genelde
degismemektedir. Olgunlasan T hiicrelerinde azalan BCL-2 ekspresyonu ile apopitoz
gerceklesmektedir. Sonug olarak B hiicreleri daha az antikor iiretirler. Monositlerin IL-
1’e duyarliligr azalmistir. IL-1 ve TNFa seviyelerinin arttigi gorillmistir (Masliah ve
ark. 1993; Aydemir, 2013).

2.6.1.2. Telomer Hipotezi

Herbir kromozomun iki ucunda bulunan fonksiyonel olmayan DNA’ya telomer
denmektedir. Kromozomlarin birbiriyle birlesmesini onleyen ve genom yapisinin
kromatin iplikler seklinde ayrilabilmesini saglayan ve kromozom olusumuna zemin
hazirlayan yapilardir. Her hiicre bdliinmesinde kisalmaktadir. Telomeraz bir
reverstranskriptaz enzimidir. Insan embriyo hiicrelerinde ve kanser hiicrelerinin
%85’inde bulunmaktadir. Eger hiicreler telomerlerini kaybettikleri halde ¢ogalmaya

devam ederlerse kromozom uglar1 diger kromozomlara yapisir, bircok anormallik olusur

(Lodish ve ark. 2010).

Genetigi degistirilmis hayvan modelleri ile yapilan bir¢cok caligma telomer
kaybi, hiicresel yaslanma ve organizmal yaslanma arasinda nedensel baglantilar
kurmustur. Bdylece, kisaltilmis veya uzatilmis telomere sahip fareler, sirasiyla, azalmis

veya arttirilmig yasam omrii sergilemektedir (Armanios ve ark. 2009; Rudolph ve ark.



1999; Tomas-Loba ve ark. 2008). Son kanitlar ayrica, yaslanmanin telomeraz
aktivasyonu ile geri alindigin1 géstermektedir. Ozellikle, telomeraz eksik farelerin erken
yaslanmasi, bu yash farelerde telomeraz genetik olarak yeniden aktif hale getirildiginde
geri dondiiriilebilmektedir (Jaskelioff ve ark, 2011). insanlarda, son zamanlarda yapilan
meta-analizler, ozellikle daha kiiciik yaslarda, kisa telomerlerle 6lim riski arasinda

giiclii bir iliski oldugunu gdstermistir (Boonekamp ve ark. 2013).
2.1.6.3. Serbest Radikaller Teorisi

Giliniimiizde en ¢ok ragbet gdren yaslanma teorilerinden biridir. Oksidan
maddeler olan reaktif oksijen iiriinleri (ROU) ve reaktif nitrojen iiriinleri (RNU), birincil
olarak mitokondrilerde tretilirler. Yaslanma ile birlikte oksidan maddelerin miktari
artar ve olusturacaklar1 hasar1 engellemeye calisan antioksidan sistemler yetersiz kalir
(Vina ve ark. 2007).  Yapilan bir ¢alismada aKlotho’nun, antioksidan enzimlerin
kodladig1 genlerin ekspresyonunu diizenleyerek oksidatif strese karsi direnci arttirdigi
bulunmustur.  Mekanizma, transkripsiyon faktorii FoxO  fosforilasyonunun
diizenlenmesi, ¢ekirdege niifuz etmesinin uyarilmasi ve siiperoksit dismutaz 2 ve
katalaz ekspresyon seviyelerinin yilikselmesi yoluyla gerceklestirilir. Hiicre kiiltiiriine
aKlotho proteinin ekstraseliller domaininin eklenmesi, siliperoksit dismutaz 2
ekspresyonunu indiikledigini, paraquat veya hidrojen peroksit tarafindan indiiklenen
oksidatif hasara ve apoptoza kars1 hiicre direncini arttirdigint géstermistir (Yamamoto

ve ark. 2005 ; Ikushima ve ark. 2006).

Oksidan maddeler, hem yaglilikla iliskili dejeneratif hastaliklarin (Alzheimer
hastaligi ve ateroskleroz gibi) patogenezinde, hem de doku atrofisi gibi yashlik
siirecinin sonucu olan durumlarda 6nemli rol oynamaktadir (Martin, 1997). Bununla
birlikte ROU ve RNU, biiyiime, apoptoz ve norotransmisyonda gorevli sinyal

molekiilleri olarak da fizyolojik gorevler iistlenmektedirler (Gilca ve ark. 2007).

Yaglanma ile iliskili oksidatif streste en kritik hedeflerden biri de DNA’dir. Bir
taraftan DNA bazlart ROU tarafindan modifiye edilirken, diger taraftan DNA tamir
enzimleri bu lezyonlar1 tamir etmeye ¢alismaktadir (Ames ve ark. 1993). Ancak tamir
edilemeyen lezyonlar yasla birlikte birikirler. Yaslanma ile birlikte mitokondriyal

DNA’da (mtDNA) goriilen oksidasyon, niikleer DNA’dakine gore cok daha on



plandadir (Vina ve ark. 2007). Bunun ana nedenleri mtDNA’nin niikleer DNA gibi
histonlar tarafindan korunmamasi ve oksidan maddelerin temel {iretim yerinin
mitokondri olmasidir (Gilca ve ark. 2007). Bu mtDNA’da mutasyonlarin daha sik

olusmasina yol agar.
2.1.6.4. Cevresel Faktorler ve Kalori Kisitlamast

Kalori kisitlamasinin fizyolojik ve davranigsal islevleri diizenledigi ve bir¢ok yas
bagli hastalig1 geciktirdigi bilinmektedir. Kalori kisitlamasi ile daha az besin ya da
enerji kaynagi ATP iiretilmesi i¢in krebs dongiisiine girecek, daha az oksidadif
fosforilasyon gergeklesecek ve bdylelikle olusan reaktif oksijen tiirlerinin miktari
azalacaktir. Ortam sicaklig1 ve diyet gibi faktorlerin yaslanma konusunda 6nemli yeri
olduguna dair bir¢ok bilgi vardir. 1929 yilinda yapilan bir ¢alismada Drosophila’da
yasam uzunlugunun ortam sicakligi ile ters orantili oldugu gosterilmistir. Metabolizma
yavagladigl zaman, yaslanmada onemli rolii olan reaktif oksijen iirlinleri liretimi de

azalmaktadir (Karan ve Tufan, 2010).

Besin alimi kisitlanmasmin, S. cerevisiae, D. melanogaster, C. elegans,
kemirgenler ve kopekler ilizerinde yapilan bir¢cok g¢alismada, Omiir uzunlugunda bir
artisa neden oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismalardan yola ¢ikarak Kuro-0 ve arkadaslar
yaptiklar1 ¢alismalarda Klotho geninin, insulin/IGF-1 sinyalini ve oksidatif stresi
baskilayarak etkili oldugunu goéstermislerdir. Yapilan c¢alismalarda insulin-benzeri
sinyallesmenin baskilanmasi 0mriin uzamasini indiiklemektedir. Bu durum oksidatif
strese (Oxr) ve diger stres uyaranlarina diren¢ olustururken, mitokondride reaktif
oksijen tiirlerinin yok edilmesini saglayan Mn superoksit dismutaz (SOD) gibi bir¢ok

stres-savunma-ilgili enzimin sentezlenmesini de arttirmaktadir (Kuro-o ve ark. 2009).

Bununla birlikte son yillarda yapilan g¢alismalarda, diyetin (6zellikle kalori
kisitlamasinin) yaslanma ile iliskili bircok hastaligin geciktirilmesi veya onlenmesi de
dahil olmak {izere yasam siiresini 6nemli olgiide etkiledigi gdsterilmistir (Mirzaei ve
ark. 2016 ; Geller ve ark. 2005). Diyet kisitlamasi birgok tiirde yasam siiresini destekler
ve telomeraz aktivitesini stabilize ederek genetik diizeyde yaslanmay1 geciktirmektedir.
Daha diisiik kalori alim1 ile beslenen fareler, yasa bagl hastaliklarin insidansinda bir

azalma gostermislerdir (Mirzaei ve ark. 2016 ; Vera ve ark. 2013).
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2.1.6.5. DNA Hasart

Yasin artmasiyla hiicrelerin yapisal o6zellikleri degismektedir. Molekiiler
yaslanma, hiicrenin ana bileseni olan proteinlerin ilerleyen hasari ve istenmeyen hiicre
ici artiklarin birikimi ile ilgilidir. Bu hipoteze goére kendiliginden olusan hidroliz ve
serbest radikallerin etkileriyle DNA’nin yapisinda yasa bagl hatalara neden olmaktadir.

Bu etkiler ayn1 zamanda genetik olarak kontrol edilen bilgi akisini1 da etkilemektedir.

Insan genomik DNA’smin biitiinliigii endojen ve ekzojen faktorlerin etkisiyle
stirekli olarak tehdit altindadir (Hoeijmakers, 2009) . Endojen faktdrler; DNA’da
kendiliginden meydana gelen hatalar olabildigi gibi hiicresel metabolizmanin yan {iriinii
olarak iiretilen reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri, lipid peroksidasyon tiriinleri, endojen
alkilasyon ajanlari, Ostrojen ve kolesterol metabolitleri ve reaktif karbonil tiirleri de
olabilmektedir (Hoeijmakers, 2009 ; lyama ve Wilson, 2013). Ekzojen faktorler ise
ultraviole 1$181, iyonize radyasyon, agir metaller, hava kirliligi, sigara dumant,
kemoterapétik ilaglar olarak sayilabilmektedir (Hoeijmakers, 2009; lyama ve Wilson,
2013; Ciccia ve Elledge, 2010). Sekil 2.1’de DNA hasar1 ve onarim mekanizmalari

gosterilmektedir.

P/ Telomere Base
shortening g

Sekil 2.1: DNA Hasar1 ve Onarim Mekanizmalar1 (Lopez-otin ve ark. 2013)

Bir memeli genomunda her giin yaklasik olarak 104’ten daha fazla DNA
hasarmin ortaya ¢iktigi tahmin edilmektedir (lyama ve Wilson, 2013 ; Slupphaug ve
ark. 2003). DNA’daki hasarlar; tek baz degisimi (deaminasyon, depiirinasyon, baz

alkilasyonu, delesyon, insersiyon vs), tek veya ¢ift zincir kiriklari, ayni veya farkli DNA
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zincirleri arasinda ¢apraz baglanma gibi ¢esitli sekillerde olabilmektedir (Sancar ve ark.
2004). Biitiin bu DNA degisim bigimleri, temel genleri ve transkripsiyonel yolaklari
etkileyebilir, bu da apoptoz veya yaslanma ile ortadan kaldirilmadigi takdirde dokuyu
tehlikeye sokabilecek islevsiz hiicrelere yol agabilir. Hasarin yogunluguna ve tipine
bagli olarak; hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, gen ifadesinin degismesi, DNA tamirinin
uyarilmasi, programli hiicre 6liimii, kanser ya da yaslanma gibi olaylar meydana

gelebilmektedir (Hoeijmakers, 2009 ; Sancar ve ark. 2004).

Genomik hasardaki yasam boyu artis ile yaslanma arasindaki Onerilen
baglantilara iliskin nedensel kanitlar, farelerde ve insanlarda yapilan g¢alismalardan
ortaya ¢ikmis, DNA onarim mekanizmasindaki eksikliklerin farelerde yaslanmaya ve
birka¢ insan progeroidinin (Werner sendromu, Bloom sendromu, xeroderma
pigmentosum sendromu ve Cockayne sendromu) altinda yatan neden oldugunu
gostermistir (Gregg ve ark. 2012; Hoeijmakers, 2009; Murga ve ark. 2009). Son
zamanlarda yapilan bir ¢alismada, kromozomlarin dogru sekilde ayrilmasini saglayan
bir mitotik kontrol noktasi bileseni BubR1'i asir1 eksprese eden transgenik farelerin,
anoploidi ve kansere karst daha fazla koruma ve daha uzun saglikli yasam siiresi

gostermekte oldugunu ileri stirmiistiir (Baker ve ark. 2012).
2.1.6.6. Yaslanma ve Apoptoz

Apoptoz; gelismis organizmalarda hiicreler arasi iligkilerin geregi olarak
gereksinim duyulmayan, fonksiyonlar1 bozulan, biyolojik goérevini tamamlamis veya
hasarlanmis hiicrelerin c¢evreye zarar vermeden ortadan kaldirilmasimi saglayan ve

genetik olarak kontrol edilen programli hiicre 6liimiidiir (Derici, 2007).

Cin'de yaygin olarak kullanilan dokuz farkli pestisitin (paraquat, rotenon,
klorpyrifos, pendimethalin, endosiilfan, fenpyroksimat, tebufenpyrad, triklorfon ve
karbaril) norotoksik mekanizmasi incelenmistir. Sonugclar, pestisitlerin mitokondri ve
doza bagl apoptotik hiicre 6liimiiniin morfolojik degisikliklerini indiikledigini ortaya

koymustur (Chen ve ark. 2017).

Baska bir ¢alismada endosiilffanin neden oldugu iireme toksisitesinin
mekanizmalarini arastirmak igin farelerin spermatojenik hiicre hatlar1 (GC-1 spg), in

vitro olarak incelenmistir. Sonuglar, endosiilfana maruz kalmanin, spermatojenik
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hiicrelerin apoptozunu, mitokondriye bagli yap1 ve mitokondriyal disfonksiyonun zarar
gormesine neden olan oksidatif stresin aracilik ettigi mitokondri bagimli yol yoluyla

uyarabildigini gostermistir (Xu ve ark. 2016).

P53’ {in DNA hasarina kars1 olusan hiicresel yanitta dnemli bir rol oynadig1 ¢ok
1yl bilinmektedir. Telomerlerin yipranmasi p53 artisimi tetiklediginden, ayn1 zamanda
yaslanma tepkisinde de onemli bir araci oldugu da ortaya ¢ikarilmistir (Tasaki ve ark.
2012; Senturk ve Manfredi, 2013). Normal hiicreler icindeki onkogenlerin uygun
olmayan bi¢imlerde aktivasyonu, p53 aktivasyonu yoluyla erken yaslanmayi hiicresel
koruyucu tiimor baskilayici cevap olarak indiikler (Walerych ve ark. 2012). Bazi
hiicrelerde tek basina p53 aktivasyonunun, yaslanma fenotipini geri dondiirmede
yetersiz oldugu goriilmektedir. Farki yaratan nokta pl6 ifadesinin varligi ya da
yoklugudur. Stres pl6 ifadesini arttirirken sonug¢ olarak ortaya ¢ikan pRB artisinin
kromatinin yeniden organize olmasina yardim ettigi ve bu durumun hiicre siklusu
regiilatorlerini kodlayan genin yaslanma ile baglantili replikatif inhibisyonu ile

sonuglandigi bilinmektedir (Mackenzie ve ark. 2012; Mijovic ve ark. 2013).
2.2. YASLANMA GENETIGIi

Yaslanma, genetik ve edinilen faktorler arasinda siki bir sekilde diizenlenmis ve

karmasik bir etkilesim tarafindan yonlendirilmektedir ( Mirzai ve ark. 2016).

Yaslanma siirecini etkileyen bir¢ok faktor arasinda, ¢evresel etkenler (toksinler,
kirleticiler, iklim degisiklikleri, sigara i¢me, stres, sosyal yiik ve depresyon) 6nemli
risk faktdrlerinden biridir. Ozellikle kirleticiler ve kimyasallar birlikte yaslanmay:
etkilemekte, siklikla belirli hastaliklarin beklenenden daha erken yaslarda gelismesine
neden olmaktadir (Geller ve ark. 2005;Mirzai ve ark. 2016). Sisplatin ve alkilleyici
ajanlar gibi kemoterapétik ilaclar ile bazi pestisitler, DNA’da cift zincir kiriklaria ve
zincir i¢i ¢apraz baglarin olusumuna neden olmaktadir. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
neden oldugu 100’den fazla oksidatif DNA hasar1 tanimlanmistir (Balajee ve Bohr,
2000). 1In vivo ve in vitro model sistemleri endosiilfana maruz kalmanin ROS’u

indiikledigini gostermektedir (Sebastian ve Raghavan, 2016).

Tiim canlilarin kendilerine 6zgii yasam stireleri vardir ve canlilarin yaglanmalar

bir genetik plan dahilindedir. Canlilarin yaglanma siirecini genetikle aciklayan pek ¢ok
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teori gelistirilmistir. Ancak bunlarin her biri esas olarak, genetik yapidaki ve bunun
kontroliinde olan hiicresel olaylardaki cesitli degisimleri, biyolojik yaslanmaya sebep
gostermektedir. (Ar ve ark. 2008 ; Oksiizokyar ve ark. 2016). Dis faktorlerden de
etkilenmekle birlikte, canlinin ne zaman yaglanma siirecine girecegini ve bu siirecin
nasil isleyecegini temelde bu genler belirlemektedir (Ar1 ve ark. 2008 ; Oksiizokyar ve

ark. 2016).

Ayni1 zamanda yaslanma, karmasik bir dizi spesifik sinyallesme kaskadlari
tarafindan dilizenlenmektedir. Hormonal sinyalleme yolaklari, yasam siiresinin son
derece giiclii diizenleyicileridir ve diger yollarla birlikte sistemik bir sekilde hareket
ederek birkag kilit organin dmriinii koordine ederler. Bunlar arasinda steroid sinyalleri,
sirtuin deasetilazlar, AMP ile aktive olan protein kinaz, Klotho gibi genler, ROS
sinyalleri, timdr baskilayici, instilin benzeri biiytime faktorii 1'i (IGF1) ve stres kaynakl
protein kinazlari bulunmaktadir (Greer ve Brunet ; 2008). Sekil 2.2’ de yaslanma ve

genetik arasindaki iligki gosterilmistir.

IGF-1 Insulin
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| AKT - Rapamycin glycolysis, glucose uptake
" { 2 =Nl x‘p\ *Z Autophagy
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- | |'\P )3 j
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Sekil 2.2. Yaslanma ve Genetik Arasindaki iliski (Annu Rev Biochem; 2016)
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Yaslanmanin ¢ok faktorlii dogasi, bir sekilde yasli organizmalarda tipik olan
asamal1 fonksiyonel bozulmay1 taklit eden ¢oklu mutasyonlar1 tagiyan genetik olarak
modifiye edilmis hayvan modellerinin bulunmamasindan dolayi, kismen karmasik
organizmalarda bu siirecin ¢alismasini engellemistir. Saccharomyces cerevisiae (ekmek
mayasi), Caenorhabditis elegans (bir nematod) ve Drosophila melanogaster (meyve
sinegi), yaslanma genetigi c¢aligmalarinda sik¢a kullanilan organizmalardir ve bu
organizmalar {izerinde yapilan aragtirmalarda yasam siliresinin genetik kontrolii

hakkinda bir¢ok genetik mekanizma bulunmustur (Bishop ve ark. 2007).

Hiicreyi yaslanma baglantili fonksiyon azalmasindan korumada 6nemli rol
oynayan bir protein sinifi sirtiiinlerdir. Sirtuin proteini, orijinal olarak Saccharomyces
cerevisiae'de kesfedilmistir. Guarente ve arkadaslari kromatin modifikasyonu yoluyla
genomik kararsizlig1 inhibe ederek uzun siire yasayan maya hiicrelerini yalittilar ve
onlarin uzun siire yasamasini saglayan bir grup geni, “sirtuinler” olarak adlandirdilar
(Guarente, 2011). ilk olarak mayalarin kullanilmasinin ardindan, 6zellikle farelerle
yapilan sonraki ¢aligmalarda goriilmiistiir ki, sirtuinler stres ortamlarinda organizmayi
korumak amaciyla devreye giren genlerdir. Yiyecegin az oldugu zamanlarda, bu genler
devreye girer ve organizmay1 yavagslatir, ayrica onu, DNA’sin1 tamir etmeye yoneltir ve
tiremesini durdurur. Bu genleri aktiflestiren en tetikleyici faktor ise kalori sinirlamasidir

(Horio ve ark. 2011).

Caenorhabditis elegans'in genlerinin yaklasik %1'1 yaslanma ve uzun Omiir
stirecine katilabilmektedir (Tissenbaum, 2012). Caenorhabditis elegans'ta, insiilin
benzeri sinyallemenin diizenlenmesi yasam Omriiniin uzamasina (Yas) ve yapisal dauer
larvalarinin (Daf-c) olusumuna neden olmaktadir. Bu ayni zamanda oksidatif strese
(Oxr) ve diger stres uyaricilarina karst direng saglar ve mitokondride reaktif oksijen
tiirlerini uzaklagtirmaya yarayan Mn siiperoksidismutaz (SOD) gibi1 strese bagli bircok
enzimin ekspresyonunu arttirir. Bu canlilarda MnSOD sistemleri, hem uzun 6miir hem
de dauer olusumunun insiilin benzeri sinyalleme bazli diizenlemesini, antioksidanlar
olarak degil, fizyolojik-redoks sinyalleyici modiilatorleri olarak hareket etmektedir.
Insan IGF-1 Reseptorii geni ile karsilastirilan ve antioksidan etkide yer alan bir gen olan

C.elegans'taki daf 2 gen mutasyonu, bu tiirlerde %30'luk bir yasam Omriinii
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gostermektedir. Yapilan ¢aligmalarda benzer bir mekanizmanin diger canlilarda da etkili
oldugunu gostermistir. Sekil 2.3 de farkli canlilarda yaslanma mekanizmasi

gosterilmistir.

AT . .
— —— Qe W

Worms Mice Human endothelial cells
Insulin/IGF-1 Ir\sulln IGF 1 Insulin (IG6F-1)
Daf-2 Insulin r‘ccep‘l'or IGF-1 rccep?or- Insulin (I6F-1) receptor
l (Adipose) l
Akt Akt
Daf-16 FOXO
| 1 Anti-oxidants l 1 mnsoo
Yaslanma Yaslanma Hiicresel Yaslanma

Sekil 2.3: Farkli Canlilarda Yaslanma Mekanizmasi

TGF-B sinyal yolunda veya TGF-B reseptorlerinde (TGF-BR1 / R2) asagi
reglilasyon ve mutasyonlar, solucan Omriinii yaklasik % 20 oraninda uzattig
bulunmustur (Shaw ve ark. 2007). In vitro ¢alismalar sKl'in reseptdr aktivasyonunu,
Smad3 fosforilasyonunu ve Smad3 transkripsiyon aktivitesini inhibe eden TGF-21
baglanmasini azaltmak i¢in tip II TGF1 reseptoriinii bagladigini ortaya koymustur (Doi
ve ark. 2011).

Daha yiiksek hayvan modellerinde, arastirmacilar birkag genin ekspresyonunu
modiile ederek yasam siiresini 6nemli Ol¢lide uzatmistir. Klotho, bdyle bir genin bir
ornegidir. Klotho geninin kesfi, yaslanma siireci hakkindaki su anki anlayisimizi 6nemli
olgiide artiran muazzam arastirma ilgisi yaratmistir. Insanlarda serum aKlotho
seviyeleri 40 yasindan sonra yasla birlikte diismektedir (Yamazaki ve ark. 2010;
Siahanidou ve ark. 2012). aKlotho seviyelerindeki bu azalma, kanser, hipertansiyon ve
bobrek hastalifi gibi yaslanma ile ilgili birka¢ hastaligt olan hastalarda
gozlenebilmektedir (Wang ve Sun 2009; Wang ve ark. 2010). Klinik bir ¢alisma,
aKlotho geninin promotdr bolgesindeki G395A tek niikleotid polimorfizminin (SNP),

ozellikle 60 yasin iizerindeki hastalarda, esansiyel hipertansiyon ile iliskili oldugunu
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gostermistir (Wang ve ark. 2010). Klotho eksikligi ayn1 zamanda insandaki kronik
bobrek yetmezligi ile de iligkilidir (Koh ve ark. 2001) ve farelerde erken diyabetik
nefropatiyi tesvik etmektedir (Lin ve ark. 2013). Son zamanlarda yapilan caligsmalar,
Klotho'nun pankreas B-hiicrelerinde de ifade edildigini, insiilin salinimin1 destekledigini
ve tip Il diyabette korudugunu gostermistir (Lin ve Sun 2012 ; Lin ve Sun 2014).
Klotho eksikligi kardiyovaskiiler hasar1 hizlandirmakta endotel fonksiyonunu bozmakta
vazodilatasyona, dwindles anjiyogenezine, hiicresel kalsiyum hemostazini degistirmekte
ve zamanla erken yaslanma ile sonuglanan kemik-matriks yapisini bozmaktadir
(Artandi ve ark. 2015, Fan ve ark. 2016). Klotho, birgok hayvan modelinde yasamin
uzatilmast i¢in en iyi ¢alisilmis genlerden biridir (Wang ve ark. 2009). Semba ve
arkadaglarinin yaptiklar1 bir ¢alismada; ¢oziinebilir aKlotho konsantrasyonu sandwich
enzyme-linkedimmunosorbent assay (ELISA) kullanilarak  Alzheimer hasta
modellerinde serebrobinal sivida bulunan Klotho konsantrasyonlarini cinsiyete ve yasa
gore degerlendirmislerdir. Ekstraselluler Klotho domain konsantrasyonun AD’li

hastalarin serobinal sivisinda bir hayli azaldig1 gosterilmistir (Semba ve ark. 2014).

DNA tamir mekanizmasinda meydana gelen bozukluklar sonucu olusan
segmental erken yaslanma (progeri) sendromlari, yaslanmanin genetik kontroliiyle ilgili
onemli delillerden biridir (Karan ve Tufan; 2010). Hutchinson — Gilford Progeria,
Werner ve Cockayne sendromlari gibi bazi genetik hastaliklar, insanlarda normal
yaglanma siirecinde goriilen belirtilerin aynilarina neden olmaktadir. Farkli DNA
onarim mekanizmalarinin aktiflestirilmesi yoluyla yaslanma siirecinin onlenmesinde
genom stabilitesinin korunmasimin temel rolii, Werner sendromu, Hutchinson-Gilford
progeria sendromu ve Cockayne sendromu gibi progeroid sendromlar1 tarafindan

onerilmektedir (Navaro ve ark.2006).

NHEJ ve yaslanma arasindaki iliski ilk olarak Werner sendromunun (WS)
tanimlanmastyla baglamistir. WS, DNA niikleaz WRN'deki mutasyonlarin neden oldugu
bir hastaliktir ve kanser ve erken yaglanmayi temsil eden bir sendromdur. WRN
proteini, NHEJ-aracili DNA DSB onariminda detayli rolii belirsiz olmasina ragmen,
Ku70 / 80 ile giiclii bir sekilde etkilesime giren RECQ benzeri bir helikazdir (Chen ve
ark. 2003).
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DSB'lerin tamir mekanizmasi olan NHEJ, hiicre dongiisiiniin tiim agamalarinda
caligsa bile GO / G1 hiicrelerinde baskindir, dolayisiyla 6karyotik hiicrelerde en ¢ok
kullanilan onarim mekanizmasimi temsil etmektedir (Sonoda ve ark. 2006). Bu
mekanizma son derece sinirli dizi homolojisi kullanarak iki kirtk ucu birlestirmektedir.
Bu, hataya acik NHEJ mutasyonlarin birikmesine ve yaslanmaya neden olmaktadir

(Lieber ve ark. 2010).

NHEJ yolaginin bilesenlerinden olan XRCC4 ve Ligase IV gibi proteinlerde
eksiklik erken yaslanmaya ve yiliksek derecede apoptozise neden olmaktadir
(Difilippantonio ve ark. 2000; Ferguson ve ark. 2001). insan yaslanan fibroblastlarda
yapilan baska bir ¢calismada NHEJ, yaslanma sirasinda daha fazla hata egilimli ve daha
az verimli hale geldigi bulunmustur (Seluanov ve ark. 2004). Arastirmacilar Ku80- veya
Ku70 / Ku80-mutant farelerde yaslanma patogenezi oldugunu bildirmislerdir. Ku
seviyelerindeki bir diisiis NHEJ'in azalmasina, yaslanan hiicrelerde onarilamayan DNA
hasarina yol acarak yasa bagli genomik instabiliteye katkida bulundugunu

aciklamiglardir (Li ve ark. 2007; Selunov ve ark. 2007).

Lee ve arkadaslar1 sican akcigerinde NHEJ aktivitesinin, yaslanma ile 6nemli
Olciide azaldigini bildirmistir (NHEJ aktivitesini 6lgmek i¢in tiim akciger homojenatlari
kullanilmistir). Saglikli yaslanma i¢in faydali oldugu diisiiniilen kalorik kisitlama (CR),
bu akcigerlerde NHEJ aktivitesinin azalmasini 6nemli 6l¢iide bastirmistir ve CR,

akcigerdeki Ku70 seviyelerini arttirdigi bulunmustur (Lee ve ark. 2011).

Yapilan baska bir ¢alismada NHEJ'de (XRCC4 ve Ku80) yer alan genlerin
mRNA ekspresyonunun, yash farelerin akcigerlerinde, gen¢ farelere kiyasla, NHEJ
aktivitesindeki diisiisiin, aslinda yaslanmanin bir sonucu olarak énemli 6l¢lide azaldigi
bildirilmistir. Ozellikle, yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, Ku70 ekspresyonunun
azalmasmin amfizemi tesvik ettii hipotezini destekleyen, amfizemli fare akcigerinde

sigara dumani ile Ku70 protein seviyelerinin azaldigin1 géstermistir (Zahn ve ark. 2007;

Yao ve ark. 2013).

Chitnis ve arkadaslar1 yaptiklari bir ¢alismada IGF-1R inhibisyonunun, NHEJ

yolagin etkileyip etkilemedigini aragtirmiglardir. Calisma sonucunda IGF-1R azalmasi
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radyasyon indiiklii DNA c¢ift zincir kiriklarinin tamirini geciktirdigi bulunmustur. IGF-

IR inhibisyonu 6zellikle NHEJ onarim defektini azaltmaktadir (Chitnis ve ark. 2014).

Gelismekte olan beyindeki NHEJ aktivitesinin kaybi, prenatal dliime neden
olmaktadir. Yetiskinlerde ise norodejeneratif hastaliklara yol agabilmektedir. AD olan
kisilerde yapilan caligmalarda reaktif oksijen/nitrojen tiirleri, deregiilasyona ve
replikasyon stresi olarak bilinen yetersiz DNA replikasyonuna neden oldugu
bulunmustur. AD patogenezindeki replikasyon stresi, deregiile olan hiicre dongiisii ve
tercihen AB birikiminden kaynaklanan genomik kararsizliga yol agabilmektedir. Bu
durumlara ek olarak post mitotik noronlarda defektif DNA onarim sistemlerin varligi da
daha ¢cok DNA hasarlar1 ve daha ¢ok genomik kararsizliga neden olmaktadir. Ayni
zamanda AD beyinlerinde gozlemlenen DNA igerigindeki intraselliiler artis bu kombine
olaylardan kaynaklanabilmektedir. Yapilan calismalarda DNA-PK mutant hiicrelerin
stres altinda replikasyonu durdurmada basariz olduklar1 rapor edilmistir. AD
beyinlerinde DNA-PK ve Ku protein seviyelerinin yani sira azalan NHEJ aktivitesi
gosterilmigtir. Aynt zamanda normal yasli beyinlerde DNA-PK ve Ku protein
seviyelerinin azaldig1 gosterilmistir (Shackelford ve ark. 2006 ; Chitnis ve ark. 2014;
Kanungo, 2016).

DNA-PK ve p38 MAPK kombine olarak, Alzheimer sisteminin bir agamasini
belirleyebilmektedir. Normal yaslanma esnasinda, DNA-PK komponentleri
azaltildigindan onarilmamis DSB'ler, siirekli p38 MAPK aktivasyonunu baglatmak i¢in
yeterli olmayan bir diizeyde olusabilmektedir. Aksine, Alzheimer vakalarinda,
DSB'lerin esik seviyesi, p38 MAPK aktivasyonunu indiikleyerek A iretimini
arttirabilmektedir (Kanungo, 2017).

Litariirde antiaging gen olan Klotho ve DSB onarim mekanizmasinin (NHEJ)
yaslanma ile baglatist ayri ayr1 birgok ¢aligmada gosterilmistir. Fakat literatiirde Klotho
protein ile NHEJ yolagi arasindaki iligkiyi inceleyen ¢alisma bulunmamaktadir. Calisma
kapsaminda, literatiirde ilk defa olarak Klotho proteininin NHEJ yolaginda etkisi, bu
yolakta is yaptigi bilinen Ku70/Ku80 ve DNA-PK genlerinin ekspresyonu ve
proteinlerin islevi arastirilarak belirlenmesi hedeflenmektedir. Bunun i¢in kullanilan
hippokampal hiicre serileri ile bu hiicrelerde de NHEJ yolaginin ve ayn1 zamanda NHEJ

tamir yolaginin yaslanma patogenezindeki roliinlin anlagilmas1 hedeflenmistir.
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2.3. ANTI-AGING VE ANTIi-AGING GENLER

Medikal anlamda antiaging bir yandan yasam tarzi degisiklikleri, koruyucu
hekimlik uygulamalari, egitim ve hijyen, modern ve alternatif tibba ait ilag ve
yontemlerle kisinin yagsam kalitesini veya ortalama yasam siiresini artirmay1
amaclarken; bir yandan da molekiiler ve genetik anlamda ¢alismalarla insanin

maksimum yasam siiresinin uzatilmasi konusunda ¢aligmalar1 hedeflemektedir.

Yaslanma kac¢inilmaz fakat uzatilabilir bir silirectir. Genler ve kodlanmis
proteinleri, Onemli biiyiime faktorleri, sitokinler ve enzimlerin salgilanmasini
degistirerek yasam siiresinin uzamasinda énemli bir rol oynamaktadir (Michaud ve ark.
2013). Bu konuda memelilerde ¢ok fazla bilgi olmamakla beraber, bu organizmalarda,
TOR (Target of Rapamycin) sinyalinin yaslanmay1 hizlandirdigs; sirtuin ve Klotho gibi
genlerinin yasam siiresini uzattigi;, AMPK (adenozin monofosfata bagimli protein

kinaz) aktivitesinin yaglanmay1 yavaslattigi gosterilmistir (Hoffmann ve ark. 2008).

2.3.1.AMPK (Adenozin Monofosfata Bagimh Protein Kinaz):

AMPK, ATP tiikenmesinin bir sonucu olarak yiikksek AMP / ATP oranlarina
cevap olarak aktive edilen, enerji algilayan bir kinazdir. AMPK, AMP baglamas: ile
tamamen aktif hale getirilmis bir trimerik kompleks islevi gormektedir. AMPK
1970'lerde 5’-AMP ile aktive olan bir protein kinaz olarak kesfedilmistir (Kahn ve ark.
2005). AMPK, bir katalitik a alt birimi ve iki diizenleyici alt birim ( ve y) tarafindan
olusturulan evrimsel olarak korunmus bir heterotrimerdir. Alt birim, AMPK'ya AMP:
ATP oranin algilama yetenegini vermektedir. Sonu¢ olarak, AMP'ye bagli y alt birim,
AMPK heterotrimer kompleksinde, a alt iinitesinin katalitik cebinin agia ¢ikmasina ve
AMPK kinazin aktivasyonuna izin veren biiylik bir konformasyonel degisiklige yol
acmaktadir (Hardie ve ark. 2012). o alt birimi ayrica glikoz kithg veya enerji krizi
sinyalini, fosforilasyon olaylar1 yoluyla sayisiz alt protein hedeflerine

iletmektedir. Ornegin, AMPK, lipit ve kolesterol sentezini baskilamak igin asetil-CoA



20

karboksilaz1 1 (ACCI) ve sterol diizenleyici element baglayici protein 1c'yi (SREBPIc)
fosforile etmektedir. AMPK, hasarli mitokondri ve mitokondri biyogenezinin otofajisini
arttirmak i¢cin ULK1'1 fosforile etmektedir (Egan, 2011). Sonug olarak, hiicreler AMPK,

glikoz ve enerji sensorii yardimiyla enerji homeostazin1 korumaktadir.

2.3.2. Sirtuinler

Hiicreyi yaglanma baglantili fonksiyon azalmasindan korumada onemli rol
oynayan bir protein sinift da sirtiiinlerdir. Sirtliinlerin NAD-bagl deasetilaz ve ADP-
riboziltransferaz aktivitesine sahip olan bir protein sinifi oldugu bilinmektedir.
Memelilerde, hiicre i¢inde farkli yerlerde lokalize olan 7 tane sirtiiin bulunmaktadir
(Haigis ve Guarente, 2009). Memelilerde, yedi sirtuin homologu (SIRT1-7), DNA
sekanslarina gore dort sinifa ayrilir. Sirtuinler tipik olarak korunmus bir katalitik alan ve
degisken N ve C terminal alanlarindan olugmaktadir. Sirtl, Sirt2, Sirt3 ve Sirt5 NAD-
bagli deasetilaz, Sirt4 ve Sirt6 ADP-ribozil transferaz aktivitesine sahiptir. Sirt7 igin

heniiz hi¢bir enzimatik aktivite tanimlanmamuistir (Yu ve ark. 2009).

Memeli sirtiiinleri arasinda Sirt2 proteinine en yakin homolog olarak gdsterilen
Sirt 17 dir (Yu ve ark. 2009). Sirtl niikleus, Sirt2 sitoplazmada, Sirt3, Sirt4 ve Sirt5
mitokondride, Sirt3 ise hem niikleus hem mitokondride bulunur. Sirté ve Sirt7 ise

niikleer sirtiiinlerdir (Yamamoto ve ark. 2007).

Sirtuinler, bakterilerden insanlara genis Ol¢lide korunan proteinlerdir. Memeli
sirtiinlerinin DNA onarimi, metabolik regiilasyon, yaslanma ile ilgili hastaliklar ve
diger bircok konuda rolii oldugu bilinmektedir (Finkel ve ark. 2009). Bir¢ok
caligsma, sirtuinlerin ¢esitli norodejeneratif hastaliklara aracilik ettigini gostermistir
(Guarente, 2011). Bu ¢aligmalarda sirtuinlerin ekspresyon seviyeleri yaslanma ve

patolojik degisikliklerden etkilenmis gibi goriinmektedir.
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2.3.3. Antiaging Gen Klotho

Yaslanma mekanizmalarin1 arastiran bir Japon arastirmact grubu 1997°de
bulduklar1 bir gene Klotho’nun adimi verdiler. Yunan mitolojisinde Klotho, Lachesis ve
Atropos adli ii¢ tanriga, yasamin ipligini belirlemekte, karar vermekte ve kontrol
etmektedir. Bunlar arasinda, Klotho ilk kez farelerde tanimlanan gendir ve ’yasam
ipligini egirmek’’ anlamina gelmektedir. Farelerde Klotho geninin mutasyonuna bagl
olarak 3 haftaya kadar normal gelisme gostermekte daha sonra gelismeleri
yavaglamakta ve yaslanma belirtilerindeki artigla birlikte 8-9 hafta icerisinde 6ldiikleri
bir tablonun ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Molekiiler diizeyde yapilan analizler,
farelerde bu fenotipik Ozelliklerin ortaya ¢ikmasinda KL geninin normal islevini

yapamadigimi gostermistir (Kuro-o ve ark. 1997).

Farede 5. Kromozom {izerinde lokalize olan KL geninin, insan genomunda 13.
kromozomun q kolunda yer aldigi saptanmistir. Bu gen tarafindan kodlanan insan Kl
proteini fare proteini ile % 86 oraninda homoloji gostermektedir (Matsumura ve ark.
1998). Klotho proteini Klotho geni tarafindan kodlanmaktadir. Fare KL gen lokusu,
kromozom 5, si¢anlarda kromozom 12 ve insanlarda kromozom 13'te bulunmaktadir.
Tablo 2.1°de Klotho gen ve proteinin insan ve rodentler arasinda karsilagtirilmasi

gosterilmistir.
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Insan Rat Mouse

Klotho Gen

Kromozom 13q12 12912 5012

Gen boyutu (kb) 50 50

Ekzon sayis1 5 5 5

cDNA (kb) 5.2 5.2 5.2
Klotho Protein

Membran Protein (aa) | 1012 1014 1014

Salgilanan Protein(aa) | 549 NA 550

Soluble Protein (Kd) | 130 130 130

Insan KL geni 5 ekzon ve 4 introndan olusmakta ve 13. kromozom iizerinde

yaklagik 50 kilobaz cift’lik (kbc) bir bolgeyi isgal etmektedir. Klotho, plazma

membraninda ve golgi aparatinda bulunmaktadir. Yaslanmay1 geciktirici olan bu gen tip

1 tek gecisli transmembran glikoproteinini (farelerde 1014 aminoasit, insanlarda 1012

aminoasit) kodlamaktadir (Kuro-o ve ark. 1997,Shiraki-lida ve ark. 1998, Imura ve ark.

2004). KL geninin yeri, komsu genler, farede oldugu gibi her iki tiirde de ayni

oldugundan, sinerjiktir (Matsumura 1998). Sekil 2.4° de insan KL geni gosterilmektedir.
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Sekil 2.4: Insan KL geni

Kl geni tizerinden kodlanan hnRNA’larin alternatif islenmesi sonucunda olusan
iki farkli mRNA’dan membrana bagli (130 kD agirliginda) ve salgilanan formda (70 kD
agirhiginda) iki farkli Kl proteini sentez edilmektedir (Shiraki-lida ve ark. 1998).
Membran KI proteini amino-terminalinde kisa bir sinyal dizisi, karboksi-terminalinde
ise transmembran bolgesi tasir. Bu proteininin yaklasik 980 amino asitlik bir kismi
ekstraseluler bolgeyi olusturmaktadir. Hiicre igerisinde kalan intraseliiler bolge ise
sadece 21 amino asitlik kisimdan olugsmaktadir. Membran Kl proteinin ekstraseliiler
kismi, KI-1 ve KI-2 olarak adlandirilan iki internal tekrar bdlgesinden olusur. KI-1 ve
KI-2 tekrarlar1 arasinda kalan bolgede dort bazik amino asitlerden olusan (Lys-Lys-Arg-
Lys), proteolitik kesim i¢in potansiyel hedef dizi yer alir (Chen ve ark. 2007; Bloch ve
ark. 2009). KL1 ve KL2 katalitik domainlerin aminoasit sekanslar1 glikolis hidrolaz
(beta glikozidas) familyasinin sekanslariyla homologtur. Ancak insan ve farede bulunan
aKlothonun aktif merkezi glikozid hidrolazlarin aktif merkezine benzememektedir.
Enzimatik kataliz igin gerekli iki glutamat kalintis1 icermemektedir. Sekil 2.5 ‘de insan
KL geni tizerinden alternatif islenme sonucu kodlanan membran bagli Kl proteini ve

salgilanan Kl protein yapisi gosterilmektedir.
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Sekil 2.5 :insan KL Geni Uzerinden Alternatif Islenme Sonucu Kodlanan Membran
Bagli Kl Proteini (A) ve Salgilanan Kl Proteini (B) Yapisi (Caglayan ve Turan, 2014)

Klothonun ekstreselliiler domaini ADAM10, ADAMI17 ve B-sekretaz  -APP
yarma enzimi 1 (BACEL) gibi metalloproteinaz enzimleri ile kesilebilmektedir ve kanda
tirede ve serebrospinal sivi igine salinmaktadir (Kurosu ve ark. 2005; Imura ve ark.
2004). KI proteinin salgilanan bu formu ekstraseliiler K12 tekrari, transmembran bolge
ve intraseliiler bolgeyi tasimaz (Bloch ve ark. 2009). Klotho’nun biiyiik ekstraselliiler
domaini fonksiyonunu yerine getirmek icin ayrilir ve kan i¢ine salgilanir. Bdylece hiicre
membran Klotho reseptorii tarafindan taninan hormonal bir faktor olarak davranarak
baglanma gerceklesir (Caglayan ve Turan, 2014). Sekil 2.6° da farkli Klotho formlar1 ve

olusumlar1 gosterilmektedir.
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Sekil 2.6: Farkli Klotho Formlari ve Olusumlari (Cararo-Lopes ve ark. 2017)

Tam uzunluktaki aKlotho proteini (mKl), esasen bobreklerde ve beyin koroid
pleksusunda eksprese edilmektedir. Tam uzunluktaki aKlotho proteini hiicre zarinda
bulunmaktadir. Pek ¢cok membran bazli protein, N veya O bagh glikosilasyon ile
modifiye edilmektedir ve daha sonra hiicre =zarmma translokasyona tabi
tutulmaktadir. Bununla birlikte, aKlotho proteininin glikosilasyon modifikasyonu i¢in
herhangi bir kanit yoktur. Amino asit sekansina dayanarak birka¢ N-glikozilasyon
bolgesi ongorilmistir (Xu ve Sun, 2015). mKIl, kemik tlirevli fosfatiirik hormon
FGF23 icin koreseptorler olusturmak {izere fibroblast biiylime faktdrii reseptorleri
(FGFR'ler) ile birlesmektedir. FGF23'iin N-terminal bolgesi FGFR'lerle etkilesime girer
ve FGF23'lin C-terminal bolgesi aKlotho (Ichikawa ve ark. 2007 ; Yamazaki ve ark.
2008 ; Goetz ve ark. 2010 ) ile etkilesime girmektedir.
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(Coziinebilir a-Klotho, zardaki hem gecici reseptdr potansiyel katyon kanali alt
ailesi V’in (TRPVS) hem de renal dis mediiller potasyum kanali (ROMK) 1'in
ekspresyonunu arttirmaktadir. Bu proteinler, bobrek epitel hiicre zarinda énemli hem
Ca, * hem de K * emilim kanallaridir (Xu ve Sun, 2015). TRPVS ve aKlotho ile
cotfekte edilmis HEK293 hiicrelerinde, Ca, * alimi, aKlotho ifadesi ile orantili olarak
artmaktadir (Asai ve ark. 2012 ). Coziinebilir aKlotho'nun ¢oklu iyon kanallarini nasil
diizenledigini ve iyon akismmin yaslanma siirecine nasil katkida bulundugunu

degerlendirmek ic¢in gelecekteki calismalarda ilgi ¢ekici olacaktir.

Salgilanan aKlotho (sKl), dolasimdaki Klotho'nun ana seklidir. Hiicre zarindan
salinmasindan sonra, dolagimdaki sK1 uzak organlar1 veya dokular {izerindeki biyolojik
etkilerini uygulamaktadir. Salgilanan oKlotho proteini, KL1 alaninda, asit / baz
bolgesinin mutasyona ugradigi ve niikleofil sahasinin korundugu sadece bir sinyal
peptidi icermektedir (Xu ve Sun, 2015). Salgilanan Klotho'nun olusumunun ve
diizenlenmesinin dogasini ve salgilanan Klotho'nun etki mekanizmasini belirlemek i¢in,
Klotho'nun baglayic1 bolgelerinin veya alicilarinin tanimlanmast ve karakterizasyonu

dahil olmak iizere daha fazla ¢aligmaya ihtiya¢ vardir.

Klotho geninin ekspresyonu dokuya 6zgiidiir. Beyinde ve koroid pleksus gibi
dokularda yiiksek ekspresyon seviyesi gdzlemlenmistir. Beyindeki aKlotho formlarimin
lokalizasyonu ve dagilimi heniiz bilinmemektedir. Klotho formlar1 ve Klotho gen
ekspresyonunun degerlendirilmesi oKlotho kodlayan tiirlerin mRNA lokalizasyon

verilerine dayanmaktadir.

Insutu hibridizasyon ve immiinohistokimyasal ¢alismalar koroid pleksus
ependimada Klotho genin en yiiksek ekpresyon seviyesini gostermistir (Li ve ark.
2004). Koroid pleksusun yani sira, aKlotho kodlayan mRNA bir¢cok beyin yapisinda
(serebellum ig¢indeki purkinje hiicreleri, beyin korteksi, hipokampus striatium ve
medulla oblangata) bulunmaktadir. Clinton ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alisma, Klotho
protein ve mRNA’nin erken postnatal gelisim sirasinda oligodentritler ve ndronlarda
bulunan beyin parankima boyunca belirlenebildigini gostermistir (Clinton ve ark. 2013).
Daha sonra yapilan c¢aligmalar Klotho’nun, CNS olgunlagsma ve yaslanma sirasinda
cesitli yapilar1 ve fonksiyonlar1 etkileyebilen bir protein oldugunu ileri siirmiistiir

(Dubai ve ark. 2014). Aymi zamanda oKlotho beyindeki beyaz maddede de
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bulunmaktadir. Farelerde ve siganlarda beyaz maddenin analizi , aKlotho seviyesindeki
azalmanin yagh hayvanlar i¢in ortak bir 6zellik oldugunu gostermistir (German ve ark.
2012). Protein markirler1 ile aKlothonun kolokalizasyonu ile ilgili deneysel verilere
gore, aKlotho proteini noronlarda ve oligodendrositlerde bulunmaktadir. aKlotho,

hipokampal noronlarin dendritlerinde lokalizedir (Li ve ark. 2017).

Hipokampus beynin 06grenme ve hafiza islevi icin  kritik  bir
merkezdir. Hipokampus da normal yaslanma ve ndrodejeneratif hastaliklarin neden
oldugu fonksiyon bozukluguna duyarliligi i¢in yogun bir sekilde c¢alisiimistir. Bu
nedenle, hipokampus KL protein fonksiyonunu anlamak ve bilis ve hafiza fonksiyonunu
arttirma potansiyelini belirlemek i¢in 6nemli bir bolge olmaya devam etmektedir. KL
eksikligi olan hipokampusun erken karakterizasyonu, oksidatif stresin arttigina,
apoptozis markorlerinin artisina ve artmis stokastik noéron Oliimiine dair kanit
gostermistir (Nagai ve ark. 2003;Shiozaki ve ark.2008). Beyindeki Klotho gen
ekspresyonunun bolgesel ve hiicresel 6zgiilliigli ve bunun bilingsel fonksiyonlarina
etkisi goz Oniine alindiginda, aKlotho'nun bir organizmanin gelisimi ve yaslanmasi
sirasinda  beyin yapilarim1  ve fonksiyonlarmi belirgin  bir sekilde etkiledigi
diistiniilmektedir. Sekil 2.7 de KL ile iliskili beyin bolgeleri ve KL proteinleri, beynin

noronal ve ndronal olmayan bolgelerinde etkisi gosterilmektedir.

Beyaz Madde I:orond Pleksus

* SN Baskin KL ekspresyonu

KL-eksikligi: azalan S B
fibria hacmi ve A Brasy

oigodendrosit sayisi

Serbellum
*KL-eksikligi:
Purkinje hiicre kayb

Spinal Kord
*KL-eksikligi:azalan axon
transportu

Striatum d
*KL-eksikligi: Daha az
dopaminerjik néron ve

rtan oksidatif stres

Sekil 2.7: KL Ile liskili Beyin Bélgeleri ve KL Proteinleri, Beynin Néronal ve Néronal
Olmayan Bolgelerinde Etkisi (Voa ve ark. 2018).
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Farkli hiicre dis1 sinyallerin ¢oklugu, onlarin reseptdrleri ve hiicre i¢i sinyal
iletim yolaklar1 olduk¢a az sayida sinifa ayrilir ve esas amag, benzer sinyal yolaklariin
genellikle farkli hiicresel stiregleri nasil diizenledigini anlamaktir. Aksine ayni hiicre
icindeki ayni sinyal iletim bilesenlerinin farkli reseptorlerle aktive edilmesi siklikla
farkli hiicresel cevaplara yol agmaktadir. Sinyal yolaklarinin ve yolaklarla proteinlerin
baglantili olmas1 6zgiil tedavilerin tasarlanmasi i¢in Onemli molekiiler ipuglari

saglayacaktir (Lodish ve ark. 2011).

Klotho, baz1 6nemli intraselliiler sinyal yolaklarin (IGF-1, FGF23, cAMP, PKC,
TGF-4, p53/p21 ve Wnt) regiilasyonuna katilmaktadir. Arastirma sonuglar1 KL geninin,
memelilerde yaslilik siirecinde ve yaslanma ile ilgili hastaliklarda 6nemli rol oynadigini

gostermistir. Sekil 2.8’de Klotho proteininin hiicre i¢i sinyal yolaklara katiliminin

sematik gériniimii gosterilmistir.

> | TGF-B1 l

p21

IL-6 % I{-S y \
4 | Foxo B Aging
J;QQW‘ \ Senescence

MnSOD

Sekil 2.8: Klotho Proteininin Hiicre I¢i Sinyal Yolaklarina Katiliminin Sematik
Goriintimii (Sopjani J. ve ark. 2015).
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Cesitli caligmalarda hiicre ylizeyinde FGF23-Klotho kompleksinin olusumunu
ve ardindan Erk1/ 2, p38, JINK, AKT, IkB ve GSK-3p (Li ve ark. 2011; Urakawa ve ark.
2006 ) fosforilasyonu da dahil olmak iizere asagr yondeki sinyal yolaklarinin
aktivasyonu gosterilmistir (Medici ve ark. 2008). FGF23'lin sinir dokusunun
gelisiminde herhangi bir rol oynayip oynamadigi hala bilinmemektedir. Bununla
birlikte, FGFR substrat 2'nin (FRS2) fosforilasyonunun, eksojen aKlotho ile hiicrelerin
tedavisi altinda uyarildigi, FRS2, Akt ve ERK'dan yukari dogru bir FGF aracili sinyal
yolunun bir pozitif regiilatorii oldugu ve daha sonra FGF reseptoriiniin aktivasyonu

stirasinda oligodendrositlerde fosforile edildigi bulunmustur (Bryant ve ark. 2009).

aKlotho'nun katalitik olarak aktif domeni ayrica [ glikosidaz aktivitesinden
dolayt Na * / K * ATPaz’1 aktive etmektedir (Sopjani ve ark. 2011). Ozellikle
beyindeki koroid pleksusta, membran Na * / K * ATPazlar1 aKlotho'nun B glikosidaz
aktivitesi icin substratlardir (Imura ve ark. 2007). Na * / K © ATPazlar, Src tirozin
kinazlar ve IP3 alicilar1 (inositol 1,4,5 trisfosfatla aktive Ca, * kanallari) ile etkilesime
girmektedir. Src kinaz ve Ca,"ya bagl olarak Src kinazlari ve hiicre igi sinyal
basamaklarin1 aktive etmektedir (Aperia ve ark. 2016). Ayrica ERK'nin katiliminm

iceren Src bagimsiz sinyal basamaklar1 da aktive etmektedir (Madan ve ark. 2017).

Chen ve arkadaslari, aKlotho'nun hiicre i¢i Akt ve ERK1 /2 (MAPK) tizerindeki
etkisine iliskin bilgilere dayanarak, HEK293 ve gogiis kanseri hiicreleri {lizerinde in
vitro ¢alismalarda aKlotho'nun bu kinazlarla protein fosforilasyonunu ve bu kinazlarin
fare beyninden OPC kiiltiiriinde fosforilasyonunu indiikleyip indiiklemedigini
calismislardir. aKlothonun PTEN, 3-fosfinosit, bagimsiz protein kinaz 1 (PDKI1), Akt
protein kinaz ve glikojen sentaz kinaz 3 (GSK3) gibi kinazlarin ve substratlarin
fosforilasyonunu uyardigini1 bulmuslardir. Bunun yanisira ERK1 / 2'nin fosforilasyonu
da indiiklenmektedir. Bu ¢alisma, Akt sinyal yolunun ve daha az oranda ERK1 / 2
yolunun, aKlotho etkisi altinda in vitro oligodendrosit farklilagsmasinin arttirilmasindaki

katilimin1 gostermektedir (Chen ve ark. 2013).

P53 proteini hiicre dongiisliniin durmasi, apoptozis, senesens ve sag kalmanin

reglilayonuna katilan komleks sinyalleme aginin merkezinde bulunur. Klotho eksikligi,
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yeni hiicrelerin olusumunu inhibe ederek ve yaslanan hiicrelerin sayisini artirarak p53 /
p21'nin asir1 ekspresyonuna neden olmaktadir (Olivera 2006). SK1 vaskiiler endotel
hiicrelerinde bir hormon gibi davranmaktadir. Calismalar sKl1'in insan gobek dokusunda
kaspaz 3 / kaspaz 9 ve p53 / p21 yollarii inhibe ederek vaskiiler endotel hiicrelerinde
H.O, kaynakli apoptozu ve senesensi azalttigini gostermistir. Bu nedenle, Klotho
takviyesi, pS3 / p21 sinyal yolunu inhibe ederek hiicresel yaslanmay1 azaltmaktadir
(Ikushima ve ark. 2006). Bununla ilgili olarak p53/p21 bagimli yolak sayesinde hiicresel
yaslanmanin Klotho duyarli inhibisyonu, Akt/PKB inaktivasyonunu direk ya da indirek
gerceklestirebilmektedir (Miyauchi ve ark. 2004).

Klotho geninin asir1 ifade edilmesinin yasam siirecini uzatma mekanizmasindaki
temel etkinin insiilin/ IGF sinyal yolagini baskilamasi iizerine oldugu ileri siiriilmektedir
(Kenyon, 2011). Insulin-benzeri sinyallesmenin baskilanmasi &mriin uzamasini
indiikler. Bu durum oksidatif strese (Oxr) ve diger stres uyaranlarma direng
olustururken, mitokondride reaktif oksijen tiirlerinin yok edilmesini saglayan Mn
superoksit dismutaz (SOD) gibi birgok stres-savunma-ilgili enzimin sentezlenmesini de
arttirir.  Boylece, degismis IGF sinyallesme yolaginda ortaya ¢ikan insan IGF1R'deki
genetik degisiklikler, insan Omriiniin modiilasyonunda bu yolagin bir rolii oldugunu
diisiindiirecek sekilde, insan dmriiniin uzamasina yatkinlikta bir artis saglar (Kuro-o ve
ark. 2009). Klotho aynm1 zamanda insiilin/IGF sinyal yolagi tarafindan baskilanan
forkhead transkripsiyon faktoriinii (FoxO) aktive etmektedir (Kops ve ark. 2002).
Yapilan son calismalarda, Klotho FoxO3a’nin PI3K/AKT aracili fosforilasyonunu
inhibe ettigi ve bdylece FoxO3a’min manganez siiperoksit dismutaz (MnSOD)
promotoruna baglanmasini hizlandirdigr bulunmustur. Sonug¢ olarak mitokondride

MnSOD mRNA ve protein seviyeleri arttigi ileri siiriilmiistiir (Lim ve ark. 2017).

aKlotho'nun beyindeki sinyal iletim yollar ile etkilesimi hakkinda nispeten az
veri vardir ve aKlotho'nun transkripsiyon faktorlerinin sentez / aktivite seviyelerini nasil
degistirdigi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Son yillarda Alzheimer hastalarinda
insulin / IGF sinyal yolag: ile baglantili calismalar bulunmaktadir. Yokoyama ve
arkadaslarinin yaptig1 caligmalarda KL varyantlarinin uzun omiirliiliige olan genetik
etkileri arastirilmis ve bu varyantlarin beynin yapisal ve fonksiyonel biitiinliigiinii

destekledigi bulunmustur (Yokoyama ve ark. 2015). Ayrica, yiiksek serum Klotho
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diizeyleri Alzheimer ve yaslanmaya karsi savunmasiz olan beynin 6nemli fonksiyonel
aglarindaki daha biiyiik intrinsik baglantili Slgiimlerle iliskilendirilmis ve yiikselen
Klotho seviyelerinin kritik beyin bolgelerinin ag baglantisinin artmasiyla giiclii bir
beyni tesvik ettigi ileri siiriilmiistiir (Yokoyama ve ark. 2017). Yapilan bir ¢caligmada
insulin / IGF sinyal yolag1 inhibisyonunun homolog olmayan ug birlestirme yolagi tamir

mekanizmasini geciktirdigi bulunmustur (Chitnis ve ark. 2014).

Yapilan calismalarda oksidatif stres ve sonucunda olusan serbest oksijen
radikallerinin hiicre O6limiine neden oldugu belirtilmistir. Klotho proteininin fazla
miktarda sentez edilmesi anlamli olarak oksidatif strese diren¢ kazandirarak yaslanma
siirecini yavaslatmakta ve yasam siiresini uzatmakta oldugu bilinmektedir. Bunun yani1
sira oksidatif hasara ve ndronal hiicre Olimiine yol acan reaktif oksijen tiirlerinin
tiretimi, Alzheimer hastaligini i¢eren ndrodejeneratif hastaliklarin patogenezinde 6nemli
bir rol oynamaktadir (Zeldich ve ark. 2014). Fareler ile yapilan ¢aligmalarda yiiksek
aKlotho gen ekspresyonunun dopaminerjik néronlari, apoptoz sinyali diizenleyici kinazi
1 (ASK1) ve p38MAPK sinyal yollarinin modiilasyonu yoluyla oksidatif hasardan
koruduguna dair kanitlar vardir (Brobey ve ark. 2015).

2.4. DNA TAMIRi VE YASLANMA

Dogal sartlar altinda, DNA siirekli olarak ya ekzojen ¢evreden gelen (UV 15181,
Iyonize radyasyon ve kimyasal ajanlar) ya da endojen metabolik siireclerden
kaynaklanan (reaktif oksijen tiirevleri, replikasyon catal kiriklar1 vb.) sayisiz risk
faktoriine maruz kalmaktadir. Bu risk unsurlari, sitirekli olarak normal DNA
kodlanmasini tehdit eder ve DNA hasarina neden olur. Bu yilizden hiicreler genomik
biitlinliigiinli korumak amaciyla ¢esitli onarim mekanizmalar1 gelistirmislerdir. Bunlar
dogrudan ve dogrudan olmayan onarim mekanizmalar olarak iki ana gruba ayrilir
(William ve ark. 2002). Dogrudan olmayan onarim; proof-reading ile onarim, kesip
cikarma ile onarim (baz kesip c¢ikarma ve niikleotid kesip ¢ikarma), cift zincir
kiriklarinin onarimi (homolog rekombinasyon ve homolog olmayan rekombinasyon ile

onarim), yanlis esleme onarimi ve SOS onarimi seklinde siralanirken; dogrudan onarim



32

ise; fotoreaktivasyon ile onarim, O6-MGMT ile onarim, basit tek zincir kiriklarinin

onarimi seklinde olabilmektedir.

DNA hasarmin pek ¢ok tipi arasinda DNA ¢ift zincir kiriklar1 (DSB) nadir
olusan, fakat ¢ok ciddi olumsuz sonuglar1 olan bir mutasyon seklidir. DSB, iki tip yolak

sayesinde onarilabilir. Homolog rekombinasyon (HR) ve homolog olmayan ug

birlestirme (NHEJ).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, maya ve diger 6karyotlarda korunan DNA son
rezeksiyonu yollarinin genetik gereksinimlerinin anlagilmasi konusunda biiyiik ilerleme
kaydedilmistir. Onemli olarak, maya ve insan proteinleri ile DNA ug rezeksiyon
reaksiyonlarinin in vitro olarak olusturulmasi ile 6nemli sonuglar elde edilmistir. DSB
onarim yolu se¢iminin muhtemelen kromatine bagli faktorler, hiicre dongiisiine bagh
diizenlemeler, NHEJ ve HR onarim makineleri arasindaki koordineli etkilesim dahil
olmak tizere ¢oklu diizenleme mekanizmalari tarafindan belirlendigine dair ¢alismalar

vardir.

HR tercih edilen DSB onarim yolu oldugunda DNA-PK kompleksi hizli bir
sekilde tiim hiicre dongiisii fazlarinda DSB'lere yerlesmektedir. S asamasinda Ku,
Ku70'in siitununda ve koprii bolgelerinde DNA-PKcs ile fosforile edilmektedir. Bu
fosforilasyon, daha az kat1 bir DNA baglanmasina yol acan ve DSB ug¢larindan Ku'nun
salinimini tesvik eden yapisal bir degisime neden olmaktadir. Ku yer degistirmesi, ya
dsDNA'ya diisiik bir afinite aracilik eder ya da MRN / CtIP proteinleri tarafindan
desteklenir. Bu, DSB uglarin1 serbest birakir ve sonugta S fazinda DSB onarimi1 HR-

aracili olarak sonuglanan DNA ug¢ rezeksiyonunun baslatilmasini saglamaktadir (Shim

ve ark. 2010).

NHEJ’in tesvik edilmesi DNA hasar1 tepki faktorii 5S3BP1 ile homolojiye
yonelik onarim1 (HDR) engelleyerek islev gormektedir. 53BPI, iki efektdr proteini
yoluyla rezeksiyon iizerindeki inhibisyonuna aracilik etmektedir : RIF1 ve PTIP, her
ikisi de 53BP1 ile etkilesime giren 53BP1'in (Callen ve ark. 2013 ; Zimmermann ve ark.
2013) ATM'ye bagimli fosforilasyonunu gerektirmektedir. Bu efektorlerin NHEJ'e
neden olan rezeksiyonu nasil bloke ettigi heniiz bilinmemektedir. Rezeksiyon

niikleazlarini, DNA uglarina erigsmelerini onleyerek ve / veya niikleazlar veya
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kofaktorleri ile katalitik aktivitelerini hafifletmek icin dogrudan etkilesimler yoluyla
inhibe edebilirler. Bagka bir ¢calisma ATM kinazin bir fosforilasyon hedefi olan 53BP1',
DNA son rezeksiyonu negatif diizenleyicisi olarak tanimlamistir. 53BP1’in Gl'de
(Bothmer ve ark. 2011 ) rezeksiyonu negatif olarak diizenledigi gosterilmistir. BRCAL1
ise rezeksiyona izin vermek i¢in S fazinda 53BP1'in ¢ikarilmasini desteklemektedir.
Boylece rezeksiyonun olusmasina izin verilmektedir (Bunting ve ark. 2010). Sonug
olarak, BRCA1'den yoksun hiicrelerde, rezeksiyon S fazinda yukar1 dogru diizenlenmez
ve replikasyonla iligkili DSB'lerde uygunsuz NHEJ olusur ve bu da biiyiik kromozomal

diizenlemelere yol agmaktadir. Sekil 2.9°da DSB onarim yolu se¢imi gosterilmistir.

y
L s3srr
o \\___,//
MRN -
] PTIP
RIF1
PTIP o
0 - 3'to 5'exo 5'to 3'exo + 5'flap endo
( MR W
[ s3sp1 o EXO1 + BLW/DNA2
< 4 :
3
Ku Ku
-l s/G2

Sekil 2.9: DSB Onarim Yolu Se¢imi (James ve Patric, 2014)

2.4.1.Homolog Rekombinasyon (HR)

HR, tipik bir genetik rekombinasyondur ve homolog DNA sekanslarin varligini
gerektirmektedir. Hiicre dongiisiiniin S/G2 fazinda meydana gelerek direk onarimi
gerceklestirmektedir. Homolog rekombinasyon, DNA replikasyonunda DSBlerin
hatasiz bir sekilde tamir edilmesini saglamaktadir. Bu islemi sablon olarak birbirine
yakin diger kardes kromatiti kullanarak yapar. Cogalan hiicrelerde bir kardes kromatit
bulunmasi durumunda bu islem hiicre dongiisiiniin ge¢ S ile G2/M fazinda HR’nin
kisitlanmasiyla gergeklesmektedir. Ayrica HR, mayoz I’de replikasyon g¢atallarinin

korunmasi, telomerlerin bakimi ve kromozom ayrimimin korunmas i¢in de gereklidir.
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HR, embriyonik sinir sistemi gelisiminin erken c¢ogalma asamasindaki baskin DSB

onarim yolu olarak bilinmektedir (Jeppesen ve ark 2011; Orii ve ark.2006).

2.4.2.Homolog Olmayan Ug Birlestirme (NHEJ)

DSB onarimi olan NHEJ; kirilan ug¢larda homolog sekanslarin yonlendirmesi
olmadan direkt olarak baglanmasiyla karakterize bir tamir mekanizmasidir. NHEJ
hiicre dongiisiinlin tim fazlarinda meydana gelebilmektedir (Lieber ve ark. 2010).
NHEJ’in ilk asamasi, iki ¢ift zincir kirikkli DNA bdlgesine yakin ve uzak uglardan
dogrudan baglanarak onu yikilmaktan koruyan Ku70 ve Ku80 heterodimerik protein
kompleksini gerektirmektedir. Ku70 ve Ku80 kompleksi ayni zamanda DNA-bagimli
protein kinaz katalitik alt birimi (DNA-PKcs) ile birlesmektedir. Bu multiprotein
kompleksi DNA uclarin1 stabilize eder ve hizaya sokar. Her bir ¢ift zincir kirik
uclarinda ¢ift zincir kiriklarin kompleksliligi ve uglarin dogasina bagli olarak farkli
NHEJ faktorleri stirece dahil edilir. DNA-PKcs bir endoniikleaz olan Artemisi aktive
eder. Artemis komplementer niikleotid uzantilarin1 ortaya ¢ikarmak i¢in kirik 3’ ve 5’
tek zincir c¢ikintilarimi diizeltir. Artemis tarafindan sarkan uclarin olusturulmasindan
sonra XRCC4/ligaz 4 kompleksi tarafindan ligasyon yapilarak NHEJ onariminin son
adimi gerceklestirilmektedir (Iyama ve Wilson 2013). Sekil 2.10°’da Homolog olmayan

ug birlestirme (NHEJ) mekanizmasi gosterilmistir.
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Sekil 2.10: Homolog Olmayan Ug Birlestirme (NHEJ) Mekanizmas1 (Kanungo, 2016)

Ku proteini, 70 kD (Ku70/XRCC6) ve 80 kD (Ku80/XRCCS5) alt iinitelerden
olusan bir heterodimerdir. NHEJ'deki ilk adim, Ku heterodimerin DSB'yi tanimasi ve
baglanmasidir. Ku heterodimeri DSB uglarina baglandiginda, hasar alanina diger NHEJ
faktorleri olan DNA-PKcs, Xray capraz tamamlayici protein 4 (XRCC4) ve DNA
Ligaz IV proteinlerini toplamaktadir (Davis ve Chen, 2013).

Yapilan bir ¢alismada hiicre hatlarindan biri olan Jurkat hiicrelerinde Ku70
yiiksek oranda eksprese edildiginden shRNA ile Ku70 ifadesi diisiiriilerek, apoptoz ve
hiicre dongiisii ile iliskisi arastirilmistir. DNA hasar1 onarim kapasitesi analiz edilerek
ilging bir gekilde hem NHEJ hem de HR onarim verimliliginin Ku70 susturma
isleminden sonra azaldigr bulunmustur. Ek olarak, Ku70 eksikliginin, apoptozun
diizenlenmesindeki roliinii gosteren BAX gibi proapoptotik genlerin  asirt
ekspresyonuna yol ac¢tigin1 tespit edilmistir. Ku70'in susturulmasinin, Jurkat
hiicrelerinde birikmis DNA hasart ve DSB bozuklugu ile sonuglandigi, daha fazla
apoptoz, hiicre ¢ogalmasini ve hiicre dongiisi durmasini azalttigr gozlemlenmistir (Yu

ve ark. 2018).

NHEJ, DSB'nin Ku70 ve Ku80 alt birimlerinden olusan Ku heterodimer

tarafindan algilanmasi ve baglanmasi ile baglatilmaktadir (Mari ve ark. 2006; Uematsu
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ve ark. 2007). Ku, dsDNA uglari i¢in son derece yiiksek bir afiniteye sahip bol miktarda
bulunan bir proteindir, kirilmig DNA molekiiliiniin uglar1 iizerine sekans bagimsiz
olarak kayan halka seklindeki bir proteini olusturmaktadir (Mimori ve ark. 1986; Dovns
ve Jackson 2004). Ku70 / 80 DNA'nin seker omurgasina baglanir ve boylece DNA'ya
baglanma kabiliyetini ag¢iklamaktadir ~ (Walker ve ark. 2001). Bir DSB'nin
indiiksiyonunu takiben, Ku70 / 80, DNA hasara ugradig1 bolgeye birkag¢ saniye i¢inde
baglanmakta ve bunu tiim hiicre dongiisii fazlarinda yapmaktadir (Shao ve ark. 2012 ;
Britton ve ark.2013). Ku, DSB'ye baglandiktan sonra, birincil islevini, NHEJ makinesini
DNA lezyonuna almak icin bir iskele gorevi goren NHEJ'de gerceklestirir. Ku
heterodimerinin DSB'lerde gerceklestirdigi ikincil bir fonksiyon, kirtk DNA
molekiiliiniin uglariin tiim hiicre dongiisii fazlarinda baglanma ve korunmalarinda
genel bir rol oynamaktir (Shao ve ark. 2012). Ku, kirtk DNA molekiiliiniin iki ucunu, in
vitro bir sinaptik kompleksi olusturarak bir arada tutar ve in vivo olarak DSB uglarmin
pozisyonel stabilitesi i¢in de gereklidir (Soutoglou ve ark.2007). Ku'nun DSB uglarini
siirdlirme ve stabilize etmedeki roliiniin onlar1 spesifik olmayan islemlerden korumalari
olasidir. Spesifik olarak Ku'nun, ekzoniikleaz 1 ve Mrell / Rad50 / Nbs1 kompleksini

iceren DNA son islem enzimlerini bloke ettigi gosterilmistir (Sun ve ark. 2012).

Yapilan g¢aligmalar Ku70'in fosforile oldugunu ve bu fosforilasyonun, Ku
heterodimerinin DNA'dan S fazinda yer degistirmesine yol actigini gostermistir.
Fosforilasyon bolgeleri kopriiniin ilmek bdlgelerinde ve Ku70'in siitun bolgelerinde
bulunmaktadir. Bu kalintilardaki fosforilasyon, dsDNA baglanma kanalinin
genislemesine ve daha az kati DNA afinitesine neden olmaktadir. Bu sonuc¢ta Ku'nun

dsDNA uglarindan kolayca kaymasina neden olmaktadir.

Lee ve arkadaslarinin yaptigi son bir ¢alisma, Ku70'in siitun ve koprii
bolgelerinin birlesme yerindeki fosforilasyonun, Ku'nun DSB'lerden ayrismasina
aracilik ettigini kanitlamaktadir. Bu bolgelerdeki fosforilasyon, Ku70'in DSB uglarina
olan afinitesini azaltmaktadir. Ku70'in fosforilasyonunun, Ku heterodimerinin DNA
uclarindan ayrilmasindan sorumlu bir konformasyonel degisikligi indiikledigini
diistindiirmektedir. Ku70'in fosforilasyonunun ortadan kaldirilmasi, Ku'nun DSB'lerde
siirekli tutulmasina yol acar, bu da DNA ucu rezeksiyonu ve HR'de, 6zellikle S fazinda

onemli bir diislise yol agcmaktadir. HR'deki bu azalma, bu fosforilasyon bdlgelerinin
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NHEJ icin gerekli olmadigindan spesifiktir. Sonuglar, Ku70 / 80'in DSB'lerden
fosforilasyon aracili ayrismasiin DNA uglarini serbest biraktigini, S fazinda HR'nin
baslamasina izin verdigini ve memeli hiicrelerinde bir DSB onarim yolu seg¢imi

mekanizmasi sagladigini gostermektedir (Lee ve ark. 2016).

Ku80'in C-terminal bolgesi i¢in protein / protein etkilesimleri yoluyla DNA-PK
aktivitesini uyarmada rol oynamistir; ancak, bu uyarici etkilesimlerin yeri ve kapsami
tartisilmaktadir. Yapilan ¢alismalar, Ku80'in C-terminal bdlgesinin, Ku heterodimer-
DNA etkilesimi {izerinde biliylik yapisal degisikliklere ugradigini ve Ku80'in C-
terminalinin DNA-PKcs ile dogrudan etkilesime girdigini gostermistir (Harris ve
ark.2004, Hammel ve ark. 2010).

Yapilan son bir ¢aligmada, Ku80'in C-terminalindeki farkli boélgelerin, Ku'nun
bagli oldugu DNA substratinin yapisina bagli olarak DNA-PK aktivitesinin
uyarilmasindan sorumlu oldugunu gostermektedir. Bu, Ku'nun DNA uzunluguna,
c¢ikmalarin varligina ve ¢ikmalarin oryantasyonuna dayanan farkli DNA yapilarini
tamidigim1 ve ardindan DNA-PK'yi farkli sekilde aktive ettigini gdstermektedir. Ek
olarak, 5 ‘'ecikintilarindaki DNA substratlari dizisinin DNA-PK aktivitesini
degistirebildigi de gosterilmistir. llgingtir ki, bu modiilasyon Ku80 C-terminali yapisal
bolgelerinden bagimsizdir ve ayrimeciligin @ DNA-PKes ile igsel oldugunu
gostermektedir. Ayrica, DNA-PK aktivasyonu, in vivo olarak NHEJ yoluyla artan DNA
onarimi ile paraleldir (Woods ve ark. 2015)

DNA hasarina bir yanit olarak, PI3 kinaz ailesi iiyelerini iceren pek c¢ok kinazin
ekspresyon ve aktivitesi degismektedir. Bu kinazlardan biri olan DNA-PK ’nin
enzimatik aktivasyonunun rolii tam olarak bilinmemekle beraber NHEJ’de 6nemli bir
role sahiptir. DNA-PK, tiirler boyunca korunmustur ve transkripsiyon, DNA
rekombinasyon ve onarmmina katilmaktadir. DNA-PK, katalitik altiiniteden (DNA-

PKcs) , p460 ve diizenleyici altiiniteden (KU) olusan bir holozenzimdir.

DNA-PKcs fosfatidilinositol-3 (P1-3) kinaz benzeri kinaz familyasinin (PIKK)
bir {iyesidir, iki DNA hasar1 duyarli proteinleri ATM ve ATM / Rad3 ile ilgili proteini
ATR de igermektedir (Abraham, 2004; Bakkenist, 2004). DNA-PKcs'nin N-terminal

bolgesi, bir protein-protein etkilesim arayiizii olarak islev goren HEAT (Huntington-
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elongation-A-subunit-TOR) tekrarlarindan olusmaktadir. Proteinin C-terminal bdlgesi
PI3 kinaz alanini igerir, bunlar N-terminal olarak FAT (FRAP, ATM, TRRAP) alani ile
ve C-terminal olarak FATC (FAT C-terminali) alan ile ¢evrilidir (Perry ve ark.2003,
Hartley ve ark. 1995). DNA-PKcs'nin yapisal calismalari, proteinin N-terminal
kisminin, muhtemelen dsDNA'ya baglanan bir merkezi kanal olusturan bir kiskag
seklinde bir yapr tirettigini ve C-terminal alanlarinin, kiskaclarin {izerinde oturan bir tag

yapisini olusturdugunu gostermektedir (Williams ve ark. 2008; Sibanda ve ark. 2010).

DNA-PK, memeli hiicrelerinde DSB'nin onarimin1 baslatir ve kinaz aktivitesi ile
NHEJ’i diizenlemektedir. DNA-PK, hem protein / DNA etkilesimlerini hem de protein
/ protein etkilesimlerini gerektirmektedir (Drouet ve ark.2006; Pawerczak ve Turchi,
2008). Aktivasyonun ardindan DNA-PK, p53 ve RPA dahil olmak {izere birgok dnemli
hedefi fosforile etmektedir (Furuta ve ark. 2002 ;Woods ve ark. 2013). Daha once
DNA-PK'nin bagli oldugu DNA'nin DNA-PK aktivasyonunu degistirdigini bildirilmistir
(Pawelczak ve ark. 2005). DNA'nin her dizisinin DNA-PK aktivasyonu iizerinde
benzersiz bir etkisi vardir, ¢iinkli 5 'ucu dogrudan kinazi aktive ederken, 3' ucu kopma
boyunca DNA terminalini kavramaktadir. Bununla birlikte, DNA-PK'nin farkli DNA
substratlarini tanidig1 ve bunlara tepki verdigi mekanizma bilinmemektedir (Pawerczak

ve Turchi, 2008).

DSB'ye DNA-PKcs alimi, DNA-PKc'lerin dogrudan enzimin Kkatalitik
aktivitesinin aktivasyonu ile sonuglanan DSB sonuna erismesine izin veren dsDNA
tizerinde ice dogru Ku heterodimerinin yer degistirmesine neden olmaktadir (Calsou ve
ark. 1999). Ku-DNA kompleksine baglanmanin, DNA-PKcs'nin Kkatalitik aktivitesini
uyardig1 mekanizma agikca anlagilmamistir. Ku-DNA kompleksine baglanmanin, PIK3
kinaz alanini ¢evreleyen FAT ve FATC alanlarinda bir konformasyonel degisiklige yol
actigint ve bu konformasyon degisikliginin, katalitik gruplarin ve / veya ATP baglama

cebinin degismesine neden olacagi tahmin edilmektedir (Davis ve Chen, 2013).

NHEJ'deki DNA-PKcs'nin fonksiyonu, protein kinaz aktivitesine siki sikiya
baglidir. DNA-PK’ larin in vitro olarak ¢ok sayida proteini (Ku 70, Ku80, XRCC4 ve
Ligaz 4) fosforile edebildigi gosterilmistir. En iyi karakterize edilmis DNA-PKcs
substrati, DNA-PKcs'in  kendisidir. in vitro yapilan ilk ¢aligmalar, DNA-

PKC'lerin otofosforilasyona maruz kaldigin1 gostermis ve bu, otofosforile edilmis
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DNA-PKc'lerin DNA'ya bagli Ku'dan ayrilmasina neden oldugu gosterilmistir (Lees-
Miller ve ark.1990; Block ve ark. 2004). SAXS (Single Angle X-ray Acattering)
kullanilarak yapilan bir ¢alismada, DNA-PKcs'lerin otofosforilasyonu konformasyonel
degisiklige neden olarak DNA-PK'lerin DNA'ya bagli Ku'dan otofosforilasyonla
indiiklenen DNA-PKc'lerin salinimini tesvik edebilecegini gdsterilmistir (Dobbs ve

ark.2010; Hammel ve ark. 2010).

Cok sayida fosforilasyon bdlgesi, DNA-PKcs 'in farkli bolgelerinde
kiimelenmistir. Sekil 2.11’de  DNA-PKcs proteini iginde fosforilasyon bolgeleri

gosterilmistir.

Replikasyon Stres-

DSB- indikli indukla ATR Fosforilasyon
Otofosforilasyon DSB- indkli ATM
Fosforilasyon DSB -induklu
/ L \ Otofosforilasyon
Se hi9d6
S Seri004 Serd205 Th33se
: -
FAT Kinase g

Sekil 2.11: DNA-PKcs Proteini I¢inde Fosforilasyon Bélgeleri (Davis ve ark. 2014)

Fosforile edilmis ve otofosforile edildigi tespit edilen iki 6nemli fosforilasyon
bolgesi, threonine 2609 (T2609) ve serin 2056 (S2056)’dir. En iyi karakterize edilen
DNA-PKcs fosforilasyon kiimesi, treonin 2609 (T2609) kiimesidir. T2609 bolgesinin
fosforilasyonu DNA-PKcs kendisi, ATM ve ATR tarafindan fosforile edilmistir. Bu
gruplarin fosforilasyonu NHEJ i¢in énemlidir ¢linkii fosforilasyon yerlerinin mutasyonu
sonucu DSB onarimi daha az etkili olmaktadir (Yajima ve ark. 2006; Chen ve ark.
2007). Ayrica Ser2056 ve Thr2609 fosforilasyon kiimeleri, DSB'nin uclarinin
korunmasinda rol oynayabilir. Ser2056'daki fosforilasyon DNA wu¢ islemesini
sinirlandirirken Thr2609 bunu desteklemektedir (Cui ve ark. 2005; Meek ve ark. 2007).

Thr2609 kiime fosforilasyonu ve DNA-PKcs'min konformasyonel degisimi, diger
DNA tamir molekiilleri ile iligkisini kolaylastirmaktadir. DSB onariminda ATM ve
Artemis arasindaki koordinasyon, Thr2609 kiimesinde DNA-PKcs fosforilasyonunu
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gerektirmektdir. Clinkii fosforlanmis DNAPKcs, Artemis'i DNA uglarina alip

endoniikleaz aktivitesini kolaylastirmaktadir (Goodarzi ve ark. 2006).

DNA-PKcs'deki en kapsamli ¢alisilan fosforilasyon olaylarindan biri, ABCDE
kiimesinin otofosforilasyonudur (T2609, S2612, T2620, S2624, S2056, T2638 ve
T2647). ABCDE bdélgelerinde etkili bir otofosforilasyon yapamama yetersizligi, Rad51
odaklari (HR'nin baglatilmasi) ABCDE / alanin mutantlarini eksprese eden hiicrelerde
geciktirildigi i¢in alternatif DSB onarim yoluna miidahale edebilmektedir (Shibata ve

ark. 2011).

Yapilan ¢alismalarda, islevsel bir Thr2605 kiimesi (insan Thr2609) bulunmayan
DNA-PKcs3A nakavt mutant farelerde erken oliimciil ve dogustan kemik iligi
yetmezligi goriilmektedir. DNA-PKcs3A farelerinden tiiretilen hiicreler, replikasyon
stres maddelerine karst olduk¢a hassastir ve bir¢ok onarim yolunda bozulma
gostermektedir. Bu bulgular, fizyolojik kosullar altinda in vivo Thr2609 kiime
fosforilasyonunun kritik fonksiyonunu ve gereksinimini gostermistir (Zhang ve ark.
2011).

DNA-PKcsnin diger iyi karakterize edilmis fosforilasyon kiimesi, serin 2056
(Ser2056) kiimesidir Serine 2056, in vivo olarak DSB'lere yanit olarak iyi niyetli bir
otofosforilasyon bdlgesidir ve Ser2056 kiimesinin fosforilasyonu, NHEJ i¢in bu
kiimenin fosforilasyonunun azaltilmasinda, radyoaktif duyarliligin artmasina ve daha az
verimli DSB onarimina neden oldugundan 6nemlidir ( Cui ve ark. 2005; Chen ve ark.
2005). Meek ve arkadaslari tarafindan S2056, birin vitro DNA-PK fosforilasyon
bolgesi ve bir in vivo otofosforilasyon sahasi olarak tanimlanmistir (Cui ve ark. 2005;
Meek ve ark.2007). Gergekten de, S2056'nin DNA hasarina cevaben fosforilasyonu,
hiicrelerde DNA-PK aktivasyonunun giivenilir bir gostergesi olarak yaygin sekilde

kabul edilmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma icin, Gaziosmanpasa Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
(BAP) Komisyonun’dan (2018/38) kayit numarasi ile destek alinmistir. Calismanin
tamami Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Hiicre Kiiltiirii Laboratuvari ve Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali Labaratuar’inda yapilmistir. Calismamizda Marmara
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dalindan (Dog.Dr. Betiil

Karademir) saglanan hipocampal néronal hiicre hatt1 olan HT22 kullanilmgtir.

Calismamiz hiicre kiiltliri ve molekiiler analizler olmak tizere iki kisimdan
olugmaktadir. Deneyin hiicre kiiltliri asamasini, hiicre hatlarinin pasajlanmasi ve
hiicrelerin testler i¢in hazirlanmasi; molekiiler analiz asamasim1 da, kontrol ve etken
madde verilmis hiicrelerden Klotho, Ku70, Ku80, DNA-PK ve Aktin Beta
(housekeeping gen) gen ekspresyonlari i¢in total RNA izolasyonu, total RNA
konsantrasyonunun hesaplanmasi, total RNA’lardan cDNA sentezlenmesi, Real Time
PCR (RT-PCR) analizi ve ayni genler icin Western Blot yontemi ile Klotho, Ku70,
pKu70, Ku80, DNA-PK, pDNA-PK ve Aktin Beta protein ekspresyonlari

olusturmaktadir.

3.1. CALISMADA KULLANILAN ARAC VE GERECLER
1. CO; Inkiibatérii (Membert)

2. Laminar Akimli Kabin (Labgard Class II)

3. Santrifiij ( Rotofix 32/ 1205 WorkNR)

4. Istk Mikroskobu (Inverted Microscope)

5. Buzdolabi (+4 °C Ugur)

6. Hassas Terazi (Kern, ABJ 220-4M)

7. -20°C Buzdolab1 (Hoier Bio- Medical )



8.

9.

10

-86°C Buzdolab1 (Nuare NU-9483E)
-196 °C Azot Tank1 (Crygenics 43355)

. Sicak Su Banyosu (Membert WNB14)

11. Steril filtre (Sartorius lot: 70975103)

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Flask: TC Flask, 75 cm?/ 25 cm? (SPL 18B70TM110002)
Falcon Tiip (Labsolute lot: 50CB027)

Kriyo Tiip (Biologix 81-8204)

Serolojik Pipet (5 ve 10 ml / Costar strpipette lot: 31815007)
Mikropipet (1000, 200, 10ul / Gilson)

Mikroplate Okuyucu (Heales MB-530)

Sogutmal1 Santriftij (Mikro 200R)

RT-PCR (Life Technologies (ABI) marka Stepone Plus cihazi)

Buffer Core Dikey Jel Sistemi Tank1

3.2. CALISMADA KULLANILAN KIMYASALLAR VE COZELTILER

3.2.1. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Kimyasallar

. DMEMHA Hiicre Besiyeri Ortam1 (Capricorn lot: CP18-2212)
. PBS (Capricorn CP18-2007)

. Tripsin EDTA (Gibco lot: 25200056)

. Fotal Dana Serumu (Capricorn lot:CP18-2138)

. L—Glutamin (Capricorn lot: CP17-1725)

. Penisilin/Streptomisin (Gibco lot: 1953092)

. DiMetil Siilfoksit (Sigma S2BE1610V)

42
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8. Etanol (Tekkim lot: 020118185001)
9. XTT (Biotium lot: 30007)
10. 6 Well Hiicre Kiiltiir Plate (Costar lot: 31712035)
11. 96 Well Hiicre Kiiltiir Plate (Costar 10t:199120301)
12. Endosiilfan (Sigma Pesnatal lot: BCBT1374)
13. Klotho (rm klotho 50mg lot: QWL1117081)
3.2.2. mRNA Ekspresyonu Saptanmasinda Kullanilan Kimyasallar
1. GeneAll Hybrid -R™ RNA Kiti ile RNA izolasyonu (GeneAll /Korea)
2. GeneAll 2X HyperScript ™ One- step cDNA Kiti (GeneAll / Korea)
3. Syber Green temelli Eva Green PCR Master Mix (Biotium)
3.2.3. Protein Ekspresyonu Saptanmasinda Kullamilan Kimyasallar
1. Protein izolasyonu (ProtinEx ™/ GeneAll Cat No.701-001)
2. NUPAGE 4-12%Bis-Tris Gel (invitrogen, CaT: NP0321BOX, Lot: 120471)
3. 20x MES Running Buffer (ThermoFisher,B0002)
4. Marker (NZY Colour Protein Marker I1)
5. Iblot Transfer Stack Nitrocellulose (NC) Kiti (Invitrogen, 1B23001 )

6.Western Breeze Kit: (Invitrogen, Chromogenic Immunodetection System,

Rabbit Primary Antibody Cat:WB7105, Lot: 1692385)
7.SAEPQ03 (Goat Anti Rabbit-elabscience) Antikoru
8. Klotho -Elabscience (E-AB-17396)
9. Ku70 -Elabscience (E-AB-31883)

10. Phospho Ku70-XRCC6 (E-AB-21439)
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11. Kus0 (NBP2-37583)

12. PRKDC(DNA-PK) -Elabscience (E-AB-31220)

13. DNA-PKcs (p Thr2609) / DNA-PKcs (NBP1-02456)
3.3. YONTEM

Klotho’nun, NHEJ yolaginda etkili olan Ku70, pKu70, Ku80, DNA-PK ve
pPDNA-PK genlerinin etkilerinin gozlemlenmesi agisindan HT22 Oliimsiizlestirilmis

mouse hipokampal hiicre serisi kullanilmistir.
3.3.1. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirii; canli bir doku veya organdan alinan kiiciik bir parcanin in vitro
ortamda biiyiitiilmesi ve ¢ogaltilmasi islemine verilen isimdir. Hiicre kiiltiirii ile ilgili
calismalar 1907 yilinda Ross Harrison’un kurbaga embriyolarinda yapmis oldugu
calismalara dayanmaktadir. ilerleyen yillarda uygun Kkiiltir besi ortamlarinin
gelistirilmesi ve besi ortaminin igine antibiyotik eklenmesi kontaminasyon sorununu
¢ozmils ve bu teknolojinin, hastaliklarin patogenezinin arastirilmasinda, ilag
denemelerinin ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde birinci basamak calisma igine

girmesinin yolunu agmustir ( Oz¢imen 2005).
3.3.1.1. Hiicre Kiiltiirii Yonteminin Temel Asamalart

Hiicre kiiltiirii calismalari i¢in gerekli donanimdaki ara¢c—gerecler, laminar akimli
kabin, karbon dioksit (CO,) etiivii, faz kontrast mikroskop, hiicreleri saklama ve koruma
igin sivi azot tanki ve hiicrelerin iiremek igin tutunma ve hareketlerine olanak
saglayacak toksik olmayan, biyolojik olarak inert ve optik olarak saydam, tek

kullanimlik steril plastik kaplardir (Ugar ve Oval1 2003).

Kiiltiirler giinliik olarak kontrol edilmelidir. Besiyerinin rengi ve morfolojisi ile
hiicrelerin  yogunlugu gozlemlenmelidir. Hiicrelerin niifus yogunlugu {iremeyi
baskiladigi zaman besiyerinden alinirlar. Hiicrelerin kiiltiir kabindan alinmalar1 igin

degisik yontemler kullanilabilir:
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Mekanik: Bir spatiil kullanarak hiicreler yiizeyden fiziksel olarak ayrilabilir.
Ancak hizli bir yontem olmasiyla birlikte bu yontemde hiicreler zarar gorebilirler. Bu

nedenle ancak hiicre canliliginin 6nemli olmadig1 kosullarda bu yontem tercih edilebilir.

Proteolitik enzimler: Tripsin, kollajenaz ya da pronaz genellikle EDTA ile
kombine edildiginde hiicrelerin iireme yilizeyinden ayrilmasina neden olur. Bu yontem
de hizli ve giivenilir olmasina karsin hiicre yiizeyine zarar verebilir. Proteolitik
reaksiyon serum iceren tam kiiltiir ortaminin katilmasiyla hizli bir bigimde sona

erdirilebilir.
EDTA: Tek bagina EDTA kullanilarak da hiicreler yiizeyden ayrilabilir.

Hazirlanmasi zor, son derece titizlik gerektiren ve hassas caligsmalar1 i¢eren
hiicre kiiltlir teknolojisi, bugiin bir¢ok alanda uygulanabilmesi nedeniyle biiyiik 6neme
sahiptir. Glinlimiizde ¢ok sayida insan, organ kayiplarmin ya da g¢esitli organlarin
fonksiyonel bozuklugunun sonug¢larina maruz kalmaktadir. Bunlarin tedavisindeki
alternatif c¢oziimlerden birisi de doku ve organ transplantasyonlarin yapilmasidir.
Doku miihendisligindeki gelismeler ile bu artik biitiin bir organ ya da dokunun
transplantasyonu yerine, izole edilen fonksiyonel hiicrelerin dogrudan veya c¢esitli
polimerik matriksler iginde canliya implantasyonu seklinde olmaktadir. Biitiin bu
yapilarin elde edilebilmesi, hiicre kiiltiirii teknolojisindeki gelismeler ile olabilmistir

(Ugar ve Oval1 2003).
Hiicre kiiltiirleri kaynaklarina ve biliylime bi¢cimlerine gore siniflandirilirlar.
Kaynaklarina gore;

Primer Kkiiltiirler: Hiicre kiiltiirii hazirlamak i¢in alinan kiiciik doku veya organ
pargasina eksplant denir. Calismalarda daha ¢ok diploid hiicreler kullanilir. Eksplantin
doku veya organdan alinip ilk ekiminin yapildig1 kiiltiire primer Kiiltiir denir. Primer
hiicre kiiltiirlerinin kiiltiirde belirli siire omiirleri vardir. Primer kiiltiirde hiicre soyu
sonludur yani pasajlamalar sonunda hiicreler yaslanarak oliirler. Bu nedenle primer
hiicrelerle belirli bir sayida pasajlama yapilabildiginden deneyler bu doénemde

yapilmalidir (Alberts ve ark. 2004).
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Sekonder hiicre kiiltiirii: Normal kromozom sayisina sahip diploid hiicrelerden
elde edilen ve en fazla 50 kez pasajlar1 yapilabilen kiiltiirlere denir. Ornegin: WI-38,
MRC-5 vb (Cigek ve Bilgig, 2006).

Siirekli hiicre kiiltiirii veya Hiicre hatlar1 (Cell line'lar): Primer kiiltiirden
spontan mutasyonlar sonucunda kendiliginden ya da kimyasal ajanlar ya da viriisler
eklenerek insan eliyle olusturulurlar. Tiimdr dokusundan alinan hiicrelerden de elde
edilirler. Ozetle Siirekli hiicre Kiiltiirleri; anormal, transforme olmus ve oliimsiiz

hiicrelerdir. Hiicre hatlar1 primer kiiltiirden su 6zellikleri ile farklilik gosterirler;
« Kiiltiirde yiiksek yogunluga ulasabilmeleri,
* Biiylime faktorleri ve seruma daha az gereksinim duymalari,
* Cogalmak i¢in bir zemine tutunma gereksinimlerinin daha az olmasi,
* Sonsuz ¢ogalma yetenekleri (bu 6zellikleri ile timor hiicrelerine benzerler).

Oliimsiizlestirilmis  hiicre  hatlar1  mekanik  ¢alismalar icin  degerli
araglardir. Dogru kullanilirsa, molekiiler ve hiicresel mekanizmalari tanimlamak ve test
etmek i¢in hizli, ucuz ve basit bir yol saglayabilirler. Cesitli arastirma araclari arasinda,
noronal hiicre hatlar1 en temel, en yaygin ve ilgili mekanik ve farmasotik ¢aligmalar
igin in vitro modeldir. Hafiza ve Alzheimer hastaligina bagli ¢alismalara iliskin
hipokampal néronal hiicre hatlari ¢ok sinirlidir; bunlardan HT22 en sik kullanilanlardan
biri olarak goriinmektedir (Davis ve ark. 1994; Schubert ve ark.1992; Suo ve ark. 2003).

Tablo 3.1 yaygin olarak kullanilan néronal hiicre hatlarin1 gostermektedir.
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Tablo 3.1:Yaygin Olarak Kullanilan Noronal Hiicre Serileri

Hiicre kiiltiirii Hiicre tipi ve kokeni

PC-12 Adrenal feokromositoma hiicre dizisi
(s1gan)

HT22 Hipocampal ndronal hiicre dizisi (fare)

SHSY-5 Noroblastom hiicre dizisi (fare)

ND7 /23 Dorsal kok ganglionu noron tiirevi hiicre
dizisi (insan)

F-11 Dorsal kok ganglionu ndron tiirevi hiicre
dizisi (insan)

U-87 MG Glioblastoma astrositom hiicre dizisi
(insan)

T98G Glioblastom hiicre dizisi (insan)

Calismamizda temel deney materyeli olarak HT22 hiicre serisi tercih edilmistir
Bu hiicre serisinin kiiltirinde DMEMHA besiyeri, FBS, PBS, L-Glutamin, Penisilin-
Streptomisin, Tripsin-EDTA soliisyonlar: kullanilmistir.

3.3.1.2 HT22 Hiicre Serisi

HT22, oliimsiizlestirilmis fare hipokampal ndronal Oncii hiicreleri olan ana
hattindan HT4 alt klonlanmis bir hiicre hattidir (Jeong ve ark. 2010; Donovan ve
ark.2010; Kaizaki ve ark.2006). Doku kokenlerinden dolayi, HT22 hiicreleri bir¢ok
calismada hipokampal noronal hiicre modeli olarak kullanilmistir (Atlante ve ark. 2001;
Liu ve ark. 2009 ; Clement ve ark. 2010; Yang ve ark.2013 ; Brossaud ve ark. 2013).

HT22, glutamat'a kars1i oldukca hassastir ve bu nedenle noronal hiicrelerde
glutamatin neden oldugu toksisiteyi incelemek icin siklikla bir model sistem olarak
kullanilmaktadir. Glutamat, sinir hiicreleri arasinda bir sinyal molekiilii olarak
kullanilan ve bilis, 6grenme ve hafiza gibi normal beyin fonksiyonlarinin ¢ogunda rol
oynayan onemli bir uyarict norotransmiterdir. Beyinde ¢esitli glutamat reseptdrleri

(NMDA, AMPA mGlIuR) bulunmaktadir. Normal glutamat seviyeleri normal beyin




48

fonksiyonu i¢in gereklidir, ancak yiiksek seviyeler sinir hiicrelerinin asir1 uyarilmasiyla
sonuclanabilir ve bu da nihai hiicre hasarina veya hiicre 6liimiine neden olabilmektedir

(Takeuchi, 1987;0kubo ve ark. 2010; Lau ve ark. 2010).

Bir ¢alisgmada, HT22 hiicrelerinin kolinerjik ndoronlarin (Salgiladiklar:
asetilkolinle efektdr organlar1 uyaran noronlar) ozelliklerini gosterdigi ve aktif
kolinerjik belirtegleri eksprese ettigi ve bunlari Alzheimer hastalifinin iyi bir hiicre
modeli haline getirdigi gosterilmistir. Bu c¢alismada HT22 hiicreleri farklilasmamis ve
farklilasmis durumda arastirilmistir.  Farklilagtirtlmis HT22  hiicreleri, N-metil-D-
aspartat reseptorlerini (NMDA) eksprese ettigi ve eksitotoksisiteye daha duyarli hale
gelmistir. Bu nedenle, bu hiicreler daha iyi bir hipokampal néron modelidir (He ve ark.
2013).

HT22 hiicre hatt1 morfolojik olarak aderent, bir yiizeye tutunarak biiyliyen ndronal

hiicrelerdir. Sekil 3.1’de HT22 hiicre serisini morfolojik goriintiisii gosterilmektedir.

Sekil 3.1: HT22 Hiicre Serisini Morfolojik Goriintiisii: A: Ekimi yapilmis HT22

hiicreleri B: Ekimi yapilan HT22 hiicre serisinin 24 saat sonra gortintiisii
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3.3.1.3. Hiicre Kiiltiirit Medyumunun Hazirlanisi
DMEMHA hiicre besiyeri ortam1 500 ml i¢in:

Serum inaktivasyonu i¢in FBS ( fetal bovine serum) 55°C su banyosunda 30
dakika inkiibe edildi. Besiyeri ve Penisilin/Sreptomisin 37 °C’de 15-20 dakika inkiibe
edildi. Serumun total hacme orant %10 olarak ayarlandi. Buna gore 50ml FBS
besiyerine eklendi. %1 Pen/Strep olacak sekilde 5-6 ml antibiyotik besiyerine ilave

edilerek %1 L-glutamin eklendi. Son olarak besiyeri homojen bir sekilde karistirildi.
3.3.1.4. Hiicrelerin Cozdiiriilmesi ve Ekimi

Okaryotik hiicreler genelde serum ve dondurma isleminde kullanilan katki
maddesi iceren ortamda, sivi nitrojen i¢inde -196°C’de saklanmaktadir. Donmusg
hiicreler, maksimum canlilik elde etmek i¢in en kisa zamanda hizli bir sekilde
¢Oziilmelidir. Dondurmak i¢in kullanilan katki maddesinden kurtulmak i¢in ortam 24

saat sonra degistirilmelidir.

Calismamizda; Ampiil i¢inde bulunan HT22 hiicre serisi, 37°C’lik su
banyosunda hizli bir sekilde yaklasik 1 dakika i¢inde buzu ¢ozdiiriildi. Buzlar
¢Oziilmiis olan ampiil, laminar akimli kabine yerlestirildi ve ampiiliin i¢i 15’lik falkona
bosaltildi. Daha sonra bir miktar besiyeri ile ampiil temizlendi ve falkona aktarildi. 1500
rpm’de 3 dk santrifiij yapild1 ve siipernatant uzaklastirildi. (Peleti kaldirmamaya 6zen
gostererek hepsi alinmaya calisilmistir). Peletin lizerine Sml besiyeri eklendi ve pipetaj
yapildi. Hiicre sayimi yapilarak T25 flask 3-5x10* etiketlenen flaskin hiicrelerin
yapisacagl kisimina birakildi. Flask dik konuma getirilerek T25;5ml besiyeri eklendi.
Yatay konuma getirildikten sonra hafifce karistirildiktan sonra mikroskopta incelendi ve

CO; inkiibatore birakildi.
3.3.1.5.Hiicrelerin Beslenmesi

Hiicreler ne kadar sik biiyliyorsa o kadar sik beslenmeli ve yeni ortama
aktartlmalidir. Bu nedenle ¢alismamizda kullandigimiz HT22 hiicre serisi ekimi
yapildiktan 24 saat sonra ortami degistirilmistir. Bunun i¢in flask dik konuma
getirilerek hiicre tabakasinin lizerindeki ortam cekildi. Besiyeri 37°C’ye 1sitildi. Ortam,

dogrudan hiicrelerin iizerine degil Kkiiltiir sisesinin duvarina dogru pipetlendi.
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(Boylelikle tam yapismamus hiicreleri yerinden oynatmaktan kagimilmistir) Kiiltiir sisesi
nazik¢e cevrilerek hiicrelerin esit sekilde dagilmasi saglandi. Kapagmn kapali

oldugundan emin olunduktan sonra hiicreler inkiibatore yerlestirildi.
3.3.1.6. Hiicrelerin Pasajlanmasi (Subculturing)

Hiicreler sikisik (konfluent) duruma gelince hem besi ortami hiicreler igin
yetersiz hale gelir, hem de kiiltiir kabinda yer olmadigi i¢in kontakt inhibisyon adi
verilen mekanizma ile hiicrelerin ¢ogalmalar1 durur. Bu nedenle hiicrelerin

pasajlanmalar1 gerekmektedir.

Calismamizda kullandigimiz HT22 hiicre serisi %90 konfuluent oldugunda
pasajlanmasi yapilmigtir. Bunun igin DMEMHA hiicre kiiltiir ortami, PBS ve %25
tripsin-edta su banyosunda 37°C’ye isitildi. Hiicreler CO; inkiibatoriinden alinarak
mikroskopta incelendi. Flask dik konuma getirilerek hiicre tabakasinin oldugu yiizeye
pipet degdirilmeden ortam yavasga ¢ekildi. Hiicre tabakasina pipet degdirilmeden flask
alt kdsesine 6ml PBS eklenerek yiizey yikandi ve 1-2 dakika sonra PBS yavasca ¢ekildi.
Daha sonra ortama %25 tripsin-edta eklenerek flask 7-8 dakika CO; inkiibatoriinde
tutuldu. (Uzerini biraz gegmesi yeterli T25;3 ml T75; Sml) Mikroskopta hiicrelerin flask
tabanindan serbestlesip serbestlesmedigi kontrol edildi. Hiicreler serbest ise flaska
eklenen tripsinin 3-4 kati olacak sekilde DMEMHA besiyeri eklendi ve santrifiij tiipiine
aktarildi. Hiicreler 1500 rpm de 3dk santrifiij edildi. Supernatant tiipiin tabaninda 1 mL
kadar birakilacak sekilde uzaklastirildi. Hiicre pelletini ¢ozmek i¢in homojen bir sekilde
pipetaj yapildi. Tiipe Sml taze ortam eklenerek pipetlenerek 1500 rpm de 3 dk santrifiij
yapild1 ve siipernatant uzaklastirildi. Hiicrenin yogunluguna gore besiyeri eklenerek
seyreltilmis ve hiicre sayimi yapildi. Flask {izerine hiicre hatti ismi, pasaj numarasi,
pasaj tarihi yazildi. Hesaplanan miktarda hiicrre ekildikten sonra iizerine besiyeri

eklendi. Hiicreler mikroskopta incelenerek flask CO, inkiibatoriine yerlestirildi.
3.3.1.7. Canli Hiicrelerin Mikroskopta Sayilmasi

Hiicreler, thoma lami olarak adlandirilan bir ¢esit bolmeli lama damlatilir ve
bunun iizerinde mikroskop altinda tek tek sayilir. Incelenecek olan HT 22 hiicreleri
tripan mavi ile boyanmistir. Bu boya, canli hiicreler tarafindan disar1 atilirken o6li

hiicreleri koyu mavi renge boyamaktadir.
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Calismamizda hiicre sayimi i¢in, tripsinle muamele edilen HT22 hiicreleri 1200
rpm’de 5 dk santrifiij olduktan sonra kalan hiicre pelleti, 1-2 ml besiyerine alindi.
Homojenize edilerek alinan 10uL hiicre iizerine 10uL. trypan blue koyularak isik
mikroskobunda Thoma laminin alt ve iist hanelerinde bulunan 16 kiiclik karede boya
almayan hiicreler sayilarak hiicre sayimi yapildi ve ortalamalari alinarak canlilik
belirlendi. Thoma laminda sayim sonucu A X SF x16 x 10.000 formiili ile

hesaplanmustir.

A : Bir orta boy karede sayilan hiicre adedi

SF : Seyreltme faktorii

16 : 16 adet orta boy kare oldugundan tiim kare sonucuna erigsmek i¢in kullanilan ¢arpan

10.000 : 0,1 mm® deki sayim sonucunu 1 ml' deki sayiya déniistiirmek ve standart

sonug elde etmek i¢in kullanilan bir degismez.
3.3.1.8. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Hiicreler biiyiidiikkge fenotipleri degisebilir. Hiicrelerin degismeden tahmin
edilebilir bir durumda bulunmalar1 gerektigi i¢in hiicreler en kisa zamanda dondurularak

saklanmalidir.

Hiicreler her zaman biiylitiildiikleri ortam ve serumda logaritmik faza kadar
biiyiitiiliir. Canl1 hiicre sayimi yapilir. Dondurulacak hiicrelerin %20’sinden fazlasinin
0l olmamasina dikkat edilir. Ne kadar hiicreye ve ampiile ihtiya¢ duyulacagina karar
verilir. Her ampiil, 1ml ortam i¢inde 1 x 10" hiicre alabilir. Dondurma ortam1 genelde
normal kiiltiir ortami, %10-20 serum ve %5-10 gliserol ve DMSO igerir. Eger hangi
dondurma ortami kullanilacagina karar verilemiyorsa hiicreler %20 serum ve %10
DMSO’da dondurulabilir. Calismamizda 1:9 oraninda DMSO ve Besiyeri ile hiicreler
donduruldu. Bunun ig¢in pelet, dondurma ortaminda pipetaj yapilarak ¢o6ziildi.
Hiicreler, her ampiile 1ml diisecek sekilde ampiillere dagitildi ve kademeli olarak
dondurma islemi gergeklestirildi. En son olarak hiicreler -196°C sivi azot tankina

yerlestirildi.
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3.3.1.9.Sitotoksite Testleri

Kimyasal ve biyolojik maddeler ya da fiziksel etkenler, hiicreleri degisik
derecelerde etkileyerek sitotoksisiteye yol acabilirler. Bir maddenin biyolojik
davraniginin anlasilabilmesi i¢in hiicreler {izerindeki toksik ya da non-toksik etkisinin
belirlenmesi gereklidir (Tokur ve Aksoy 2017). In vitro sitotoksisite testleri, ilag niteligi
tasiyan veya toksik profili arastirilan maddelerin degerlendirilmesi amaciyla hiicre
kiiltiiriinde gerceklestirilen 6l¢iim metotlaridir. Bu testlerle ¢ok sayida maddenin kisa
stirede analiz edilmesi miimkiin olmaktadir. Farkli mekanizmalara ve hassasiyetlere
sahip cok sayida sitotoksite testi bulunmakla birlikte sik¢a tercih edilen tetrazolyum
testlert MTT, WST ve XTT dir. Hiicre canlilig1 ve proliferasyon miktar1 ve ilacin IC50
(%50 Inhibitér Konsantrasyon) degerini sayisal verilerle ifade etmeye yardimci olur

(Tokur ve Aksoy 2017).

MTT TESTI: MTT (3-[4,5-Dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium
bromide; Thiazolyl blue) yontemi ile bir hiicre toplulugundaki canli hiicreler,
kolorimetrik yontemle kantitatif olarak saptanabilmektedir. Bu ydntem saglam
mitokondrianin  MTT boyasinin tetrazolium halkasin1 pargalayabilmesi ilkesine
dayanmaktadir (McGahon ve ark.1995 ). Cogalan hiicreler prolifere olmayan
hiicrelerden metabolik olarak daha c¢ok aktivite gosterdigi i¢in, bu yontemle sadece
hiicre canliligt ve sitotoksite degil hiicre aktivasyonu ve proliferasyonu da

belirlenmektedir (Mosman. 1983).

WST: WST ise suda ¢oziiniir formazan boyalarini igerir. Olusan formazanlar
farkli absorbsiyon yapma kabiliyetindedir. WST-1 ve 6zellikle WST-8 (2 - (2-metoksi-
4-nitrofenil) -3 - (4-nitrofenil) -5 - (2,4-disiilfofenil)-2H-tetrazoyium) MTT“ye gore
fazla avantajlidir. Son olarak, WST analizi MTT“ye goére daha etkili bir sinyal verir,

hiicrelerde daha az toksik etki yaratir ve dogrudan 6lgiilebilir (Tokur ve Aksoy 2017).

XTT TESTI: XTT (2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-2H-tetrazolyum-5-
karboksianilid), hiicre enzimlerinin aktivitesini 6lgmek icin kullanilan kolorimetrik bir
metottur. MTT’ye gore daha yiiksek bir hassasiyetle ¢alisilan analiz metodu olarak

degerlendirilmektedir. Olusan formazan bilesikleri suda ¢6ziinebilirdir (Tokur ve Aksoy
2017).
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3.3.1.10.Toksisite Degerlendirmesi I¢cin XTT Metotu

Calismamizda HT22 Hiicrelerine XTT Hiicre Canliligt Test Kiti (Biotium)
uygulanmistir. XTT, standart mikroplaka absorbans okuyucular kullanarak canli hiicre
sayisinin belirlenmesi igin basit bir yontem saglamaktadir. Canli hiicre sayisinin tespiti
siklikla hiicre proliferasyon oranini degerlendirmek ve sitotoksik etmenleri taramak icin
kullanilmaktadir. Kiiltiir ortaminin son hacmi her kuyucuk i¢in 100 uL olmalidir ve
ortam %10 kadar serum icermelidir. Kullanimdan hemen oOnce ¢alisma ¢ozeltisi
hazirlanmaktadir. Eger XTT soliisyonunda sediment varsa soliisyon 37°C’de 1sitilmali
ve berrak bir ¢ozelti elde edilmelidir. Test edilecek her 96 kuyucuklu plak i¢in, aktive
edilmis XTT c¢ozeltisini elde etmek icin 25 mL Aktivasyon Reaktifi 5 mL XTT
Soliisyonu ile karistiritlmalidir. Her bir kuyucuktaki 100 uL ortamina aktiflestirilmis
XTT ¢ozeltisinin 25 ul veya 50 ul'si eklenmektedir. (50 uL aktive edilmis XTT
sollisyonu daha net bir sinyal artis1 olusturur ancak aktive edilmis XTT soliisyonu 25
ul'den diisiik bir hiicre sayisinda sinyal doygunluguna ulagmaktadir. 25 uL aktive
edilmis XTT soliisyonu daha genis bir dinamik algilama aralig1 saglamaktadir.) Plate bir
inkiibatorde 2-24 saat inkiibe edilmektedir. (Genellikle 2-5 saat yeterli) Reaksiyon
karisimi  ile inkiibasyon siiresi, hiicrelerin tiiriine ve konsantrasyonuna gore

degismektedir.

3.3.1.11. Endosiilfan (DNA Cift Zincir Kirigt Olusturan Ajan) Dozunun

Belirlenmesi

Endosiilfan  (6,7,8,9,10,10-heksakloro-1,5,5a, 6,9,9a-heksahidro-6,9-metano-
2,4,3-benzodioksathiepin-3-oksit), a ve B izomerlerinden olusan siklodien OCP (3: 1
orani), insan saghgi iizerinde olumsuz etkileri olan gevresel bir Kirletici maddedir
(Usenko ve ark. 2007; Saiyed ve ark. 2003). Sekil 3.2 de endosiilfanin insan

hastaliklari ile iligkisi gosterilmektedir.
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Sekil 3.2: Endosiilfanin Insan Hastaliklar1 ile liskisi (Xu ve ark. 2016)

Endosulfan’in insanlarda saglik kusurlar1 ile olan iligkisi aktif kullanim
alanlarinda ongoriilse de, genomik dengesizlikle sonuglanan etki mekanizmasini, DNA
hasarini anlamak i¢in kapsamli molekiiler ¢aligmalar yapilmaktadir. Son zamanlarda in
Vitro, ex vivo ve in vivo g¢alismalar, Endosulfan'in molekiiler etkisini ortaya ¢ikarmistir.
Son bir ¢alismada endosiilfanin, bir ROS iireticisi ve ROS bagimli bir sekilde DNA
hasari1 olusturdugu bulunmustur (Sebastian ve Raghavan, 2016).

Endosiilfan uygulamasi i¢in uygun dozun belirlenmesi amaciyla thoma laminda
sayllan HT22 hiicreleri 96 well platlerin her bir kuyucugunda 10000 hiicre /100 pl
medium ile birlikte hiicreler hazirlandi. 96 well plate CO, inkiibatoriinde 37 °C’de %35
CO; iceren ortamda 24 saatlik inkiibasyona birakildi. Hiicreler %70 konfuluent
oldugunda endosiilfan i¢in dozaj belirlenmesine karar verildi. 10 mM endosiilfan
(Pestanal) hazirlamak i¢in 0.004 gr endosiilfan hassas terazide tartildi. Totalde 1ml
olacak sekilde DMSO’da c¢oziilerek ana stok hazirlandi (AS-10mM soliisyon). Bu
stoktan alinan 50 pl endosiilfan 950 pl besiyeri ile homojenize edilerek uygulama
soliisyonu (US) elde edildi (500 uM soliisyon). Tablo 3.2°de gosterildigi sekilde 96’ lik
well plate 10, 25, 50, 75 ve 100 pM endosiilfan konsantrasyonlar1 i¢in belirlenen
kuyucuklara US’den hedef konsantrasyonu saglayacak sekilde dagitim yapildi.
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Tablo 3.2: HT22 Hiicre Serilerinde Endosiilfan Konsantrasyonlarinin Sitotoksik Etkisi

X X X X X X X X X X X X

X |B |K |10uM |[25uM [ 50uM | 75uM | 100pM |K  |K  |B | X

X |B |K |10pM|[25uM | 50uM | 75uM | 100pM |[K  |K  |B | X

X |B |K |10pM|25uM |50puM | 75uM | 100uM K |[K  [B | X

X |B |K |10uM|[25uM [ 50uM | 75uM | 100pM |[K  |K  |B | X

X B K 10uM | 25uM | 50uM | 75uM | 100puM | K K B X

X X X X X X X X X X X X

X X X X X X X X X X X X

*X:Bos, K: Kontrol, B: Besiyeri, Endosiilfan konsantasyonlar1: 10, 25, 50, 75 ve 100 pM

24 saat sonunda HT22 hiicrelerinin oldugu eski besiyeri alinmistir ve kuyucuklar
PBS ile yikandi. Hiicrelere XTT Hiicre Canliligi Test Kiti (Biotium) uygulandi.
Calismamizda kullandigimiz HT22 hiicreleri i¢in XTT iireticinin protokoliine uygun
olarak, XTT soliisyonu 60 kuyucuk i¢in hazirlanarak 2 saat siire ile inkiibe edildi.
Soliisyonu kuyucuklara esit sekilde dagitmak icin plate hafif¢e calkalandi. Mikroplate
okuyucu (Heales MB-530) ile hiicrelerin absorbans sinyali 492 nm dalga boyunda
Olclildii ve okunan absorbans degerine gore sitotoksite diizeyi belirlendi. Sitotoksite

diizeyleri asagidaki formiil ile hesaplanmistir.

1-(Test kuyucugunun absorbansi / Kontrol kuyucugunun absorbansi —

Medium kuyucugunun absorbansi)
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3.3.1.12. Klotho ve Endosiilfan Uygulamalar:

Dordiincli pasaj sonrasi elde edilen HT22 hiicreler alti kuyucuklu kiiltiir
kaplarina ekildi. Her bir kuyucukta yaklagik 300.000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi.
Kuyucuklarin her birinde 2 ml hiicre kiiltiirii besi yeri eklendi. Hiicrelerin lamellere
yapisabilmesi ve boliinme fazina gecebilmesi i¢in kiiltiir kaplar1 24 saat, 37° C’de hiicre
kiiltiirti kosullarinda inkiibe edildi. Kiiltlir kaplar1 24 saat sonunda invert mikroskop ile
incelenerek hiicrelerin lamellere yapigma ve yiizeyi kaplama 6zellikleri kontrol edildi.
Bu kuyucuklarda istenen ilag etkilerini gézlemlemek i¢in asagida belirtilen oranlarda
Klotho ve endosiilfan soliisyonlar1 hazirlandi. HT22 hiicrelerin bulundugu kuyucuklarda
istenen Klotho ve endosiilfan etkilerini gézlemlemek igin arastirma grublari olusturuldu.
Arastirma gruplar1 olusturulurkren, Kontrol grubu ile birlikte, Klotho ve endosiilfanin

bulundugu 5 grup Tablo 3.3’ de gosterildigi sekilde Klotho ve endosiilfan eklendi.
Klothonon Hazirlanmasi

CO; inkiibatoriinde 37 °C’de %5 CO; igeren ortamda 24 saatlik inkiibasyona
birakilan HT22 hiicreleri %70 konfuluent oldugunda Klotho uygulamasina karar verildi.
Bunun i¢in 50pg Klotho (21.9ul ve 2.31ug/ul) dort esit pargaya boliindii (21.9/4) ve

calismada kullanilmak iizere -80 °C olan buzdolabina kaldiridi.

5.47ul Klotho besiyerinde iyice homojenize edilerek son hacim 1263ul olacak
sekilde besiyerinde ¢ozdiiriildii ve ¢calisma ara stogu hazirlandi. Klotho konsantrasyonu

(0.01pg/ul) olacak sekilde 60ul Klotho tablo 3.3’ de belirlenen grublara eklendi.
Endosiilfanin Hazirlanmasi

CO; inkiibatoriinde 37 °C’de %5 CO; igeren ortamda 24 saatlik inkiibasyona
birakilan HT22 hiicreleri %70 konfuluent oldugunda endosiilfan uygulamasia karar
verildi. 20 mM endosiilfan (Pestanal) hazirlamak i¢in 0.0108gr endosiilfan hassas
terazide tartildi. Totalde 1350ul olacak sekilde DMSO’da ¢oziilerek ana stok hazirlandi
(AS-20mM soliisyon). Bu stoktan 5ul alinarak hedef konsantrasyon 50 uM endosiilfan
olacak sekilde tablo 3.3 de gosteridigi gibi belirlenen kuyucuklara dagitim yapildi.
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Tablo 3.3: Arastirma Grublar1 ve Yapilan Uygulamalar

Grublar

Yapilan Uygulamalar

Kontrol Grubu
(K)

Hicbir islem yapilmayan HT22 hiicreleri
(izolasyondan 12 saat dnce sadece 5 ul

DMSO eklendi)

Klotho Uygulanan Grub

Izolasyondan 12 saat dénce 60ul Klotho

(K12) (0.01pg/ul) ve 5 ul DMSO eklendi
Klotho Uygulanan Grub Izolasyondan 16 saat 6nce 60 pl Klotho
(K16) (0.01pg/ul) ve izolasyondan 12 saat dnce 5

ul (20mM) endosiilfan eklendi.

Klotho ve Endostilfan Uygulanan Grub
(K+E)

Izolasyondan 12 saat énce 60 ul Klotho
(0.01pg/ul) ve 5 pl (20mM) endosiilfan
eklendi.

Endosiilfan Uygulanan Grub
(E)

Izolasyondan 12 saat once 5 pl (20mM)

endositilfan eklendi.

3.3.2.Gen Expresyon Deneyleri

Gen ekspresyonu, DNA’da mevcut olan genetik bilginin mRNA ve protein

diizeyinde incelenmesidir. Farkli fizyolojik veya patolojik durumlarda hiicrenin genetik

bilgi akist degismektedir. Hiicrenin genetik bilgi akisimin incelenebilmesi, doku veya

organizmada degisen durum karsisinda hangi yolaklarin ¢alismaya basladigi ve hangi

yolaklarin kapandig1 konusunda bilgi vermektedir (Bustin ve ark.2005; Okutucu ve ark.

2003). Gen ekspresyon analizleri; Northern blot, Mikroarray, RT-PCR teknigi ile

gergeklestirilebilmektedir (Basaran ve ark. 2010).
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3.3.2.1. Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

RT-PCR, hiicrelerden izole edilen RNA molekiillerinin retroviriislerden izole
edilen Revers transkriptaz enzimi yardimiyla c-DNA sentezini ger¢eklestirmesi sonucu,
gen ekspresyonu analizlerinin yapilabildigi hizli ve hassas bir yontemdir. Bu yontemle
cok az miktarda RNA ile olusan mesajlar saptanabilir ve genin ekspresyon miktar1 da

tespit edilebilir (Okutucu ve ark. 2003).

Genler etkilerini mRNA iiretimi ile ortaya ¢ikarirlar. Normal kosullarda
mRNA’lar RNAz enzimlerinin aktivitesi ile ¢ok ¢abuk parcalandiklarindan, mRNA’lar
ile laboratuvar sartlarinda ¢alisilmasi oldukea giigtiir. Bu nedenle mRNA ile c¢aligilacagi
zaman mRNA’nin DNA karsili1 olan c-DNA’ya cevrilerek kullanilir. Bu reaksiyonda
revers transkriptaz enzimi ve DNA primeri kullanilir. RT-PCR iki asamali olup
RNA’dan c-DNA sentezi ve c¢c-DNA’nin da standart PCR yoluyla ¢ogaltilmasi
asamalarin1 kapsar. RT-PCR’da reaksiyonun ilk basamagi olan ters transkripsiyon
asamasinda kullanilan primerler (oligo dT veya random) poliadenillenmis bolgeye
baglanirlar. Bu nedenle RT-PCR ile 3’-poly (A) kuyruguna sahip mRNA’larin ¢ogaltma
islemleri yapilmaktadir (Basaran ve Aras, 2010)

RT- PCR uygulamalarinda ilgilenilen genin ekspresyon diizeyinin
incelenebilmesi igin, farkli fizyolojik veya patolojik sartlarda ekspresyonu degismeyen
bir baska gen iirlinii mRNA ile normalize edilmesi gereklidir (normalizasyon).
Normalizasyon amaciyla, ¢esitli doku ve hiicre tiplerinde ekspresyon diizeyi en az
degisim gosteren housekeeping genler kullanilmaktadir. Bu amagla en yaygin kullanilan
genler Gliseraldehid3-fosfat dehidrojenaz (GAPDH) ve Beta Aktin genidir (Jung ve ark.
2007; Ohl ve ark. 2006).

Real Time PCR, dongiiler sirasinda reaksiyonlardan floresan sinyal toplayarak
kesintisiz bir sekilde analize olanak verir. Ekspresyon analizlerinin yam sira,
delesyonlar ve nokta mutasyonlarinin da c¢alisilmasina imkan veren bu ydntemin
istlinliigli hizinda ve triinlerin ger¢ek zamanli izlenebilmesinde yatmaktadir. Real-Time
PCR da iki yontem s6z konusudur. Spesifik olmayan belirleme sistemi ve spesifik

belirleme sistemi (Bustin ve ark. 2005).
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Calismamizda spesifik olmayan c¢ift zincirli DNA’nin ¢ogaltilmasinda SYBR
Green yontemi kullanildi. Bu yontemde kullanilan floresan boya sadece ¢ift zincirli
DNA’ya baglandigindan ¢ogalan DNA miktarindaki artisa paralel olarak, Real-Time
PCR cihazinda okunan floresanin miktar1 da es zamanli olarak artmaktadir.
Reaksiyonun basinda PCR bilesenleri olarak, ¢ift zincirli DNA molekiilii, primerler ve
SYBR Green boyasi bulunmaktadir. Reaksiyonun baslamasi ile primerler DNA’ya
baglanip uzama basladiginda boya molekiilii ¢ift zincirli DNA’nin arasina girer ve
floresan 151ma baslar. Baslangigtaki dongii boyunca sinyal zayiftir. Uriin miktar1 arttik¢a
floresan miktar1 hizla artar ve bu artis Real-Time PCR cihazinin monitoriinden
izlenebilir. Bu yontem floresan isaretli problara ihtiya¢ gostermedigi i¢in maliyeti ucuz

bir metoddur (Giinel,2007;Logan ve Edvards 2009).
Real-Time Pcr Verilerinin Yorumlanmasi

Real-Time PCR’da ¢ogaltilan DNA’nin istenilen bolge olup olmadigini, primer
dimer olusumunu ve 6zgiil olmayan amplifikasyon iirlinlerinin tespiti i¢in i¢in erime
egrisi (melting curve) analizi yapilir. Her DNA’nin kendine 6zgiil bir Erime Sicakligi
(Melting Temperature=Tm) vardir. Amplifikasyondan sonra sicaklik yavas yavas
yiikseltilerek belirli araliklar ile floresans miktar1 tespit edilir. Cift zincirli DNA
denatiire olmaya baslayinca prop ya da interkale (¢ift zincirli DNA’ya Onceden
baglanan floresan boya) olan boya serbest kaldigi icin Olcililen floresans miktari
azalmaya baglar. Bu sekilde elde edilen erime egrisinden yararlanilarak
amplifikasyonun 6zgiilliigii belirlenebilir. Tm degerinin tam olarak saptanabilmesi i¢in
17 erime egrisinin zamana kars1 grafigi cizilebilir. Cizilen bu grafik analizi, siklikla

basvurulan bir yontemdir (Kubista ve ark. 2006; Pfaftl 2001).

Esik dongli degeri (Threshold Cycle=Ct) Real-Time PCR uygulamalarinda
onemli bir parametredir. Ct degeri, PCR reaksiyonu esnasinda tespit edilen floresan
1s1mada esik degerinin asildig1 dongii sayisidir. Bagka bir ifade ile tirtindeki ilk anlaml
artisin oldugu noktay:r belirtir. Farkli PCR reaksiyonlarinda yer alan kalip orneklerin

miktart Ct degerleri karsilastirilarak 6ngdriilebilir (Kubista ve ark. 2006; Pfaffl 2001).

Semi kantitatif Real-Time PCR’da fakli dokularda ki ve housekeeping gendeki
Ct degerleri dikkate alinirken, kantitatif Real-Time PCR’da kontrol olarak kullanilan ve
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kopya sayisi bilinen standartlarin seri dilusyonlar1 kullanilirak elde edilen Ct degerleri
dikkate alinip degerlendirme yapilir (Kubista ve ark. 2006). Gen ifadesini 6lgmek icin
ilgilenilen genin farkli Ornekleri arasinda RNA miktar1 ve kalitesinde meydana
gelebilecek degisiklikleri normalize etmek igin bir referans gen kullanilir. Bu
normalizasyon islemi ACT metodu olarak adlandirilir ve farkli Ornekler arasinda

ilgilenilen genin ifadesinin karsilagtirilmasini saglar (Schefe ve ark. 2006).
3.3.2.2.GeneAll Hybrid -R™ RNA Kiti ile RNA izolasyonu

Reverz Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) yontemi ile
yapilan Klotho,Ku70, Ku 80, DNA-PK gen ekspresyon analizleri i¢in kullanilacak olan
total RNA hazir ticari kit (Hybrid —R™ RNA) kullanarak izole edildi. Bunun icin;

250uL alman HT22 hiicre ile 750pL RiboEx pipetaj yapilarak eklendikten sonra
2 dk oda 1sisinda inkiibe edildi. 1,5ml lik tiip tizerine 100ul kloroform eklendi.
Kloroform, RiboEx ve hiicre 6rnegine karigmasi igin alt tist yapilarak 2 dk oda isisinda
bekletildi. (Kloroform ile elde ettigimiz lizat sulu ve organik faza kolayca
ayrilmaktadir.) 12.000g de dk 4°C de santrifiij yapild1 ve sulu faz bagka EzPure filtreye
aktarildi. (DNA ve protein ara fazda ve organik fazda kalirken, total RNA sulu fazda
bulunmaktadir.) 11.000 rpm de 1 dk oda 1sisinda santriflij edildi. Alta gegen sivinin
tizerine elde ettigimiz hacmin yaklagik 2 kati kadar RB1 Buffer eklendi. Pipetaj
yapilarak elde edilen karisim type W kolona aktarildi. 11.000 rpm de 1 dk oda 1sisinda
santrifiij edildi. Collection tiip yenisi ile degistirildi ve lizerine 500pL RBW Buffer
eklendi. (Boylece membrana baglanmis olan kiicik RNA disindaki artiklar
uzaklagstirilir). 11.000 rpm de 1 dk oda 1sisinda santrifiij edilerek Collection tiip yenisi
ile degistirildi ve tizerine 500 pL RN'W Buffer eklendi. 11.000 rpm de 1 dk oda 1sisinda
santrifiij edildi. Collection tiip yenisi ile degistirildi ve iizerine tekrar 500uL RNW
Buffer eklendi. 11.000rpm de 1 dk oda 1sisinda santrifiij edildi. Collection tiip yenisi ile
degistirilerek iizerine higbir sey eklenmeden 11.000 rpm de 2 dk santrifiij edildi. Daha
sonra membranin tam merkezine gelecek sekilde 50puL RNase-free su eklendi ve 2dk
oda sicakliginda bekletildi. 11.000 rpm de 2 dk santrifiij edilerek RNA elde edildi. Elde
edilen RNA min 20 pl’si safiginin dlgiilmesi igin —20 °C’ye alirken, kalan1 cDNA
eldesi i¢in —80 °C’de saklandh.
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Elde edilen RNA’larin miktar1 ve safligi Qubit floresan cihazi ile 6l¢iildii. Qubit
seyreltilmis BSA standartlarini icermektedir. Caligmamizda 1.5 ml lik mikrosantrifiij
tiipline satandat (3 adet) ve galisilacak 6rnek miktar1 (n) basina 199 ul Quant-iT buffer
eklendi. Daha sonra Quant-iT buffer lizerine standart (3 adet) ve calisilacak 6rnek
miktar1 (n) bagina 1ul Quant-iT reagent eklendi. Boylece her 6rnek ve standart basina
200pul calisma soliisyonu elde edildi. En az 5 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe
edildi ve ol¢tim yapildi.

3.3.2.3.GeneAll 2X HyperScript ™ One- step RT-PCR master mix ile cDNA
Eldesi

mRNA ekspresyon seviyelerini belirlemek i¢in duyarli bir metotdur. Klasik
PCR’ dan farkli olarak baslangi¢ materyali RNA’ dir. Ters transkriptaz enzimi, tek
iplikli bir RNA molekiilii okuyup (transkripsiyonunu yapip) tek iplikli DNA iireten bir
DNA polimeraz enzimidir. Bu enzim, ayrica, RNA tek iplikli cDNA seklinde
okunduktan sonra ¢ift iplikli DNA olusmasinda da gérev alir. Normal transkripsiyon
DNA'dan RNA sentezidir; dolayisiyla ters transkripsiyon bu siirecin tersidir. mRNA
diizeyinde yapilacak analizlerde RNA molekiili ile calismak zor oldugu igin
complementary DNA (cDNA) gibi kararli bir molekiil ile c¢aligilir. Calismamizda
kullandigimiz bu kit mRNA ya da total RNA’dan tek zincirli DNA’nin sentezlenmesine

yardimc1 olmaktadir.
Kit Bilesenleri

e 10X RTaz reaksiyon buffer
e 0,1MDTT
e Hyperscript Ters Transkriptaz Enzimi (200 U/ul)
e ZymAll Rnaz inhibitor
e OligodT primer
e Random hexamer

e dNTP
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Calismamizda HT22 hiicrelerinden elde edilen RNA kullanilmigtir. RNA (1pg-
500 ng) baslangi¢ materyali olarak kullanilmaktadir. Arastirma grublarindan (Kontrol,
K12, K16, K+E ve E) elde edilen RNA kullanilarak cDNA sentezi yapildi. Bunun igin;
Nukleaz free tiip igerisine tablo 3.4’ de verilen reaktifler eklendi.. En az 1 dakika buz
tizerinde bekletilmistir. 55°C’de 60 dakika ve 85 °C’ de 5 dakika inkiibe edildi. Inkiibe
edilen cDNA -20°C’de saklandi.

Tablo 3.4 : cDNA Sentez Karigimi1

Bilesenler Miktar
RT PCR master mix 10wl
RNA 3ug
H.O 7ul

3.3.2.4.Realtime Revers Transkriptaz RT-PCR ile Gen Ekspresyonu Analizi

cDNA’ larin Real Time PCR ile ¢ogaltiminda Atlas firmasina ait EvaGreen PCR
Mix kullanilmistir. PCR tiiplerine Eva Green PCR Master Mix ve primer ¢ifti
(oligoniikleotid) protokollere uygun miktarlarda eklendi. Aym1 PCR sartlarina farkli
kuyucuklarda calismada kullandigimiz genler i¢cin master mixleri hazirlanarak ayri
kuyucuklarda denemeler gergeklestirildi. Klotho, Ku70, Ku80, DNA-PK ve Aktin Beta

genleri i¢in hazirlanan master mixler tablo 3.5’de gosterilmektedir.

Tablo 3.5: Real-Time PCR Bilesen ve Miktarlari

Bilesenler Miktar (ul)

SYBR temelli EvaGreen PCR Mix 10

Forward primer

Reverse primer

cDNA

1
1
ROX 1
5
2

H.0

TOPLAM 20
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Primerler her bir transkripsiyon analizi i¢in spesifik olup, daha dnceki ¢aligmalar
referans alinarak belirlenen baz dizgelerinin sentezi yaptirilarak elde edilmistir.

Calismamizda kullanilan primerler tablo 3.6’ da gosterilmistir.

Tablo 3.6: Calismada Kullanilan Primerler

Primer Oligo sekansi Baz sayisi
Klotho F:5’-CAC AGA GGT TAC AGC ATC AG-3’ | 20
R:5’CAGCAAAGT CAA CAC AGT AGGA3’ | 22
Ku70 F:5’-AAA AGACTGGGC TCCTTGGT-3> |20
R:5’-TGT GGG TCT TCAGCTCCTCT- 3° |20
Ku 80 F:5-CGACAG GTG TTT GCT GAG AA-3” |20
R:5’-TCACAT CCATGC TCACGATT- 3° |20
DNA-pk F: 5°-CAT GGA AGA AGA TCC CCA GA-3* |20
R:5’-TGG GCA CACCACTTT AAC AA-3* |20
Aktin Beta F:5’-GCA TGG GTCA GAAGGA TTCC-3’ 20
R:5’-CAC GCA GCT CAT TGT AGA AGG3® |21

Elde edilen cDNA o6rneklerinden Klotho, Ku70, Ku80 ve DNA-PK gen
ekspresyonlari Real-Time PCR, Life Technologies (ABI) marka Stepone Plus cihazi
ile belirlendi.

Gergek zamanli PZR cihazlari, her polimeraz zincir reaksiyonunda floresansin
tespit edilmesini saglayan fluorometre ve "thermal cycler” dan meydana gelmektedir.
Calismaya ait floresan veriler RT-PZR cihazina bagli bir bilgisayarda toplanmaktadir.
Grafik haline getirilen bu veriler gercek zamanli PZR analizi i¢in gelistirilen 6zel
yazilimlarla analiz edilmektedir (Peters ve ark, 2004). Denatiirasyon, primer yapismasi
ve zincir uzatma olmak tizere ii¢ basamaktan olusan amplifikasyon isleminden sonra
elde edilen amplifikasyon egrilerine ait dongii esigi (Ct) degerlerinden hareketle, hedef

2-AACt

genlerin  mRNA ekspresyon diizeylerinin nisbi degisimleri metodu ile

hesaplanmistir. (Pfaffl, 2001).




64

Bu hesaplamada;

AACt = (Cthedef gen — Ct Aktin Beta)deney grubu — (Cthedef gen — Ct Aktin Beta)kontrol grubu

formiilii uygulanarak hesaplanan deger, her bir gen icin 2**“" formiiliinde yerine
konularak mRNA ekspresyon diizeyi, misli olarak azalma ya da artig seklinde

belirlenmistir. Endojen kontrol olarak Aktin Beta geni kullanildi.

3.3.3 Western Blot ve Protein Ekspresyonu Deneyleri
3.3.3.1.Western Blot

Western blot elektroforez islemiyle poliakrilamid jelde gog ettirilen proteinlerin,
destek membrana transferi ve membrandaki proteinlerin immiinolojik metodlarla
gosterilmesidir (Burnette, 1981; Harlow ve Lane, 1988). Blotlamadan dnce galisilan
numunedeki proteinler elektriksel ortamda jel tizerinde gog ettirilmektedir. Proteinlerin
elektroforezleri ~ sodyum  dodesil  siilfat-poliakrilamid  jelde  (SDS-PAGE)
gerceklestirilmektedir. SDS-PAGE proteinlerin ayristirilmast ve saflastirilmasinda
kullanilan temel biyokimyasal yontemlerden biridir (Harlow ve Lane, 1988). Calisilan
numunedeki SDS-polipeptit kompleksleri, poliakrilamid jele yiiklenip elektrik akimina
maruz birakildiklart zaman, proteinin molekiiler agirligiyla orantili olarak, arti kutuba
dogru go¢ etmekte ve jelde bulunduklari yerde bantlar halinde y1gilim gostermektedir.
Yapilan bu islem elektroforezdir. Western blot teknigi elektroforez iglemini takip eden 4
adimda gergeklestirilir. Bunlar jeldeki proteinlerin nitroseliiloz membrana aktarimi
(blotlama), spesifik olmayan reaksiyonlari engellemek igin nitroselilloz membranda
protein baglanmamis bdlgelerin ilgisiz proteinlerle kaplanmasi (bloklama), 06zgiil
antikorlarla tepkime ve en son adimda ise proteinlerin goriintiilenmesi asamalaridir.
Calismamizda kullandigimiz  proteinler ve molekiill agirliklart tablo 3.7°de

gosterilmistir.
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Tablo 3.7: Calismada Kullanilan Proteinler ve Molekiil Agirliklar

Proteinler Molekiil Agirhiklar: (kDA)
Klotho 62

Ku70 70

Phospho Ku70-Xrcc6 (E-Ab-21439) 70

Ku80 86

DNA-PK 450

DNA-PKcs [p Thr2609] 460

Aktin beta 42

3.3.3.2.Protein Izolasyonu

Arastirma grublarina uygulan Klotho ve endosiilfanin etkilerini gézlemlemek
icin HT22 hiicreleri 2500 rpm’ de 5 dk santrifiij edildi ve pellet kism1 alindi. 1 ml soguk
PBS’ de ¢oziinen pelet pipetaj yapilarak ¢ozdiiriildii. 2500 rpm de 3 dakika sanrifiij
edildi. Soguk PBS ortamdan uzaklastirildi. Pelet 1 ml protein Ex ile ¢ozdiriildii. 5
dakika buz iizerinde inkiibe edildi. 16000 rpm’ de 10 dakika +4 °C’de santrifiij edildi.
Siipernatan yeni bir tiipe alindi. Alinan tiip daha sonra kullanilmak tizere -20 °c ye

kaldirildi.
3.3.3.3.Protein Miktar Olgiimii

Qubit floresan cihazi ile Protein miktar1 Sl¢iildii. Qubit assay total protein
Ol¢timii yapar. Seyreltilmis BSA standartlarin1 igermektedir. Calismamizda 1.5 ml lik
mikrosantrifiij tiipiine satandat (3 adet) ve ¢alisilacak 6rnek miktar1 (n) basma 199 pl
Quant-iT buffer eklenildi. daha sonra Quant-iT buffer {izerine standart (3 adet) ve
calisilacak ornek miktar1 (n) basina 1pul Quant-iT reagent eklenildi. Boylece her 6rnek
ve standart basia 200ul calisma soliisyonu elde edildi. En az 15 dakika boyunca oda
sicakliginda inkiibe edildi ve 6l¢iim yapildi.
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3.3.3.4.Protein Orneklerinin Hazirlanmast

Qubit fluorometer cihazi ile yapilan Gl¢lim sonrasi elde edilen protein miktar
degerine ve transfer sonrast kullanilacak deteksiyon Kemiluminesans yontemine gore
jele yiikleyeceginiz protein miktar1 belirlendi. Deteksiyon yontemine bagl olarak Jele
yiiklenmesi gereken minimum miktari, Qubitte 6l¢giilen protein miktarina béliindii ve bu
deger kadar proteini ul cinsinden mikrosantrifiij tiipiine ilave edildi. Tablo 3.8’de

gosterilen oranlarda mix hazirlandi.

Tablo 3.8: Protein Orneklerinin Hazirlanmasi

Sample 50 ul
4X LDS 10 pl
10X Sample Reducing Agent 4 ul
H,0 -

Hazirladigimiz Grnekler 70 °C’de 10 dk boyunca denatiire edildi. Denatiire

ettigimiz ornekleri 2 dk buz lizerine alinarak sogumasi saglandi.

Calismamiz i¢in; Jel altindaki bantlar ¢ikarildi kuyular1 yikandi ve bos bir
sekilde 150 voltta 5 dakika elektroforez yapildi. 70 OC de’ 10 dk kaynatilan proteinler

buz lizerine alind1 ve soguduktan sonra jele 60 pl 6rnek yiiklendi.
Ornekler jele KONTROL-E-K12-K16-E+K seklinde yiiklendi.

110 voltta 60 dk yiiriitiilen proteinler i-blot cihazinda membrana transfer edildi.
Ardindan membran ponceous sollisyonu ile boyandi ve total protein varligi kontrol
edildi. Membran goriintiisiinde total protein goriildiigi i¢in devam edildi. Bloklama
soliisyonu konularak 1.30 saat inkiibasyon yapildi. 1:500 oraninda diliie edilerek
hazirlanan primer antikor eklendi ve overnight inkiibasyon yapildi. (Bloklama ne ile
yapiliyorsa antikor diliisyonu da ayni soliisyon ile yapilmalidir) 3X5 dk arayla
yikamalar1 yapildi. SAEP003 (Goat Anti Rabbit-elabscience) antikoru 1:1000 oraninda
diliie edildi. Membrana eklendi. 45 dakika +4 °C’de shakerda bekledi. Ardindan 3x5 dk
arayla yikamalar1 yapildi. 2x2 dk arayla distile su ile yikama yapildi. Ecl substrate

eklendi ve goriintii alindu.
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4. BULGULAR

HT22 hiicre serisinde endosiilfanin farkli dozlarmin morfolojik etkisini gdrmek
icin Once hiicreler 12 well kuyucuga ekim yapildi. Hiicrelerin konfluenti %70
oldugunda 25, 50, 75 ve 100 uM olacak sekilde endosiilfan uygulamasi yapildi. Sekil
4.1’de 24 saat sonra HT22 hiicre serisinde endosiilfan dozlarinin (Kontrol, 25, 50, 75

ve 100 uM) uygulama 6ncesi ve sonrast mikroskop goriintiisiinii gosterilmektedir.

KONTROL HI22 25 uM ES S0 uM ES 75 uM ES 100 uM ES

Sekil 4.1: HT22 Hiicre Serisinde Endosiilfan Dozlarinin (Kontrol, 25, 50, 75 ve 100
uM) Uygulama Oncesi ve Sonras1 Mikroskop (10X) Goriintiisii

Calismamizda, HT22 hiicre serilerinde, ES’ nin farkli dozlarinda 24 saatlik
muamele sonrast IC50 dozunun belirlenmesi hedeflenmistir. Bu baglamda etkin dozu
bulmak i¢in deneyimiz iki kez tekrarlanmustir. ilk yapilan deneyde 10 uM ES igin %18,
25 uM ES i¢in %24, 50 uM ES igin % 45, 75 uM ES i¢in %86 ve 100 uM ES i¢in %88
sitotoksite oranlar1 bulunmustur. Ikinci deneyimizde 10 uM ES igin %10, 25 uM ES
icin %18, 50 uM ES i¢in %53, 75 uM ES i¢in %70 ve 100 uM ES igin %74 sitotoksite

oranlart bulunmustur. Sonuglarimizda kontrole gore %350 oraninda sitotoksik etki
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gosteren konsantrasyon sitotoksik doz olarak kabul edilmistir. Endosiilfan i¢in IC50
degeri yaklasik 50 uM sitotoksik doz olarak belirlenmistir. Uygulanan XTT testi sonrasi
deneylerimizin elisa sonuclar1 ve sitotoksite oranlarinin sonuglar1 tablo 4.1° de

gosterilmektedir.

Tablo 4.1. : HT 22 Hiicre Serisinde Endosiilfan Konsantrasyonlarinin Elisa Sonuglar1 ve

Sitotoksite Oranlart

Kontrol | Besiyeri | 1.Doz 2.Doz 3.Doz 4.Doz 5.Doz
(10) (25) (50) (75) (100)
ELISA 1. ¢alisgma | 0.4801 | 0.2729 0.4434 | 0.4314 | 0.3884 | 0.3009 | 0.2984
(Ham Veri) 2.¢aligma | 0.5748 | 0.3482 0.5542 | 0.5360 | 0.4550 | 0.4167 | 0.4093
ELISA 1. galisma 0.1705 | 0.1585 | 0.1155 | 0.028 0.0255
(Armdirilmis) 2. calisma 0.2060 | 0.1878 | 0.1068 | 0.0685 | 0.0611
Sitotoksite (%) 1. calisma 18 24 45 86 88
2. ¢alisma 10 18 53 70 74

Calismamizda yaptigimiz iki deney sonucunun farkli dozlarda 24 saatlik
endostilfan uygulama sonrasi sitotoksite oranlarinin karsilastirilmasini Sekil 4.2°deki

grafikte gosterilmektedir.
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Farkli Dozlarda 24 Saatlik Endosiilfan
Uygulamasi Sonrasi Sitotoksisite

Oranlanr
_ 100%
a 80% w%
3 60% .
:>:-‘ 40% . %
> 20% /&M
£ 0% 0%~
o 0 10 25 50 75 100
S—Deney 1 0% 18% 24% 45% 86% 88%
(e}
S Deney 2 0% 10% 18% 53% 70% 74%
Ortalama 0% 14% 21% 49% 78% 81%

Endosiilfan Dozu

Ortalama

Deney 1 Deney 2

Sekil 4.2: HT 22 Hiicre Serisinde Uygulanan Endosiilfan Dozlarmin (10, 25, 50, 75 ve
100 uM) Sitotoksite Oranlarinin Karsilastirilmasi

HT22 hiicre hatt1 laboratuar sartlarinda kiiltiire edilip, deney gruplar (K, K12,
K16, E ve K+E) olusturuldu. Antiaging Klotho’nun NHEJ yolaginda etkisini belirlemek
amactyla HT22 hiicre serisinde, Klotho ve NHEJ yolaginda etkili olan Ku70, Ku80 ve
DNA-PK genlerinin mRNA ekpresyonlar1 incelendi. RT-PCR’ da 3 basamakl
amplifikasyon isleminden sonra, analizi yapilan genlerin ve kontrol Beta Aktin geninin
elde edilen amplifikasyon egrilerine ait dongii esigi (Ct) degerleri belirlendi. mRNA
ekspresyon diizeylerini hesaplamak i¢in formiilde kullanilan ortalama C; degerleri Tablo

4.2’ de verilmistir.

Tablo 4.2: Molekiiler Analizi Yapilan Genlerin RT-PCR Ortalama C; Sonuglari

KLOTHO Ku70 Ku80 DNA-PK Aktin Beta
KONTROL | 27.99 31 29.98 33.65 30.36
K12 27.95 29 30.22 33.55 31.05
K16 27.12 28.34 28.24 31.47 29.48
K+E 27.11 28.51 26.01 28.24 27.36
E 26.36 27.02 26.87 31.69 30.74




Analizi yapilan genlerin mRNA ekspresyon diizeylerinin nisbi degisimleri
metodu ile genlere ait C; degerleri kullanilarak hesaplandi (Pfaffl, 2001). Tiim gruplara

ait mRNA diizeyleri misli olarak artis veya azalis seklinde hesaplanirken kontrol grubu

baz alinmistir. Bizim sonuglarimiz tablo 4.3 “ de gosterilmistir.

Tablo 4.3: Molekiiler analizi yapilan genlerin RT-PCR 2" sonuglari

Klotho Ku70 Ku80 DNA PK
E 4.0278222 20.53481436 11.23555901 5.063026376
K12 1.658639092 | 6.453134074 1.366040257 1.729074463
K+E 0.230046913 | 0.702222438 1.958840595 5.314743256
K16 0.993092495 | 3.434261746 1.815038311 2.462288827
KONTROL |1 1 1 1

Klotho geninin kontrol grubuyla yapilan karsilastirma sonucu, E ve K12

grublarinda ekspre oldugu goriiliirken, E+K ve K16 grublarinda baskilandigi

goriilmistiir. Sekil 4.3°de Klotho geninin mRNA ekspresyonu gosterilmistir.

0.25
0.125

Klotho mRNA Ekspresyonu

4.0278222

1.658639092

0.993%A%2495

0.230046913

Sekil 4.3: Klotho mRNA Ekspresyonu ( Endosiilfan (E), Klotho (K12/12 saat), Klotho (K16/16
saat) ve Edosiilfan / Klotho es zamanli (E+K) grublari ile muamele edilen HT22 hiicrelerinde RT-PCR

analizi ile mMRNA Ekspresyonu)

2-AACt
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Ku70 geninin kontrol grubuyla yapilan karsilastirma sonucu, E, K12 ve K16
grublarinda ekspre oldugu ve 6zellikle endosiilfan uygulanan grubta daha fazla ekspre
oldugu goriiliirken, E+K grubunda baskilandig1 goriilmiistiir. Sekil 4.4 de Ku70 geninin

MRNA ekspresyonu gosterilmistir.

Ku70 mRNA Ekspresiyonu
32

6.453134074

3.434261746

0.5 E K12 E+K K16
: 0.702222438

Sekil 4.4: Ku 70 mRNA Ekspresyonu ( Endosiilfan (E), Klotho (K12/12 saat), Klotho (K16/16
saat) ve Edosiilfan / Klotho es zamanli (E+K) grublari ile muamele edilen HT22 hiicrelerinde RT-PCR
analizi ile MRNA Ekspresyonu)

Ku80 geninin kontrol grubuyla yapilan karsilastirma sonucu genin tiim grublarda
(E, K12, K16 ve E+K) ekspre oldugu ve 6zellikle endosiilfan uygulanan grubta daha
fazla ekspre oldugu goriilmiistiir. Sekil 4.5°de Ku80 mRNA ekspresyonu gosterilmistir.

Ku80 mRNA Ekspresyonu

16 11.23555901
8 _
4 -
1.958840595 1.815038311
2 - 1.366040257 -
1 - ' '
E K12 E+K K16

Sekil 4.5: Ku 80 mRNA Ekspresyonu ( Endosiilfan (E), Klotho (K12/12 saat), Klotho (K16/16
saat) ve Edosiilfan / Klotho es zamanli (E+K) grublari ile muamele edilen HT22 hiicrelerinde RT-PCR
analizi ile MRNA Ekspresyonu)
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DNA-PK geninin kontrol grubuyla yapilan karsilastirma sonucu genin tim
grublarda (E, K12, K16 ve E+K) ekspre oldugu ve 6zellikle E ile E+K grubta daha fazla
ekspre oldugu gorilmistiir. Sekil 4.6’da DNA-PK geninin mRNA ekspresyonu

gosterilmistir.

DNA-PK mRNA Expresyonu

5.063026376 5.314743256

2.462288827
1.729074463

E K12 E+K K16

Sekil 4.6: DNA-PK mRNA Ekspresyonu ( Endosiilfan (E), Klotho (K12/12 saat), Klotho
(K16/16 saat) ve Edosiilfan / Klotho es zamanli (E+K) grublari ile muamele edilen HT22 hiicrelerinde
RT-PCR analizi ile mMRNA Ekspresyonu)

HT22 hiicreleri tablo 3.3’de belirtilen arastirma grublar1 37°C* de % 5 CO;
iceren ortamda inkiibe edildi ve tablo 3.8” de belirtildigi gibi ekstrakt yapilip Western
Blot analizi i¢in kullanildi. Bu yontemle Klotho, Ku70, pKu70, Ku80, DNA- pk ve
pPDNA-pk proteinlerin ifadesi analiz edildi. Ayrica bir housekeeping gen (genel olarak
zaman ya da kosula bagl olarak ifade diizeyi degigsmez) olarak bilinen Aktin Beta
geninin ifadesi de bu analizde yiiklenen protein miktarinin esit oldugunu gostermek
amactyla kontrol olarak kullanildi. Western Blot analizi sonucu elde edilen veriler
Image)J programiyla densitometre analizi yapilarak degerlendirildi. Yapilan
densitometre analizi sonucu elde edilen bant yogunluklari Aktin Beta ile normalize

edilerek % degerler olarak tablo 4.4’ de gosterilmistir.
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Tablo 4.4: Arastirma Grublart ve Molekiiler Analizi Yapilan Proteinlerin % Bant

Yogunlugu
Klotho | Ku70 pKu70 Ku80 DNA- pDNA- Actin
pk pk Beta

E 32.097 |30.312 |36.872 |44.068 |4.848 35.737 18.792
KL12 |17.752 |26.716 |23.497 |17.566 |42.516 |23.295 19.836
KL16 |24.192 |19.739 |15.706 |2.184 9.798 15.997 20.897
E+KL | 15.052 | 15.182 |15.416 |26.926 |7.294 15.748 20.236
K 10.907 | 8.050 8.509 9.257 35.543 | 9.224 20.239

Klotho proteininin kontrol grubuyla yapilan karsilastirma sonucu genin tim
grublarda (E, K12, K16 ve E+K) ekspre oldugu gorilmistiir. Sekil 4.7°de klotho

proteninin western blot sonucu ekspresyonu gosterilmistir.

K E K12 K16 E+K
Klotho | ———— — .
62 Kda
B-actin cmemmew  owmemm  cowwemee cosmmesve | o
42 Kda

Sekil 4.7: Klotho proteininin ifade diizeyi (Kontrol (K), Endosiilfan (E), Klotho (K12/12 saat),

Klotho (K16/16 saat) ve Edosiilfan / Klotho es zamanl (E+K) grublar1 ile muamele edilen HT22

hiicrelerinde WB analizi ile protein ifade diizeyi)
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Sekil 4.8 ‘de Western Blot analizinde goriilen bant yogunlugunun densitometre
analizi sonucunda Klotho’nun bant yogunlugu B-actin ile normalize edilerek % olarak
verilmistir. Grafige gore (kontrolle karsilastirildiginda) tiim grublarin % protein
ekspresyonunda artma oldugu goriilmektedir. Bu artis endosiilfan uygulanan grubta en

yiiksek seviyeye ulagsmuistir.

% Klotho Protein Expresyonu
4
2.942
3
2.218
2 1.627 138
' 1
1 H =
0 T T T T 1
E K12 K16 E+K KONTROL

Sekil 4.8: Klotho ifadesinin % olarak degerlendirilmesi (Kontrol (K), Endosiilfan (E), Klotho
(K12/12 saat), Klotho (K16/16 saat) ve Edosiilfan/ Klotho es zamanli (E+K) grublari ile muamele edilen

HT?22 hiicrelerinde WB analizi ile protein ifade diizeyi)

Arastirma grublar ile muamele edilen HT22 hiicrelerinde Ku70 ve pKu70
proteininin kontrol grubuyla yapilan karsilastirma sonucu genin tiim grublarda (E, K12,
K16 ve E+K) ekspre oldugu goriilmiistiir. Ozellikle endosiilfan uygulanan grubta en
yiiksek olmakla birlikte endosiilfan ve Klotho’nun es zamanli olarak uygulanan grubda
azalma gostermistir. Aym sekilde pKu70 protein ifade diizeyinde kontrole gore tiim
grublarda bir artma gozlenmistir. Bu artig endosiilfan uygulanan grubta en yiiksek
olmakla birlikte Klotho uygulanan grublarda azalma gostermistir. Sekil 4.9’da Ku70 ve

pKu70 proteninin western blot sonucu ekspresyonu gosterilmistir.
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K E K12 K16 E+K
Ku70 T — — c— .
(70kDA)
pKu70 e L N ————— ——
(70 KDA)
Dacln sommmme.  ovemeer  owmmen ommwes comwwm595
(42 KDA)

Sekil 4.9: Ku70 ve pKu70 protein ifade diizeyi (Kontrol (K), Endosiilfan (E), Klotho (K12/12
saat), Klotho (K16/16 saat) ve Edosiilfan / Klotho es zamanli (E+K) grublari ile muamele edilen HT22

hiicrelerinde WB analizi ile protein ifade diizeyi)

Sekil 4.10 ‘da Western Blot analizinde goriilen bant yogunlugunun densitometre
analizi sonucunda Ku70 ve pKu70 proteinin bant yogunlu f-actin ile normalize edilerek
% olarak verilmistir. Grafige gore (kontrolle karsilastirildiginda) tiim grublarin %
protein ekspresyonunda artma oldugu goriilmektedir. Bu artis endosiilfan uygulanan

grubta en yliksek seviyeye ulasmistir.

Ku70 % Protein pKu70 % Protein Ekspresyonu
Expresyonu 5 4333

4 378 3318 — 4 ST

3 1.885 3 1.845 1.811

2 2

1 1 l l

0 0 l:

& YV © X ™
Y« §\$° & &

© @

Sekil 4.10: Ku70 ve pKu70 protein ifadesinin % olarak degerlendirilmesi (Kontrol (K),
Endosiilfan (E), Klotho (K12/12 saat), Klotho (K16/16 saat) ve Edosiilfan / Klotho es zamanl (E+K)

grublari ile muamele edilen HT22 hiicrelerinde WB analizi ile protein ifade dijzeyi)

Arastirma grublart ile muamele edilen HT22 hiicrelerinde Ku80 proteininin

kontrol grubuyla yapilan karsilastirma sonucu proteinin ifade diizeyi endosiilfan, K12
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ve K+E grublarinda bir artma goézlenirken K16 grubunda kontrole gore bir azalma

goriilmiistiir. Sekil 4.11° de Ku80 proteninin western blot sonucu ekspresyonu

gosterilmistir.
K E K12 K16 E+K
Ku80 w—— Pa——
86 kDA

B-actn sommmmm-  cwmerm  cmwwers ormeme  ommmwEs
42 KDA

Sekil 4.11: Ku80 protein ifade diizeyi (Kontrol (K), Endosiilfan (E), Klotho (K12/12 saat),
Klotho (K16/16 saat) ve Edosiilfan / Klotho es zamanli (E+K) grublari ile muamele edilen HT22

hiicrelerinde WB analizi ile protein ifade diizeyi)

Sekil 4.12° de Western Blot analizinde goriilen bant yogunlugunun densitometre
analizi sonucunda Ku80 proteininin bant yogunlugu f-actin ile normalize edilerek %
olarak verilmistir. Grafige gore (kontrolle karsilastirildiginda) K16 hari¢ diger grublarda
% protein ekspresyonunda artma oldugu goriilmektedir. Bu artis endosiilfan uygulanan

grubta en yiiksek seviyeye ulasmistir. K16 grubunda Ku80 protein ifadesi

baskilanmistir.
Ku80 % Protein Expresyonu
4.76
5
4
2.908
3
1.897
2
1 0:235
0 . - |
E KONTROL

Sekil 4.12: Ku80 proteinin ifadesinin % olarak degerlendirilmesi (Kontrol (K), Endosiilfan
(E), Klotho (K12/12 saat), Klotho (K16/16 Saat) ve Edosiilfan / Klotho es zamanli (E+K) grublar ile

muamele edilen HT22 hiicrelerinde WB analizi ile protein ifade diizeyi)
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Arastirma grublar1 ile muamele edilen HT22 hiicrelerinde DNA-PK ve pDNA-
PK proteinin ifade diizeyi western blot analizi ile belirlenmistir. DNA-PK proteini
kontrolle karsilastirildiginda, sadece K12 grubunda bir artis goOstermistir. Diger
grublarda ise belirgin bir azalis gostermistir. pPDNA-PK proteininde ise kontrolle
karsilastirildiginda bir artma gozlenmistir. Bu artis endosiilfan uygulanan grubta en
yiiksek oldugu gozlenmistir. Sekil 4.13° de DNA-PK ve pDNA-PK proteninin western

blot sonucu ekspresyonu gosterilmistir.

K E
DNAPK :
450 kDA
460 kDA
B-actin e il
42 kDA

Sekil 4.13: DNA-PK ve pDNA-PK protein ifade diizeyi (Kontrol (K), Endosiilfan (E), Klotho
(K12/12 saat), Klotho (K16/16 Saat) ve Edosiilfan / Klotho es zamanli (E+K) grublari ile muamele edilen

HT?22 hiicrelerinde WB analizi ile protein ifade diizeyi)

Sekil 4.14° de Western Blot analizinde goriilen bant yogunlugunun densitometre
analizi sonucunda DNA-PK ve pDNA-PK proteininin bant yogunlugu p-actin ile
normalize edilerek % olarak verilmistir. Grafige gore DNA-PK’nin kontrolle
karsilagtirildiginda, tiim grublarda % protein ekspresyonunda azalma oldugu
goriilmektedir. pPDNA-PK ise (kontrolle karsilastirildiginda), tiim grublarda % protein
ekspresyonunda artma oldugu goriilmektedir. Bu artis endosiilfan uygulanan grubta en

yiiksek seviyeye ulagmustir.
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DNA-PK ve pDNA-PK protein ifadesinin % olarak degerlendirilmesi

(Kontrol (K), Endosiilfan (E), Klotho (K12/12 saat), Klotho (K16/16 Saat) ve Edosiilfan / Klotho es

zamanli (E+K) grublari ile muamele edilen HT22 hiicrelerinde WB analizi ile protein ifade diizeyi)
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5.TARTISMA ve SONUC

Yaglanma, zaman igerisinde canlinin g¢evre ile olan iliskilerinde dengelerinin
cevre lehine sonuglandigi bir siiregtir. Bu siirecin ilerleyis hizi canlinin ¢evre ile olan
etkilesimi ve kendi kalitsal Ozelliklerine bagli olarak degismektedir. Bu nedenle,
yaslanma olay1 ortalama belirli bir siire¢ igerisinde ilerlese de, s6z konusu g¢evresel ve
kalitsal faktorlere bagli olarak kimi bireyler daha hizli, kimisi ise daha gecg
yaslanmaktadir. Insanlar i¢in yaslanma siirecini etkileyen gevresel faktdrlerin basinda
beslenme aligkanligi ve kalitesi, icki ve sigara aliskanligi, yasanilan ortamin kalitesi

gelmektedir.

Genetik faktorler arasinda ise farkli metabolik yolaklar1 kontrol eden birgok gen
yer almaktadir. Farkli metabolik yolaklarla ilgili bu genler yasam siirecini pozitif ya da
negatif yonde etkilemektedir. Son on yilda, gittik¢e artan sayida analitik teknik, bu
siirecin altinda yatan yollar hakkinda daha iyi bilgi sahibi olmay1 ve insan Omriinii

uzatma hedefi ile yaglanmanin molekiiler temelini daha iyi anlamamizi saglamistir.

Yasa bagh fizyolojik degisim (hipertansiyon, insiilin direnci) ve yasa bagh
patolojik degisikliklere yatkinlik (kanser, norodejeneratif hastalik) ile ilgili literatiirde
cok sayda caligma bulunmakla birlikte, bu siirecin isleyisinin tam olarak tanimlamasi ve
gorevli tiim faktorlerin anlasilmasi i¢in daha ileri ¢alismalara ihtiya¢ vardir. Mevcut
bilgilere dayanarak, basarili bir yaslanma Kkarsit1 strateji i¢in en umut Vverici
yaklasimlardan biri, Klotho gen ekspresyonunu icermektedir. aKlotho igerigi yasam
stiresini etkilediginden, patolojik yaslanmaya ve buna bagl biligsel gerilemeye karsi
koruyucu etkisi oldugu bildirildiginden, aKlotho'nun rolii geleneksel olarak patolojik

yaslanma acgisindan incelenmistir.

Kemirgenlerde ve insanlarda yapilan ¢alismalarin gen ve protein ekspresyonu
analizleri, aKlotho'nun bobrek ve beynin koroid pleksusundaki bol miktarda eksprese
edildigini ve paratiroid bezi, tiroid bezi, pankreas ve cinsiyet organlar1 gibi alanlarda
daha az miktarda oldugunu gostermektedir (Krajisnik ve ark. 2010; Lim ve ark. 2015).
Dolasan Klotho bir hormon olarak islev goérmekte ve Klotho'yu ifade etmeyen

hiicrelerin (vaskiiler endotel hiicreleri ve diiz kas hiicreleri) veya dokularin
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fonksiyonlarin1  diizenlemektedir. Bu Onerilen islev kismen Klotho geninin
mutasyonunun neden sadece birka¢ dokuda (6rnegin, bobrek ve beyin koroid pleksusu)
ifade edilmesine ragmen genis yaslanma fenotiplerine neden oldugunu

aciklayabilmektedir (Xu ve Sun 2015).

Yokoyama ve arkadaslarinin yaptigi calismalarda KL varyantlariin uzun
omirlilige olan genetik etkileri arastirllmis ve bu varyantlarin beynin yapisal ve
fonksiyonel biitiinliigiini destekledigi bulunmustur (Yokoyama ve ark. 2015). Ayrica,
yiiksek serum Klotho diizeyleri Alzheimer ve yaslanmaya karsi savunmasiz olan beynin
onemli fonksiyonel aglarindaki daha biiyiik intrinsik baglantili  Slgiimlerle
iligkilendirilmis ve yiikselen Klotho seviyelerinin kritik beyin bolgelerinin ag
baglantisinin artmasiyla giiclii bir beyni tesvik ettigi ileri siiriilmiistiir (Yokoyama ve

ark. 2017).

Anna ve arkadaslart Alzheimer hastast 3xTg-AD transgenik modelleriyle
yaptiklar1 bagka bir ¢aligmada salgilanabilir Klotho’nun C terminal ucunda bulunan 6zel
bir peptite karsi, yeni bir antikor liretmislerdir. K113 ad1 verilen bu antikor kullanilarak
serebellum, prefrontal korteks, korteks ve hipokampus gibi beynin farkli bolgerinde
salgilanan Klotho protein seviyeleri spesifik olarak analiz edilmistir. Alzheimer hastasi
3XTg-AD transgenik modellerinin beyin alanlarindaki klotho ekspresyonu hizli bir
sekilde azaldigin1 gostermislerdir (Anna ve ark. 2015). Yapilan son ¢aligmalarda,
salgilanan formuna benzer olan ve periferal olarak uygulanan aKlotho protein fragmenti
(aKL-F) kan-beyin bariyerini gegememesine ragmen, sasirtict bir sekilde biligsel

giiclendirme ve sinirsel esneklige neden oldugu bulunmustur (Leon ve ark. 2017).

Klotho proteininin fazla miktarda sentez edilmesi anlamli olarak oksidatif strese
diren¢ kazandirarak yaslanma siirecini yavaglatmakta ve yasam siiresini uzatmakta
oldugu bilinmektedir. Bunun yan1 sira oksidatif hasara ve noronal hiicre 6liimiine yol
acan reaktif oksijen tiirlerinin iretimi, Alzheimer hastaliin1 iceren noérodejeneratif

hastaliklarin patogenezinde énemli bir rol oynadig: bilinmektedir.

Zeldich ve arkadaslar1 yaptiklar1 galismada HT22 hiicrelerinde Kotho’nun
triodoksin ve prexiredoksin (Trx/Prx) ekspresyonunu bir hayli hizlandirdigini, bunun da

Ozellikle bir antioksidant enzim olan Prx2’nin indiiksiyonu arttirdig1 bildirilmektedirler
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(Zeldich ve ark. 2014). Prx'ler yeni karakterize edilmis bir peroksit temizleyici enzim
ailesidir. Noronal fizyoloji ve patoloji baglaminda artan 6nemi olan bir antioksidan
enzimatik sistemi temsil etmektedir. Serebral iskemi, AD ve Parkinson hastaliginda
Prx-2 ve Prx-3'in degismis ifadesi gosterilmistir. Prx-2'nin gelismis noronal
ekspresyonunun ve aktivitesinin noronlar1 iskemik hasardan korudugu bildirilirken,
Trxrd eksikliginin dopaminerjik noronlardaki oksidatif stresi arttirdigi gosterilmistir.
Klotho indiiksiyonunun, uzun Omiirliiliikte 6nemli bir yolak olan PI3K/Akt yolaginin
fosforilasyonu, Fox3a’nin siirdiiriilen inhibitor fosforilasyonu ve Prx2’ nin indiiksiyonu

ile iligkili oldugu bulunmustur (Zeldich ve ark. 2014; Adeli ve ark. 2016).

Yaslanma, yaslanma siirecinin hizin1 etkileyen ve bireylerarasi genetik
varyantlarla belirlenen farkli mekanizmalarla kontrol edilmektedir. Genlerdeki genetik
varyantlar nedeniyle olusan insiilin ve lipid metabolizma hastaliklari, metabolizmanin
bu kisimlarinda yiiksek diizeyde goriilen glikolizasyon ile doku hasar1 nedeniyle ortaya
cikarlar. Degismis IGF sinyallesme yolaginda ortaya ¢ikan insan IGF1R’deki genetik
degisiklikler, insan Omriiniin modulasyonunda bu yolagin bir roli oldugunu

diistindiirecek sekilde, insan dmriinlin uzamasina yatkinlikta bir artis saglamaktadir.

Pek ¢ok arastirmada 6zellikle insiilin ve Insiilin benzeri biiyiime faktorii 1’in
(IGF-1) yaslanma aragtirmalarinda 6nemli bir yol oldugu diisiintilmiistiir (Kuang ve ark.
2014; Xuan ve ark. 2016). aKlotho'nun antiaging etkileri, yaslanmay1 bastirmak icin
evrimsel olarak korunan bir mekanizma olan insiilin benzeri sinyallemenin
inhibisyonuna atfedilmistir (Kenyon ve ark. 2005 ). [n vitro galismalar, sKl'in, insiilin /
IGF-1 reseptorlerinin otofosforilasyonunu ve insiilin reseptdr substratlarinin (IRS)
tirozin fosforilasyonunu ve IRS proteinleri (Kurosu ve ark. 2005 ) ile fosfoinositid 3-

kinaz1 (PI3K) igeren akis asagi sinyal olaylarini bastirdigini géstermistir.

Son yillarda Alzheimer hastalarinda insulin / IGF sinyal yolag: ile baglantili
caligmalar bulunmaktadir. Chitnis ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir calismada IGF-1R
inhibisyonunun, NHEJ yolagin1 etkileyip etkilemedigini arastirmak igin li¢ strateji
kullanmislardir. Birincisi onarim proteinlerinin ekspresyonu iizerinde AZ12253801
etkisini degerlendirmek, ikincisi IGF-1R ve DNA-PK arasindaki epistasisi test etmek ve
liclinciisii onarim raportér deneyleri gerceklestirmektir. Calisma sonucunda IGF-1R

azalmasinin radyasyon indiikli DNA ¢ift zincir kiriklarimin tamirini geciktirdigi
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bulunmustur. IGF-1R inhibisyonu o&zellikle NHEJ onarim defektini azaltmaktadir
Yapilan bir ¢alismada insulin / IGF sinyal yolag: inhibisyonunun homolog olmayan ug

birlestirme yolagi tamir mekanizmasini geciktirdigi bulunmustur (Chitnis ve ark. 2014).

IGF-1R inhibisyonu 6zellikle NHEJ onarim defektini azaltmaktadir. Gelismekte
olan beyindeki NHEJ aktivitesinin kaybi, prenatal Olliime neden olmaktadir.
Yetiskinlerde ise norodejeneratif hastaliklara yol acabilmektedir. AD olan kisilerde
yapilan calismalarda reaktif oksijen/nitrojen tiirlerinin, deregiilasyona ve replikasyon
stresi olarak bilinen yetersiz DNA replikasyonuna neden oldugu bulunmustur. AD
patogenezindeki replikasyon stresi, deregiile olan hiicre dongiisii ve tercihen AP
birikiminden kaynaklanan genomik kararsizliga yol agabilmektedir. Bu durumlara ek
olarak post mitotik noronlarda defektif DNA onarim sistemlerin varligi da daha ¢ok
DNA hasarlar1 ve daha ¢ok genomik kararsizliga neden olmaktadir. Ayn1 zamanda AD
beyinlerinde gézlemlenen DNA icerigindeki intraselliiler artis bu kombine olaylardan
kaynaklanabilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda DNA-PK mutant hiicrelerin stres altinda
replikasyonu durdurmada basariz olduklari rapor edilmistir. AD beyinlerinde DNA-PK
ve Ku protein seviyelerinin yani sira azalan NHEJ aktivitesi gosterilmistir. Ayni
zamanda normal yasli beyinlerde DNA-PK ve Ku protein seviyelerinin azaldig

gosterilmistir (Shackelford ve ark. 2006 ; Chitnis ve ark. 2014; Kanungo, 2016).

Literatiirde Klotho protein ile NHEJ yolag: arasindaki iliskiyi inceleyen calisma
bulunmamaktadir. Calisma kapsaminda, literatiirde ilk defa olarak Klotho proteininin
NHEJ yolaginda etkisi, bu yolakta is yaptigi bilinen Ku70/Ku80 ve DNA-PK genlerinin
ekspresyonu ve proteinlerin islevi arastirilarak belirlenmistir. Bunun ic¢in kullanilan
HT22 hippokampal hiicre serileri ile bu hiicrelerde de NHEJ yolaginin ve ayn1 zamanda

NHEJ tamir yolaginin yaslanma patogenezindeki rolii arastirilmisir.

Yapilan tez ¢alismasinda oncelikle XTT sitotoksite testi ile endosiilfanin IC50
dozu belirlenmistir. Calismamizda kullandigimiz endosiilfan insanlarda hastaliklarla ve
kromozomal anomaliklerle iligkili olabilen organoklorin bir pestisittir. Ancak onun
genotoksik etkisi ¢ok az bilinmektedir. Insanlar dahil hedef olmayan organizmalar
tizerinde toksik ve ¢esitli saglik etkilere neden oldugu bilinmektedir (Ali ve ark. 2014).
Ozellikle endosiilfanin endokrin, immiinolojik toksisite, iireme defektleri ve

norodavranigsal bozukluklar gibi olumsuz saglik etkileri oldugu bilinmektedir. Bu
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hastalik etkilerine neden olan endosiilfanin etki mekanizmasi (genomik ya da
nongenomik) farkli olabilmektedir. Genel olarak bu mekanizmalar mitokondriyal
disfonksiyonu, sinyal iletim yolaklarini ve oksidatif stres indiiksiyonunu icermektedir

(Mrema ve Ark. 2013).

Sohn ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢calismada insan hiicre hatlar1 olan HeLa ve
HepG2 hiicrelerinde endosiilfanin toksik mekanizmasi arastirilmistir. Endosiilfan
DMSO’da ¢ozdiiriilerek 20 mM ve 10 mM konsantrasyonlari elde edilmigtir. DMEM’de
kiiltiire edilen hiicre hatlari, endosiilfanin sitotoksik etkisini dlgmek i¢in 96 wellin her
bir kuyucuguna 1 X 10° olacak sekilde ekim yapilmis ve 50,100 ve 200 uM edosiilfan
dozlar1 uygulanarak 96 well plate CO; inkiibatoriinde 37 °C’de %5 CO; iceren ortamda
48 saat inkiibe edilmistir. Hiicre canliigtn MTT ile 540 nm absorbansta
degerlendirilmistir. HeLa hiicreleri ile karsilagtirildiginda HepG2 hiicreleri endosiilfana
cok daha duyarli oldugu gosterilmistir. Belirlenen IC50 degerleri HepG2 i¢in 49.37 uM
ve HeLa i¢in 86 puM olmustur. Sonuglar hiicre hatlarinin endosiilfana kars1 duyarh
olmasina ragmen toksik etkisinin farkli oldugunu gostermektedir (Sohn ve Ark. 2004).
Calismamizda endosiilfan DMSO’ ¢ozdiiriilerek 10 mM konsantrayonunda ana stok
hazirlanmistir. Endosiilfanin sitotoksik etkisini 6lgmek icin DMEM de kiiltiire edilen
HT 22 hiicre serisi 96 wellin her bir kuyucuguna 10.000 hiicre /100 pl olacak sekilde
hiicre ekimi yapilmistir. 10, 25, 50, 75 ve 100 uM endosiilfan dozlar1 uygulanarak 24
saat inkiibe edilmis ve XTT ile 492 nm absorbansta degerlendirilmistir. Belirlenen 1C50

degeri yaklasik 50 uM bulunmustur.

Yapilan bir c¢aligmada noéronal hiicre hatti olan SH-SYS5Y’de endosiilfan
kaynakli oksitadif stres rolii incelenmistir. 100 mM endosiilfanin stok soliisyonu 100%
dimethylsulfoxide (DMSO) kullanilarak hazirlanmistir. Bu stok soliisyon 4 ¢alisma
soliisyonu hazirlamak i¢in RPMI-1640 besiyerinde diliie edilmistir. Daha sonra hiicreler
50, 100 ve 200 uM endosiilfan dozlar ile 37°C © de 1, 6, 8 ve 20 saat muamele
edilmistir. Peroksit {irlinii iligkili floresans yogunlugu ile 6l¢iilmiis ve rapor edilmistir.
50 uM endosulfanin 20 saat inkiibasyona maruz kalan hiicrelerde H,0O; tirtintinde 6nemli
bir artis gozlenmistir. 100 ve 200 uM gibi yiiksek doza maruz kalan hiicrelerde 1 saat
icinde ROS iiriiniinde 6nemli artis olmustur (Jia ve Misra 2007). Calismamizda

kullandigimiz ndronal hiicre hatti HT22 hiicrelerine DMSO’da hazirlanan 10 mM
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endosiilfan stok soliisyonundan DMEMHA besiyerinde diliie edilen uygulama
soliisyonu hazirlanarak bes farkli dozda 24 saat muamele edilmistir. 50 pM
endosiilfanin 24 saat inkiibasyona birakilan hiicrelerin canliliklarinda yar1 yariya kayip

gozlemlenmistir.

Sebastian ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada MTT ve trpan blue ile hiicre
proliferasyonu belirlenmistir. Reh ve K562 hiicreleri ES (1, 5, 10, 25 ve 50 uM) ile
muamele edilmis ve MTT ile 48 ve 72 saat inkiibe edilmistir. Analizler ES toksitesitesi
IC50 degeri Reh i¢in 29.5 uM, K562 i¢in 43.2 uM (48 saat) oldugunu ileri siirmiistiir
(Sebastian ve Raghavan 2016). Bizim de c¢alismamizda HT22 hiicre serisinin
proliferasyonu trpan blue ile belirlenmis olup endosiilfan sitotoksitesi i¢cin XTT testi
uygulanmistir. HT22 hiicre serisinde 24 saat i¢in IC50 degeri yaklasik olarak 50 uM

olarak belirlenmistir.

Bu caligmada endostilfan gibi pestisitlere maruz birakilan ndronal hiicre hatti
olan HT22’nin doza ve siireye bagl artis1 sergilenmistir. HT22 hiicre hattinda kullanilan
ES'nin etkin konsantrasyonunun, kullanilan XTT testi ile sitotoksik etkiye sahip
oldugunu gosterdik. Yapilan ¢aligmalarda endosiifanin sitotoksik etkisinin farkli
hiicrelerde IC50 dozlariin farkli olabilecegi gézlemlenmistir. Deneyimizde hiicrelerin
canlilik yilizdesi, endosiilfan konsantrasyonunun artmasiyla azalmistir. 24 saatlik
muameleden sonra tiim dozlarda hiicrelerin canliliginda bir kayip meydana gelmistir.
HT22 hiicreleri i¢in IC50 degeri yaklasik olarak 50 uM olarak belirlenmistir.
Sonuglarimiz, litaratiirdeki benzer ¢alismalara uygun olarak HT22 hiicrelerinde
apoptozun indiiklenmesinin hem endosiilfan konsantrasyonuna hem de uygulanan

stireye bagli oldugunu gostermistir.

Calismamiza IC50 degeri yaklasik olarak 50 uM olarak belirlenen endosiilfan ve
Klotho ile olusturdugumuz arastirma gublari; Kontrol, Endosiilfan, Klotho (12 saat),
Klotho/Endostilfan (12 saat Endosiilfan / 16saat Klotho) ve Klotho / Endosiilfan es
zamanlt (12 saat) ile devam edilmistir. NHEJ yolaginda etkili olan genlerin hem

endostilfan hem de Klotho ile baglantis1 arastirilmistir.

Calismamizda kullandigimiz endosiilfan insanlarda hastaliklarla ve kromozomal

anomaliklerle iligkili olabilen organoklorin bir pestisittir. Ancak onun genotoksik etkisi
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cok az bilinmektedir. In vivo ve in vitro model sistemleri endosiilfana maruz kalmanin
ROS’u indiikledigini gostermektedir. Hem insan hem de fare hiicrelerinde ROS’larin
indiiklenmesi DNA’ da ¢ift zincir kiriklarina neden olmaktadir. ES indiiklii DNA hasari,
DNA hasar yanitlarina yol agmaktadir ve NHEJ’in yiikselen seviyelerine neden

olmaktadir (Sebastian ve Raghavan, 2016).

ROS'ler, hiicrelerdeki DNA hasarindan sorumlu ana pato-fizyolojik faktorlerden
biridir. Hiicre hatlarinda konsantrasyon ve zamana bagli bir sekilde ESmin ROS
indiikledigini gozlemlenmistir. Farelerin akciger boliimlerine ES tedavisini takiben,
53BP1'in yiiksek ekspresyonunu gosterilmistir. (kontrollerle karsilastirildiginda). Bu da
akcigerlerde DNA ¢ift iplik kopmast olusumunu gostermektedir. ES'nin ROS'u saglayip
saglamadigini incelemek icin, ES ile muamele edilmis Reh hiicrelerinde (0.5, 1, 2 saat
boyunca 10, 25 uM) akis sitometri analizi yapilmistir. Sonuglar, zamana bagli bir
sekilde ROS iiretimini gostermis ve islemden 2 saat sonra en yliksek ROS {iretimi

(25uM) goriilmiistiir (Sebastian ve Raghavan, 2016).

Caligsmalar Klotho'nun fazla miktarda sentez edilmesinin anlamli olarak oksidatif
strese direng kazandirarak yaslanma silirecini yavaglatmakta ve yasam siiresini
uzatmakta oldugunu gostermektedir. Ornegin SH-SYSY hiicrelerinde endoplazmik
retikulum stresinin diizenlenmesinde bir bitki antioksidan olan ligustilitin néroprotektif
etkisinde 6nemli rol oynadigin1 gostermistir (Kuang ve ark.2014). Baska bir ¢aligmada
Klotho, glutamata maruz kalan PCI12 hiicrelerinde ve epilepsi hastalarindan gelen
hipokampal 6rneklerde asag1 dogru regiile edilmistir (Teocchi ve ark.2013). Klotho'nun,
beyin kaynakli hiicrelerde in vitro olarak indiiklenen oksidatif stresi Onleyip
onleyemeyecegini belirlemek i¢in, sigan birincil hipokampal noéronlarinda oksidatif
hasarla noronal 6liim i¢in bir model olarak glutamat sitotoksisitesi kullanilmistir.
Glutamat, endojen bir wuyaricti ndrotransmiterdir, yliksek konsantrasyonlarda
norotoksiktir (Coyle ve Puttfarcken,1993). Glutamat tedavisini takiben hipokampal
noronlarda hiicre i¢i ROS birikimi olmaktadir (Das ve ark. 2010).

Yapilan bir ¢calismada hipokampal ndronlarin artan glutamat konsantrasyonlarina
maruz kalmasmin ROS birikiminde artisa yol ac¢tigini, Klotho ile 6n tedavinin ROS
tretimini dnemli Ol¢iide azalttigin1 gostermektedir. 4-6 saat boyunca Klotho ile yapilan

O0n muamele, glutamatin neden oldugu hiicre 6liimii derecesini 6nemli Slgiide azalttigini
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gostermistir (3 ve 4 mM glutatata maruz kaldiginda sitotoksisite derecesini % 65'den%
40'a ve % 80'den % 60'a dislirmiistiir). Ancak glutamattan once veya 1 saat ile ayni
anda eklendiginde, Klotho hipokampal noronlart glutamatin neden oldugu
sitotoksisiteden korumamustir. Hipokampal noronlarda elde edilenlere benzer sonuglar,
Oliimsiizlestirilmis murin hipokampal hiicre hattinda, HT22'de de gozlemlenmistir

(Zeldich ve ark. 2014).

Zeldich ve arkadaglarinin daha sonra 24 saat boyunca Klotho ile muamele edilen
sican primer hipokampal noronlardan izole edilen RNA’y1 incelenmistir. Farkli olan
genler i¢in Klotho'nun saf (stressiz) kosullar altinda Prx-2 ve Trxrd-1'in indiiksiyonu
tizerindeki arttiric1 etkisi QRT-PCR analizi ile dogrulanmistir. Hipokampal néronlarda
Prx-2 ve Trxrd-1 indiiksiyonunun, glutamat (sirasiyla 2.56- ve 1.77 kat) mevcudiyeti ile
hafifce artmasina karsin ¢arpici sekilde artmadigini, oysaki Klotho 6n muamelesi ve
glutata maruz kalma kombinasyonunun Prx-2 (4.29 kat )ve Trxrd-1 (3.58 kat )
ifadesinde daha yiiksek bir artis ile sonug¢landigi bulunmustur. Klotho'nun Prx-2 ve
Trxrd-1 tzerindeki arttirict etkisi, baska deneylerde HT22 hiicrelerinde de
dogrulanmistir. Protein diizeyinde, Prx-2'de, sadece Klotho'nun (oksidatif olmayan
kosullar altinda) varligr ile indiiklenen 6nemli bir artis bulunmustur. Hiicrelerin tek
basina glutamat ile islenmesi ayrica Prx-2 proteininin ekspresyonunun artmasina yol
acmistir. Klotho ile 6n muamele daha da arttirmistir. Trxrd-1 proteini esas olarak diisiik
glutamat konsantrasyonlarinda (3mM) oksidatif kosullarin varliginda indiiklenmistir.
Trxrd-1 protein ekspresyonunun glutamat tarafindan bu uyarilmasi, Klotho ile 6n
muamele ile onemli 6l¢iide arttirllmistir. Bu sonuglar qRT-PCR sonuglar ile ayni
dogrultudadir ve hipokampal néronlardaki Klotho'nun Trx / Prx ailesi liyeleri tizerindeki

diizenleyici etkisini onaylamaktadir (Zeldich ve ark. 2014).

Calismamizda Hipokampal noronal HT22 hiicrelerini, endosiilfana maruz
birakarak Klotho'nun NHEJ yolagimindaki etkisini arastirmak i¢in kullandik. Kontrolle
karsilagtirildiginda, 6zellikle sadece endosiilfan uygulanan HT22 hiicrelerinde Klotho
geninin asir1 ekspresyona ugradigini ve hiicresel Klotho seviyesinde 6nemli artisa neden
oldugunu gozlemledik. (Sekil 4.3 ve 4.8 ). Bu durum Klotho’nun, endosiilfanin negatif
etkisine (muhtemelen hiicresel ROS artisina) etkisine karsi hiicresel cevapta rol

oynayabilecegini diisiindiirmektedir. sKlotho’nun eksojen olarak verildigi diger deney
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ortamlarinda hiicresel Klotho seviyelerinde ve Klotho gen ekspresyon seviyelerindeki
artis, sadece Endosulfan uygulanan hiicrelere nazaran siirli kalmigtir. Bu etki hem

mRNA hem de protein seviyelerinde dogrulanmustir (Sekil 4.3 ve 4.8 ).

NHEJ yolaginda bulunan Ku'nun benzersiz fiziksel 6zellikleri, DNA uclarina
kalic1 ve siki bir sekilde baglanmasimi saglamaya yardimci olmaktadir. Yapilan bir
calismada hiicre hatlarindan biri olan Jurkat hiicrelerinde Ku70 yiiksek oranda eksprese
edildiginden shRNA ile Ku70 ifadesi diisiiriilerek, apoptoz ve hiicre dongiisii ile iligkisi
arastirilmistir. DNA hasar1 onarim kapasitesi analiz edilerek ilging bir sekilde hem
NHEJ hem de HR onarim verimliliginin Ku70 susturma isleminden sonra azaldigi
bulunmustur. Ku70'in susturulmasimin, Jurkat hiicrelerinde birikmis DNA hasar1 ve
DSB bozuklugu ile sonuglandigi, daha fazla apoptoz, hiicre ¢ogalmasini ve hiicre

dongiisti durmasini azalttigi gézlemlenmistir (Yu ve ark. 2018).

Bizim ¢alismamizda, kontrolle karsilastirildiginda sadece endosiilfan uygulanan
HT22 hiicrelerinde, Ku70 ve Ku80’nin artan ekspresyonu NHEJ yolaginin tetiklenmis
oldugunu gostermektedir. 4 saat boyunca Klotho ile yapilan 6n muamele (K16) ile
klotho ve endosiilfanin es zamanli uygulanan (K12) HT22 hiicrelerinde, Klotho’nun
endosiilfandan Once veya ayni anda eklenmesi bir fark yaratmamakla birlikte
ekspresyon hizlar1 farkli olmustur. Ancak K16 uygulanan HT22 hiicrelerinde Ku80

geninin ekpresyonu baskilanmaistir.

Yapilan c¢aligmalar Ku70'in fosforile oldugunu ve bu fosforilasyonun, Ku
heterodimerinin DNA'dan S fazinda yer degistirmesine yol actigin1 gostermistir. Lee ve
arkadaslarinin yaptigi bir g¢alisma ilk kez Ku'nun yiikksek DNA ucu baglanma
afinitesinin ~ fosforilasyon ile  degistirilebilecegini  gostermektedir.  Ku70'in
fosforilasyonunun ortadan kaldirilmasi, Ku'nun DSB'lerde siirekli tutulmasina yol agar,
bu da DNA ucu rezeksiyonu ve HR'de, 6zellikle S fazinda 6nemli bir diisiise yol
acmaktadir. Sonuclar, Ku70 / 80'in DSB'lerden fosforilasyon aracili ayrigmasinin DNA
uclarii serbest biraktigini, S fazinda HR'nin baglamasina izin verdigini ve memeli
hiicrelerinde bir DSB onarim yolu se¢imi mekanizmasi sagladigini gostermektedir (Lee

ve ark. 2016).
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Calismamizda westen blot sonucuna gore pKu ekspresyonu kontrolle
karsilagtirildiginda tiim grublarda artan ekspresyonu NHEJ yolaginin tetiklenmis
oldugunu gostermektedir. 4 saat boyunca Klotho ile yapilan 6n muamele (K16) ile
Klotho ve endosiilfanin es zamanli uygulanan (K12) HT22 hiicrelerinde, Klotho’nun
endosiilfandan Once veya ayni anda eklenmesi bir fark yaratmamakla birlikte

ekspresyon hizlari farkli olmustur.

Yapilan son bir ¢alismada bir baska kinaz olan p38 MAPK, cesitli DNA hasar
ajanlar1 ve DSB'nin kendisi tarafindan indiikklenmektedir. DNA-PK ve p38 MAPK
kombine olarak, Alzheimer sisteminin bir asamasini belirleyebilmektedir. Normal
yaslanma esnasinda, DNA-PK komponentleri azaltildigindan onarilmamis DSB'ler,
sirekli p38 MAPK aktivasyonunu baslatmak icin yeterli olmayan bir diizeyde
olusabilmektedir. Aksine, Alzheimer vakalarinda, DSB'lerin esik seviyesi, p38 MAPK
aktivasyonunu indiikleyerek Ap iiretimini arttirabilmektedir (Kanungo, 2017).

Kontrolle karsilastirildiginda endosiilfan uygulanan HT22 hiicrelerinde, DNA-
PK’nin ekspresyonu NHEJ yolaginin tetiklenmis oldugunu gostermektedir. 4 saat
boyunca Klotho ile yapilan 6n muamele (K16) ile Klotho ve endosiilfanin es zamanli
uygulanan (K12) HT22 hiicrelerinde, Klotho’nun endosiilfandan 6nce veya ayni anda

eklenmesi bir fark yaratmamakla birlikte ekspresyon hizlari farkli olmustur.

En iyi karakterize edilen DNA-PKcs fosforilasyon kiimesi, Thr2609 diger DNA
tamir molekiilleri ile iliskisini kolaylastirmaktadir. Ciinkii fosforlanmis DNAPKcs,
Artemis'i DNA uclarina alip endoniikleaz aktivitesini kolaylagtirmaktadir (Goodarzi ve
ark. 2006). Yapilan calismalarda, islevsel bir Thr2605 kiimesi (insan Thr2609)
bulunmayan DNA-PKcs3A nakavt mutant farelerde erken 6liimciil ve dogustan kemik
iligi  yetmezligi goriilmektedir. DNA-PKcs3A farelerinden tiiretilen hiicreler,
replikasyon stres maddelerine karsi olduk¢a hassastir ve bircok onarim yolunda
bozulma gostermektedir. Bu bulgular, fizyolojik kosullar altinda in vivo Thr2609 kiime

fosforilasyonunun kritik fonksiyonunu ve gereksinimini gdstermistir (Zhang ve ark.

2011).
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Bizim ¢alismamizda da DNA-PKcs fosforilasyon kiimesi Thr2609 western blot
yontemi ile analiz edilmistir. Kontrolle karsilastirildiginda uygulama yapilan tim
grublarda, pDNA-PK’nin ekspresyonu NHEJ yolaginin tetiklemis oldugunu

gostermektedir.

Calismamizda Hipokampal noéronal HT22 hiicrelerini, endosiilfana maruz
birakarak Klotho'nun NHEJ yolaginindaki etkisini aragtirmak i¢in kullandik.
Sonuglarimiz, kontrolle karsilastirildiginda 6zelikle sadece endosiilfan uygulanan HT22
hiicrelerinde Klotho geninin asir1 ekspresyona ugradigini ve endosiilfanin negatif
etkisini modiile ederek hipocampal néronal HT22 hiicrelerini oksidatif hasara karsi
onemli Olciide korudugunu gostermektedir. Verilerimiz beyindeki NHEJ yolaginin
Oonemini vurgulamakta ve Klotho'yu olasi bir antioksidan efektor olarak
tanimlamaktadir. sKlotho’'nun eksojen olarak verildigi diger deney ortamlarinda
hiicresel Klotho seviyelerinde ve Klotho gen ekspresyon seviyelerindeki artis, sadece
Endosulfan uygulanan hiicrelere nazaran sinirli kalmistir. Bu etki hem mRNA hem de
protein seviyelerinde dogrulanmistir. Klotho'nun, HT22 hiicrelerine eksojen olarak
eklenmesinin noronal sagkalimi destekledigini ve Endosulfan’in olumsuz etkisini
azalttigin1 soyleyebiliriz. Bu sonug, dolagimdaki sKlotho seviyesinin Endosulfan’in

olumsuz etkilerine kars1 canlilar1 koruyabildigini diisiindiirmektedir.

aKlotho'nun beyindeki sinyal iletim yollari ile etkilesimi hakkinda nispeten az
veri vardir ve aKlotho'nun transkripsiyon faktorlerinin sentez / aktivite seviyelerini nasil
degistirdigi hakkinda cok az sey bilinmektedir. aKlotho ile ilgili in vitro ve hayvanlar
tizerindeki doku kiiltiirleri ile baglantili daha fazla calisma gerekmektedir. Klotho
ifadesinin azalmasi ve yasa bagli kosullarin gittikge artan bir listesi arasindaki
baglantilarin 1s1g1nda, bu proteinin ¢alismasinin beyinde ve 6tesinde insan yaslanmasini
anlamak i¢in biiyiik dlctide etkili olacag: aciktir. Ayrica aKlotho eksikligi ile baglantili
diger patolojik durumlarda, Klotho gen ekspresyonunun uyaricilart ile tedavi

muhtemelen faydali olacaktir.
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