T.C.
PAMUKKALE UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERIi ENSTITUSU

SiNIRBILIM ANABiLiI\_II DALI
DOKTORA TEZI

SISTEIN-S-SULFAT iLE TETIKLENEN HUCRE
OLUMUNDE KORTEKS VE HIPOKAMPAL
NORONLARDA KASPAZ 3 BAGIMLI VE KASPAZ
BAGIMSIZ APOPITOTIK SURECIN in-Vitro
INCELENMESI

Aysel ALPHAN

Mayis 2023
DENIZLI



T.C.
PAMUKKALE UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

SINIRBILIM ANABILiM DALI
DOKTORA TEZi

SISTEIN-S-SULFAT ILE TETIKLENEN HUCRE OLUMUNDE KORTEKS VE
HIPOKAMPAL NORONLARDA KASPAZ 3 BAGIMLI VE KASPAZ BAGIMSIZ
APOPITOTIK SURECIN in-Vitro INCELENMESI

Aysel ALPHAN

Tez Danigmani: Prof. Dr. Esat ADIGUZEL
2. Danigman: Prof. Dr. Vural KUCUKATAY

Denizli, 2023



Bu tezin tasarimi, hazirlanmasi, yurutilmesi, arastirmalarinin yapilmasi ve bulgularinin
analizlerinde bilimsel etige ve akademik kurallara 6zenle riayet edildigini; bu ¢alismanin
dogrudan birincil Grinid olmayan bulgularin, verilerin ve materyallerin bilimsel etige
uygun olarak kaynak gosterildigini ve alinti yapilan calismalara atfedildigini beyan
ederim.

Ogrenci Adi ve Soyadi: Aysel ALPHAN

imza:



YAYIN BEYAN SAYFASI

Pamukkale (niversitesi Lisansiistii Egitim ve Ogretim Yénetmeligi Uygulama Esaslari
Yoénergesi Madde 24-(2) “Saglik Bilimleri Enstitlisi Doktora 6grencileri icin: Doktora tez
savunma sinavindan énce, doktora bilim alaninda kendisinin yazar oldugu uluslararasi
atif indeksleri kapsaminda yer alan bir dergide basiimis ya da basiimak Uzere kesin
kabull yapilmis en az bir makalesi olan dgrenciler tez savunma sinavina alinir. YUksek
lisans tezinin yayin haline getirilmis olmasi bu kapsamda dederlendiriimez. Bu ek kosulu
yerine getirmeyen &drenciler, tez savunmasina alinmazlar’ geregince yapilan
yayin/yayinlarin listesi asagidadir. (Tam metin/metinleri ekte sunulmustur):

Ek -1. Altunay ZM, Alphan A, Adigiizel E. In vivo experimental models of schizophrenia:
mechanisms, features, advantages, disadvantages. Anatomy, 2022;16(2):114-123.



OZET

SISTEIN-S-SULFAT iLE TETIKLENEN HUCRE OLUMUNDE KORTEKS VE
HIPOKAMPAL NORONLARDA KASPAZ 3 BAGIMLI VE KASPAZ BAGIMSIZ
APOPITOTIK SURECIN in-Vitro INCELENMESI

Aysel ALPHAN
Doktora tezi, Sinirbilim AD
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Esat ADIGUZEL

Mayis 2023, 106 Sayfa

Sistein-S-Silfat (SSC) toksisitesinin sllfit oksizdaz enzim eksikligi veya molibden
kofaktér eksikligindeki agir noéropatolojinin  nedeni olabilecedine dair Literatiirde
¢alismalar mevcuttur. SSC’nin ndrotoksik etkisi gdsterilmis olup, apopitotik slre¢
aydinlatiimamistir. Bu calismada, sekonder hipokampal (HT-22) ve primer kortikal néron
(PKN) dizilerinde SSC'nin tetikleyebilecedi muhtemel kaspaz bagimli ve bagimsiz
apopitotik mekanizmalarin arastiriimasi amaclanmistir.

Bu amacla HT-22 ve PKN dizilerinde LDso degerlerini ve apopitotik indikleyici
faktor (AIF), kalpain ve sitokrom c inhibitérlerinin guvenli dozlarini belirlemek ve
inhibitérlerin SSC’nin toksisitesini baskilamadaki etkisini saptamak igin sitotoksisite
deneyleri yapildi. Néron dizilerine SSC eklenerek zamana bagl indirgenmis glutatyon
(GSH) miktar analizi ile apopitozun tetiklenme ani saptandi. AlF, sitokrom c, kalpain ve
kaspaz duzeyleri kolorimetrik olarak 6lguldi.SSC’nin LDso degeri HT-22 igin 150 pM,
PKN igin 155 uM olarak bulundu. Kalpain 1, AlF ve sitokrom c inhibitérlerinin, givenli
dozlari PKN icgin sirasi ile 10uM, 10nM, 20uM, HT-22 i¢cin 10uM, 10nM, 10uM saptandi.
Zamana bagli GSH olgumlerinde SSC eklenmis PKN dizilerinde 2-8 saatlik zaman
diliminde GSH miktarinin arttidi, 8-16 saatlik zaman diliminde azaldigi gézlendi. HT-22
dizilerinde 2. ve 8. saatte SSC eklenmis gruplarda kontrol grubuna gére GSH miktarinin
arttigi saptandi. PKN dizilerinde kalpain, AIF, sitokrom ¢ ve kaspaz 3 miktarinin, HT-22
dizilerinde ise AIF ve kalpain miktarlarinin kontrol gruplarina gére daha fazla oldugu
belirlendi. AIF, sitokrom c ve kalpain inhibitdrlerininin SSC’nin toksik etkisini azalttigi
bulundu.

Bu tezde SSC ile induklenen apoptozisin HT-22 hicre hattinda AIF, kalpain
aktivitesini arttirarak kaspaz bagimsiz yolak ile induklendigi gosterildi. PKN hucre
hattinda ise SSC etkisinin AlF, sitokrom c ve kalpain ve kaspaz 3 aktivitesini arttirarak
kaspaz bagiml (sitokrom c, kaspaz 3 aktivitesi) ve bagimsiz (AIF, kalpain aktivitesi)
yolakla apoptozisi indikledigi gosterildi. Apoptoz inhibitorlerininin SSC kaynakh
norotoksisteye kargi tedavi ydntemleri gelistiriimesinde kullanilabilecedi sonucuna
varildi.

Anahtar Kelimeler: Sistein-S-Silfat, eksitotoksisite, apopitozis, glutatyon,
norodejenerasyon,

Bu galisma, Pau Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyonu Birimi (Proje No:
2020SABE17) ve TUBITAK 1002 Hizl Destek Programi (Proje No: 120Z825)
tarafindan desteklenmistir.



ABSTRACT

In vitro INVESTIGATION OF CASPASE 3-DEPENDENT AND CASPASE-
INDEPENDENT APOPITOTIC PROCESS IN CORTEX AND HYPOCAMPAL
NEURONS IN CELL DEATH TRIGGERED WITH SISTEIN-S-SULPHATE

ALPHAN, Aysel
PhD. Thesis in Neuroscience
Supervisor: Prof. ESAT ADIGUZEL (MD)
May 2023, 106 Pages

There are studies in literature that cysteine-S-Sulfate (SSC) toxicity may be the
cause of severe neuropathology in sulfite oxysdase enzyme deficiency or molybdenum
cofactor deficiency. The neurotoxic effect of SSC has been demonstrated, but the
apoptotic process has not been elucidated. In this study, it was aimed to investigate the
possible caspase-dependent and independent apoptotic mechanisms that SSC can
trigger in the secondary hippocampal (HT-22) and primary cortical neuron (PKN) lines.

For this purpose, cytotoxicity experiments were performed to determine the LD50
and the safe doses of apoptotic inducing factor (AlF), calpain and cytochrome c inhibitors
in HT-22 and PKN arrays, and to determine the effect of inhibitors on suppressing the
toxicity of SSC.

Triggering time of apoptosis was determined via time-dependent reduced
glutathione (GSH) quantification analysis by adding SSC to neuron lines. AlF,
cytochrome c, calpain and caspase levels were measured colorimetrically.

The LDso value of SSC was found to be 150 uM for HT-22 and 155 uM for PKN.
Safe doses of Kalpain 1, AlIF and cytochrome c inhibitors were found to be 10uM, 10nM,
20um respectively for PKN cell line, 10uM, 10nm, 10uM for HT-22 cell line. In time-
dependent GSH measurements, it was observed that the amount of GSH increased in
PKN sequences with SSC added over a 2-8-hour time period and decreased over an 8-
16-hour time period. It was found that the amount of GSH increased in the groups with
SSC added at the second and eighth hours in the HT-22 cell line compared to the control
group. It was determined that the amount of calpain, AIF, cytochrome C and caspase 3
in the PKN cell line and the amounts of AIF and calpain in the HT-22 sequences were
higher than those of the control groups. It was found that AlF, cytochrome ¢ and calpain
inhibitors reduced the toxic effect of SSC.

In this thesis, it was demonstrated that SSC-induced apoptosis was induced by
a caspase-independent pathway by increasing AlF, calpain activity in the HT-22 cell line.
On the other hand, in PKN cell line, it was shown that SSC effect induced apoptosis by
increasing AIF, cytochrome c¢ and calpain and caspase 3 activities, by caspase
dependent (cytochrome ¢, caspase 3 activity) and independent (AlF, calpain activity)
pathways. It was concluded that apoptosis inhibitors can be used in the development of
treatment methods against SSC-induced neurotoxicity.

Keywords: Cysteine-S-sulfate, excitoxicity, apoptosis, glutathione, neurodegeneration,
This study was supported by Pamukkale University Scientific Research Projects

Coordination Unit (Project number: 2020SABE17) and TUBITAK 1002 Quick
Support Programme (Project number: 1202825)
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1. GIRIS

Sinir sisteminde, kimyasal, biyolojik ve fiziksel ajanlarin istenmeyen fonksiyonel
veya yapisal degisikliklere neden olma kapasitesine nérotoksisite denir. Bu degisiklikler,
bazen yalnizca fonksiyonel dizeyde kalmaz, hiicre yapisinda degisiklie kadar gidebilir.
Noérotoksik ajan icin maruziyet siresi ve miktari énemlidir (Sigel vd 2013). Noérotoksisite
endojen norotoksik ajanlarla da olugabilir. Buna en 6énemli érnek glutamattir. Her ne
kadar glutamat normal beyin fonksiyonu igin gerekli olsa da, konsatrasyonu bir néronun
cevresinde kritik dlzeye erigirse, eksitotoksik hlicre o6lumdne yol agabilir. Noéron
apopitozla ortadan kalkabilir (Franco ve Cidlowski 2012, Oliveiral vd 2019). Glutamatin
uyardigi, N-metil-D-aspartat (NMDA), kainat ve a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-
isoksazolpro-pionik asit (AMPA) reseptorleri eksitator etkiler olustururlar. Glutamatin
yikici etkileri hlicresel dizeyde en fazla incelenen NMDA reseptorleri lzerinden
gerceklesir (Sattler ve Tymianski 2001). Glutamat disinda, endojen nérotoksik ajanlar
arasinda, kainik asit, kinolik asit, nitrik oksit (NO), bilirubin ve histamin de yer alir
(Paulsen ve Carroll 2013).

Eksitoksisite néronal hiicre 6liminin en kapsamli calisilan sureclerinden
birisidir. iskemi, travma ve nérodejeneratif bozukluklari igeren birgok santral sinir sistemi
hastaliklarinda énemli rol oynar. Eksitotoksik mekanizmalarla ilgili yogun arastirmalara
ragmen, ndrodejeneratif hastaliklarla ilgili cok az sayida farmakolojik tedavinin bagarili
oldugu gdsterilmistir. Bu basarisizligin eksitotoksisitenin NMDA-AMPA modelinin asiri
basitlestirmenin bir sonucu oldugu 6ne suralmastir (Lau ve Tymianski 2010). Bu yuzden
eksitotoksik hasari azaltmak icin alternatif hedefler son zamanlarda buyuk ilgi
gbrmektedir.

Norodejenerasyonu baglatan genis vyelpaze iceresinde sulfir iceren
aminoasitlerin metobolizmasindaki bozukluklarin da o6nemli yer tuttugu dikkat
cekmektedir. Transsllfirasyon yolagi hicrelerde silfir metabolizmasi ve redoks
regulasyonunda merkezi bir rol oynar. Transsulfurasyon yolaginin bozulmasi, Alzheimer,
Huntington, vaskuler disfonksiyon ve yaglanma gibi bazi patolojik sartlarin olusmasina
katkida bulunur (Sbodio vd 2019). Homosisteinin total plazma konsantrasyonu arttigi
zaman (>11umol/L) biligsel gerileme, demans ve Alzheimer igin degistirilebilir bir risk
faktort oldugu gosterilmistir (Smitha vd 2018). Neticede methiyoninden baglayan ve

sulfat iyonunun olusumuna kadar slregelen metobolik suregte, enzim veya kofaktor



eksikligine bagl sulfir iceren amino asitlerin miktarindaki artis ya toksisiteye ya da
eksitotoksik etkiyi uyaran néronal hasara sebebiyet vermektedir.

Sistein gibi sllfir iceren aminoasitlerin silfata katabolizmasi sirasinda uretilen
toksik bir molekll olan siilfitin oksidasyonu siilfit oksidaz (SO) enzimi araciligi ile
gerceklesmektedir. SO eksikligi SuOX genindeki mutasyonlardan veya molibden
kofaktér  (Moco)nun  biyosentezi i¢in gerekli genlerdeki mutasyonlardan
kaynaklanmaktadir (Sigel vd 2013). Moco eksikligi olan hastalar (MoCD) ve izole SO
eksikligi olan hastalar (iISOD) yenidogan déneminde beslenme gugligu, abartili bir
irkilme reaksiyonu, inat¢i nébetler, lens dislokasyonu, kafa dismorfikligi ve ardindan ciddi
norolojik anormallikler nedeni ile bagvurmaktadir. Hastalik seyri ilerleyici serebral atrofi
ve ventrikiler dilatasyon nedeniyle psikomotor gerilik seklinde gérilmektedir. Bu hastalar
yeni dogan déneminde noéronal gelisimden yoksundur ve yasamlarinin ilk yillarinda
Olurler (Schwarz 2016). Nérogdruntileme galismalarinda tipik olarak beyin multikistik
I6koensefalopati ve atrofi ile karakterizedir. Laboratuvar bulgularinda idrarda, stilfit, S-
Sulfosistein (SSC), stilfat, taurin ve tiyosulfat artarken, plazmada SSC ve taurinin arttigi,
sistin ve homosisteinin ise azaldigi rapor edilmistir (Claerhout vd 2018). Siilfit birikimi,
her iki hastalikta da nérodejenerasyonun birincil nedenini teskil etmektedir.

Ekstraselller alanda silfit, proteinlerin distlfit koprilerini bozabilir. Boylece
protein katlanmasini, stabilitesini ve aktivitesini etkiler. Disulfit koprilerinin sulfit ile
pargalanmasi sonucu, SSC gibi S-sllfonath turler olusmaktadir (Kishikawa vd 2002).
iISOD ve MoCD’de sistein seviyelerinde dramatik bir azalmaya karsi SSC miktari
artmaktadir (Schwarz ve Belaidi, 2013). Bu surecler vicutta gergeklesirken, beyindeki
lokal hasar noronlarin bu metabolik degisikliklere karsi duyarlihdini dusindirmektedir.

SSC’nin eksitotoksik 6zellikleri ilk defa Olney tarafindan ileri sturdlmastir (Olney
vd 1975). Daha sonra yapilan ¢alismalarda SSC’nin glutamat benzeri etki gostererek
eksitotoksik oldugu gosterilmistir. SSC aracili néronal hicre 6lumunin NMDA reseptori
Uzerinden, kalsiyum akiginin, kalpain aktivasyonunu gergeklestirdigi ve bunun sinaptik
proteinlerin proteolitik pargalanmasina neden oldugu gdsterilmistir. Bu nedenle néronal
SSC’nin birikmesi iISOD ve MoCD‘de nérodejenerasyona onemli katki sagladig
dusundlmektedir (Kumar vd 2017).

SSC Silfit oksidaz enzim eksikligi veya molibden kofaktor eksikligi olan hastalarin
idrarinda, plazmasinda yogun miktarda tespit edilmektedir. SSC toksisitesinin bu
hastaliklarda seyreden agir ndropatolojinin sebebi olabilecedine dair Literatlirde
calismalar mevcuttur. Yapilan galismalarda SSC’nin toksik etkisinin gosterilmesine
ragmen hucre 6lim mekanizmalari aydinlatiimamistir (Grings vd 2016, Kumar vd 2017).
SSC’nin apopitotik mekanizmasinin agiklanmasi, sdlfit birikmesi gibi toksisiteye bagh

norodejeneratif hastaliklarin tedavi yaklasimlarina katki saglayabilir.



Kaspaz bagimsiz yolak, biayik molekll agirhikh Deoksiribo nikleik asit (DNA)
fragmentasyonu ve nikleer kromatin kondensasyonu ile sonuclanir (Zhang vd 2002).
Kalsiyum bagimli kalpain ve apopitoz indukleyici faktor (AlF), kaspaz bagimsiz apoptotik
yolakta rol oynamaktadir (Wolf vd 1999, Cande vd 2002). Mitokondriyal transmembran
potansiyelindeki bir azalmanin AIF salinimina ve erken apopitoza eslik ettigi rapor
edilmistir (Brustovetsky vd 2002). Apopitozun indiksiyonunu takiben, AIF dis
mitokondriyal membrandan sitozol ve ¢ekirdege transloke olur. Memelilerde, dnemli bir
kaspaz aktivasyon yolu, sitokrom c ile bagslatilan yoldur. Bu yolda c¢esitli apopitotik
uyaranlar, mitokondriden sitokrom c¢ salinimina bunu miuiteakip hicre d6limuyle
sonuglanan bir dizi biyokimyasal reaksiyona neden olur (Jiang ve Wang 2004).

Literatirde, glutamat indUkli 6lim mekanizmasinda kortikal ndéronlarda;
kaspaz3, kalpain ve AIF aktivasyonunun induklendigi, HT-22 hipokampal néronlarda AlF
ve kalpainin induklendigi gosterilmigtir (Zhang ve Bhavnani 2006). Buradan hareketle
SSC, glutamat benzeri bir etki gosterdidi icin apopitotik mekanizmayi acgiklamada;
korteks ve hipokampusta farkli apopitotik enzim yolaklarinin tetiklendigi éngdrilebilir.
Korteks ve hipokampustaki néronlarda, SSC indukli hiicre éliminde kaspaz bagimli ve
kaspaz bagimsiz yolaklarin mekanizmalari aydinlatiimamistir. Korteks ve hipokampus
boélimlerinde mekanizmanin aydinlatiimaya c¢alisiimasinin nedeni bu bolgelerde NMDA
reseptorlerinin  yogun olmasindan kaynaklanmaktadir. SSC’nin glutamat agonisti
olmasindan dolayi, NMDA reseptérlerine bu bolgelerde daha fazla etki etmesi, selektif
hasarlanabilirliliginde bir gdstergesidir.

Norodejenerasyonda, selektif hasarlanabilirligin nedeni ile ilgili bulgulara erigsmek
ve farkli sinir sistemi yapilarindaki toksisiteye bagli élum yolaklarinin mekanizmalarini
ortaya koymak norodejenerasyonda daha spesifik tedavi ydntemlerinin kullaniimasina

katki saglayabilir.

1.1. Amag¢

SSC’nin sebep oldugu eksitotoksik etkinin korteks ve hipokampusta hangi 6lum
yolaklarini tetikledigini arastirmak. Ozellikle iISOD ve MoCD’de nérodejenerasyonu en
aza indirecek apopitotik inhibitérleri saptamak. Noérodejenerasyonda selektif
hasarlabilirligin nérotoksik etki agisindan karsilastiriimasini incelemek. GSH’nin zamana

bagl azalmasi ile apopitotik sirecin basladigini gdéstermek.



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Norotoksisite

Norotoksisite dogal veya yapay toksik maddelere (nérotoksik maddeler) maruz
kalmanin sonucunda sinir sisteminin normal aktivitesinin bozulmasi durumunu ifade
eden bir terimdir. Beyinde ve sinir sisteminin diger bolimlerinde toksik etkiye maruz
kalan néronlarin sinyal iletim yolaklari bozulabilir ve hatta néron kaybi ile sonuglanabilir
(Sigel vd 2013). Norotoksisite, kemoterapide, radyasyon tedavisinde, ilag tedavilerinde
ve organ nakillerinde kullanilan maddelere maruz kalmanin yani sira kursun ve civa gibi
agir metallere, belirli gidalara ve gida katki maddelerine, pestisitlere, endustriyel
temizleme solventlerine, kozmetiklere ve bazi endojen kaynakli maddelere maruz
kalmaktan kaynaklanabilir. Bazi norotoksik maddeler dogrudan sinir htcrelerine,
bazilari, sinir sisteminin esas olarak bagimh oldugu metabolik streglere etki eder.
Gugsuzlik veya uyusukluk; hafiza, gérme kaybi; bas agrisi; bilissel ve davranigsal
sorunlar ve cinsel iglev bozuklugu gibi semptomlar maruziyetten hemen sonra veya daha
uzun dénemde ortaya ¢ikabilir. Prognoz, maruz kalmanin uzunluguna ve derecesine ve
norolojik hasarin siddetine baghdir (Soleimani vd 2016, Cadet vd 2007). ila¢ ve
tedavilerin yol actigi fizyolojik islevde veya gevreye uyum saglamada herhangi bir
bozulma yan etki olarak kabul edilir. Bu nedenle, fonksiyonel ve yapisal degisiklikler
minimal veya geri donlsumll olsa bile, néronlarda, aksonopati veya miyelinopati gibi en
yaygin morfolojik anormallikler olusabilir (Ezza ve Khadrawyb 2014).

Sodyum, potasyum, magnezyum, kalsiyum, kobalt, nikel, bakir, molibden gibi
metallerin iyonlar hicrelerin yasamsal faaliyetlerini strdirmesinde Onemli iglevlere
sahip olmakla birlikte toksik dozlari gesitli patolojik surecleri baglatmaktadir (Sigel vd
2013). Ornegin iskemi sirasinda intraselliler artan kalsiyum miktarinin néronal hasara
ve olume sebep oldugu bilinmektedir (Banoa ve Ankarcrona 2018).

Lucas ve Newhouse tarafindan, fare retinasi Uzerinde glutamatin etkisi
incelenirken ilk kez glutamatin norotoksik oldugu tanimlanmistir (Lucas ve Newhouse
1957). Daha sonra bu norotoksik etkinin eksitator aminoasitlerin yapmig oldugu etkiden

kaynaklandigi gosterilmigtir (Olney vd 1978).



2.2. Eksitotoksisite

Eksitotoksisite terimi ilk kez glutamat reseptor aktivasyonunun sebep oldugu
hizli néronal hicre 6limini tanimlamak igin kullaniimistir (Olney vd 1971). Bu terim
daha sonra noéronlarda farkli glutamat reseptoéri alt tiplerinin aktivasyonu ile daha uzun
suren hlicre 6lumu slreglerini tanimlamak i¢in kullaniimistir (Wang ve Swanson 2020).

Glutamat veya eksitatér amino asitlerin asiri salinimi ile beraber glutamat
reseptorlerinin hiperaktivasyonu, intraselliler kalsiyum iyonu (Ca?*) artisina neden olur.
Boylece kalsiyuma bagimli yollar aktive olarak eksitotoksik ndronal dlimu indiklenir
(Dong vd 2009, Choi 2020). Endojen ve eksojen kaynakli eksitator etkiye sahip bazi

amino asitlerin kimyasal yapilari Sekil 2.2.1’ de gdsterilmistir.
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Sekil 2.2.1 Endojen ve eksojen kaynakli eksitator etkiye sahip bazi amino asitlerin
kimyasal yapilari. (BMAA; B-metilamino-L-alanin, BOAA; B-oksalilamino-L-alanine
(Doblo 1999)

Eksistotoksisite klasik olarak NMDA reseptér aktivasyonu ile néronal nitrik oksit
sentaz (NOS) tarafindan NO ve mitokondriden slperoksit (O2) Uretimine sebep

olmaktadir (Wang vd 2020, Choi 2020). Farmakolojik ve genetik yaklasimlar kullanilarak



yapilan ¢alismalar NMDA reseptor aktivasyonu ile Uretilen stiperoksitin mitokondriden
ziyade o©ncelikle Nikotinamid Adenin Dindkleotit Fosfat (NADPH) oksidazdan
kaynaklandigini gostermektedir. NADPH oksidaz’in plazma membranina lokalize olmasi
superoksitin ektraseliler salinimini ve eksitotoksik hasarin hiicreden hiicreye yayilimini
aciklamaktadir (Wang vd 2020). NMDA reseptoria (NMDAr) NADPH oksidaza baglayan
sinyal yolu, Ca?* akisl, fosfoinositol-3-kinaz ve protein kinaz C{'yi icermektedir. Ayrica
non-iyonotropik sinyal yoluyla aktive olan NADPH oksidaz kismen fosfoinositol-3-kinazin
GIuN2B reseptor alt birimlerinin C-terminal bolgelerine baglanmasina aracilik etmektedir
(Courseya ve Ligeti 2005). Ortamda bulunan nitrik oksit ve slperoksitin reaksiyonu
sonucu oldukca sitotoksik olan peroksinitrit (OONO-) olugur. Peroksinitrit, lipit
peroksidasyonu, DNA hasari, protein nitrasyonu ve eksitotoksisite sirasinda meydana
gelen hucre 6lumunden sorumlu baslica tur olarak tanimlanmaktadir (Bedard ve Krause
2007, Radi 2018, Wang vd 2020).

2.3. Kalsiyum Homeostazi

Kalsiyum iyonlari buyume, farklilasma, membran uyarilabilirligi, enzim
metabolizmasinin fosforilasyon ve defosforilasyon yoluyla kontroli, C kinaz
fonksiyonlari, kalmodulin-dizenli enzim fonksiyonlari, kalpainleri iceren fonksiyonlar,
ekzositozda gesitli molekdllerin salgilanmasi, sinaptik aktivite ve programli hticre 6limu
gibi hucresel fonksiyonlarin yuritilmesinde 6nemli intraselltler ikincil habercilerdir.
Noronlar sitozolik Ca?* seviyelerinin siki bir sekilde kontrol ediimesini saglamak igin 6zel
homeostatik mekanizmalara sahiptir (Brini vd 2014, Hangen vd 2018). intraselliiler
alanda Ca?* endoplazmik retikulum (ER) ve mitokondri organalleri tarafindan diizenlenir.
Noronlara Ca?* girisi iyonotropik glutamat reseptorleri ve voltaj bagimli kalsiyum kanallari
gibi plazma membran reseptorleri yoluyla gergeklesir. Dinlenim halinde serbest Ca?*
seviyeleri duslk duzeyde tutulmaktadir (Sattler ve Tymianski 2000). Boylece iyon kanal
gbzeneginin yakininda veya intrasellller Ca®* salinim bolgelerinde meydana gelen lokal
Ca?* yukselmeleri etkili bir sekilde enzimleri veya komsu iyon kanallarini aktive
edebilmektedir (Arundine vd 2003).

Noronlar hem intrasellller kalsiyum diizeyini hem de Ca?" iyonu lokasyonunu
Ca?* girisi, akisl, tamponu ve internal depolanma arasindaki kompleks etkilesim yoluyla
kontrol edebilmektedir. Fizyolojik sartlar altinda bu prosesler ayni hucrede birbirinden
bagimsiz sinyal kaskadi ile saglanmaktadir (Choi 1988). Ca?* homeostazini korumak igin
iki ana sistem vardir. Birincisi plazma membran kalsiyum (PMCA) pompasi iceren PMCA
tastyicilar ve sodyum iyonu (Na*)/Ca?* esanjorii (degistirici). ikincisi, ER ve sitoplazma

arasindaki ylUksek konsantrasyon gradiyentini koruyan sarkoplazmik retikulum



(sarco)/ER/Ca?" Adenozin Trifosfataz (ATPaz) kompleksidir (Nunez ve Hidalgo 2019,
Rodriguez-Chavez vd 2021). Bununla birlikte asiri Ca?* akisi veya intrasellller hicresel
depolardaki Ca?* salinimi Ca?* diizenleyici mekanizmalarin kapasitesini asan seviyeler
Ca?* yiklerini arttirabilir. Normalde dinlenim halinde olan veya disiik seviyelerde galisan
Ca?* bagiml siireglerin uygunsuz aktivasyonu metabolik dengesizliklere ve nihai hicre
dlimiine sebep olmaktadir (Arundine ve Tymianski 2003). intraselliler Ca?*’da asiri
yukselmeler ya dogrudan hicre yapisina zarar veren proteazlari, lipazlari, fosfotazlari ve
endonukleazlari aktive edebilir veya hucre o6lumine aracilik eden oksidatif serbest
radikallerin olusumunu indtkleyebilir. NUkleazlarin aktivasyonu g¢ekirdekteki kromatinin
ve DNA pargasinin organizasyonunu bozar. Kalsiyum ile aktive olan kalpain gibi
proteazlar hicre iskeletine ve diger organallere saldirmaktadir. Protein kinaz C gibi
kalsiyum bagimli sitozolik kinazlar sitoplazmik proteinlerin fosforilasyon durumunu
degistireceginden hicre fonksiyonunu bozmaktadir. Bunun disinda hicre igi kalsiyum
tarafindan aktive edilen fosfolipaz A; gibi lipazlar da hicre zarina ve diger organellere
saldirarak hucresel fonksiyonlara zarar vermektedir (Doblo 1999, Rodriguez-Chavez vd
2021).

2.4. Glutamat ve Eksitotoksik Etkisi

Glutamat, hafiza, 6grenme, bilissel, emosyonel, endokrin ve diger visseral
fonksiyonlari kontrol edebildigi i¢in, merkezi sinir sisteminin fizyolojisinde énemli rol
oynar (Gao ve Bao 2011). Major eksitator ndrotransmitter olarak kabul edilen glutamat,
tum ndéronlarin %80’den fazlasinda bulunur ve tum sinapslarin %401 glutamaterjiktir
(Ezza ve Khadrawyb 2014, Attwell ve Laughlin 2001).

Pre-sinaptik sinir terminalleri ve astrositlerden ekstraseluler alana glutamatin
asiri salinimi sonucunda post sinaptik membranda 6zellikle NMDA reseptorleri gibi
glutamat reseptorleri asiri uyarilir. Post-sinaptik néronlarda Ca?* artisi Ca?* bagimli
enzimlerin aktivasyonunun yani sira ROS serbest radikallerin olusumuna sebep olur.
Ca?* ve ROS'ta asir bir artis mitokondriyal membran potansiyelinin ¢okmesine,
mitokondriyal faktérlerin (Sitokrom-c ve AIF) salinimina yol agar. Sitokrom c, Apoptotik
proteaz aktive eden faktor (Apaf-1) ve prokaspaz-9 ile birleserek apoptozom kompleksini
olusturur. Kompleks kaspaz-3 yolagi ile nukleer kondensasyon ve DNA parcalanmasi
sonucunda eksitotoksisiteye bagli apopitotik hiicre 6lumune sebep olur (Sekil 2.4.1)

(Banoa ve Ankarcrona 2018, Rivero-Seguraa vd 2019).
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Sekil 2.4.1 Glutamat eksitotoksisitesine bagli hicre o6lumu. Glutamat reseptorlerini
uyararak hicre igine hizli Ca?* girisine yol agar. Ca?* bagimli enzimlerin aktivasyonu ve
ROS Uretimi artar. Asiri Ca?* ve ROS, mitokondriyal membran potansiyelinin gokmesine
ve mitokondriyal gegirgenlik gegis gdzeneklerinin agilmasina yol agar. Sitokrom c ve AIF
gibi mitokondriyal faktorlerin salinimi gerceklesir. Apaf-1 ve kaspaz-9'a sitokrom-c
baglanmasi ile apoptozom kompleksi olusarak kaspaz-3 aktiflesir. Nikleer yogunlagsma
ve DNA pargalanmasi ile apopitotik yolakla sonuglanir. Alternatif olarak, yogun Ca?* artigi
direk mitokondriyal sisme ve hasara, ATP miktarinda azalmaya, NOS ve ROS
seviyelerinde artis ile protein, lipit ve DNA’nin oksitlenmesine ve akut néronal nekroza
sebep olur. Ca?* artisi ile indiiklenen ER stresi apopitotik yolak ile néronal hiicre 6limiine
yol agar. Ca?"a bagiml enzimlerin aktivasyonu ile proteoliz araciligi ile hiicre iskeleti
parcalanmasi ve nihayetinde néronal hicre o6limu gergeklesir. (Rodriguez-Chavez vd
2021 ve Flores-Soto vd 2013’den uyarlanmistir.)

Santral sinir sisteminde sinapslarda, glutamatin temizlenmesi esas olarak
difiizyon ve tasiyici alim ile komsu glial hiicreler tarafindan yapilir (Hertz vd 1999).
Bununla birlikte, glutamaterjik sinapslar komplekstir, morfolojik karakteristikleri (serbest
birakma bdlgelerinin sayisi, dentritik dikenlerin varligi vb.) farkli olabilir ve blyuk dl¢ide
farkli noéron devrelerindeki sinapslar farkli zaman dilimlerinde sinaptik iletisim

sergileyebilir. Dahasi glutamat dinamiklerinin kesin zaman seyri mikro anatomik sinaptik



Ozellikler (sinaptik iletisim boyutu, sinaptik morfolojinin kompleksligi, glial sargi vb.) ve
glutamat tasiyicilarinin yogunlugu tarafindan degistirilebilir (Moreira vd 2020).

Sinaptik bir olay sirasinda glutamat konsantrasyonunun 1.1mM’a kadar ulastig
ve bozunma silresinin 1.2 ms oldugu, ektrasinaptik bdlgelerde ise glutamat
konsantrasyonunun 190uM’a ulastigi bilinmektedir (Dzubay ve Jahr 1999). Sinaptik
baglanti kurulmadan énce ise sinaptik glutamatin 25nM ile 600nM arasinda degistigi
dugunulmektedir (Mark vd 2001). Bu bazal konsatrasyon sadece glutamat tasiyicilan
tarafindan kontrol edilir. Ayrica bazal konsantrasyon glutamat reseptorlerini aktive
edemez (Herman ve Jahr 2007, Moreira vd 2020).

Eksitotoksisitede glutamat dinamikleri; glutamatin temizlenme sdresinin
gecikmesi, depolarizasyon-induklli salinimdan bagimsiz olarak glutamatin bazal
konsantrasyonun uzerinde bulunmasi gibi parametrelere baglidir (Mark vd 2001, Moreira
vd 2020). Glutamat dinamiklerinin bozulmasina bagli hem iyonotropik hem de
metabotropik glutamaterjik reseptérlerin asiri uyarimi ile, Alzheimer, Parkinson, Multiple
skleros, epilepsi, iskemi gibi ndérodejeneratif hastaliklarda glutamat eksitotoksisitesinin

sorumlu oldugu gdsterilmistir (Olloquequi vd 2018).

2.4.1. Glutamat reseptorleri

Glutamat reseptorleri iyonotropik ve metabotropik olmak lzere iki ana sinifa
ayrilmaktadir. iyonotropik glutamat reseptérler (iGIUR) ligant kapili iyon kanallarina
sahiptir. iGIuR uyarilma sonucu kanaldan intraselliler alana gegen iyonlarin farkl
gecirgenliklerinden ve farkl glutamat agonistlerinin verdikleri yanitlardan 6tiri NMDA,
AMPA ve kainat olmak Uzere u¢ ana sinifa ayrilir. iGluR’ler hizli eksitator
noérotransmisyona aracilik eder. Metabotropik glutamat reseptérler (mGIuR), G-
proteinine bagh ikincil haberci olarak nérotransmisyonda néromodulatér olarak islev
gormektedir. mGluR’ler agonistlere verdikleri yanitlar ve farmakolojik etkilerine bagh
olarak sekiz alt birimden olugan Ug¢ gruba ayrilir (Flores-Soto vd 2013, Egbenya vd 2021).
(Tablo 2.4.1.1)

NMDArleri 6grenme ve hafizayl iceren kognitif fonksiyonlar ve beyin
fizyolojisinin ¢esitli islevleri ile iligkilidir (Hansen vd 2018, Avila vd 2017). Bu reseptorler
merkezi sinir sistemi boyunca yaygin olarak dagilirlar, beyinde hipokampus ve kortekste
en yuksek yogunluga sahiptir (Kumar 2015). Noronal hiicre membraninda sinaptik ve

ekstra sinaptik bolgelere lokalize olmustur (Brickley vd 2003).
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Tablo 2.4.1.1 Glutamat reseptorlerinin siniflandiriimasi.

Glutamat Reseptorleri

=GR iyonotropik Reseptorler Metabotropik Reseptorler
SILIERCITINER NMDA AMPA Kainat Grup | Grup Il Grup Il

NR1 GluR1 GIuR5 mGIuR1 mGIuR2 mGIuR4
GluR2 GIuR6 mGIuR5 mGIuR3 mGIuR6
AUEETEEE | NR2A GluR3 GluR7 MGIuR7
Kodlayan NR2B GluR4 mGIuR8
Genler NR2C KA1
NR2D KA2
NR3A
NR3B

NMDAr’leri hem ligand hem de voltaj bagimli aktive edilebilmektedir. Onlarin
aktivasyonu yalnizca glutamatin baglanmasina bagli degildir, ayni zamanda néronal
aktivite boyunca post sinaptik membranin depolarizasyonu ile de aktive olmaktadir
(Traynelis vd 2010). NMDAR’leri hem post sinaptik depolarizasyona katki sunan Na*
iyonuna hem de kanalin intraselliler yanitlarini belirleyen Ca?* iyonuna gegirgendir.
Bununla birlikte Ca?* giriginin fazlaligi hiicre 6limiine sebep olan gesitli olaylara neden
olmaktadir (Zhou ve Danbolt 2014, Rodriguez-Chavez vd 2021).

AMPA ve kainat gibi diger iGluR’lerin aksine, NMDA’larin aktivasyonu taban
membran potansiyeli boyunca Mg?* iyonu tarafindan bloke edilir (Wang ve Peng 2016).

NMDA reseptér komplekslerinde farkli baglanma bdélgeleri tespit edilmistir.
NMDA, glutamat, diger agonistler ve kompetitif antagonistlerin baglandigi bolge
ektraselller alanda yer almaktadir. Bu bdlgeye baglanma gerceklestigi zaman iyon
kanali acllarak eksitatdr etki olusturmaktadir (Hansen vd 2017). Yine ekstraselller
alanda glisinin baglandigi reseptér modilator bélgesi ko-agonist olarak davranmaktadir.
Katyon ve diger non-kompetitif antagonistlerin baglandidi bdlgeler kanal i¢erisinde yer
almaktadir. Katyon bolgesine Mg?* iyonu baglandigi zaman membran boyunca iyon
akimini bloke etmektedir. Bu bdlge non-kompetitif antagonistler ise agonistlerin yapmig
oldugu eksitotoksik etkiyi farmakolojik olarak durdurma potansiyeline sahiptir (Cull-
Candy vd 2001). Ayrica NMDA reseptor kompleksinin ektraselller alaninda modulator
islev géren poliamin ve inhibitdr etki gdsteren ¢inko baglanma bdlgesi bulunmaktadir
(Flores-Soto vd 2013).

NMDA reseptorleri heterotetramer yapida olup, GIuN1, GIuN2 ve GIuN3 olmak
Uzere U¢ ana alt birime ayrilir. GIuN1 alt birimi glisin baglanma bdlgesinde, dort alt tipe
sahip olan GIuN2 alt birimi (GIuUN2A, GIuN2B, GIuN2C, GIuN2D) glutamat baglanma
bdlgesinde, iki alt tipe sahip olan GIuN3 alt birimi (GIUN3A and GIuN3B) bazi durumlarda

glisinin baglanma bdélgesinde bulunur (Granzotto vd 2022). Merkezi sinir sistemine
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dagilan NMDA reseptor komplekslerinin en fazla GluN1 alt birimini icerdigi, heteromer
yapinin olusmasi ve reseptor fonksiyonelligi icin GIuN1 alt biriminin zorunlu oldugu
bilinmektedir (Choi vd 2020).

Glutamat reseptorlerinin AMPA ve kainat siniflari NMDA reseptorleri ile ayni
super aileye aittir ve yaklasik %25 homoloji gosterir. AMPA reseptdrleri GIuR1, GIuR2,
GIuR3 ve GluR4 olmak lzere dort alt birimden olusur ve aktivasyonu igin yalnizca
glutamat gereklidir (Burnashev vd 1995). Bununla birlikte AMPA reseptoérlerinin katyon
akisinin 6zgullugu degiskendir ve esas olarak alt birimlerin kompazisyonu tarafindan
yoénlendirilir. Kalsiyum gegirgenligi GluR2 alt birimi tarafindan kontrol edilmektedir. Blylk
Olctde kalsiyum gegcirgenligine sahip tetramer veya heteromer yapilar eksitotoksisitede
onemli rol yol oynamaktadir. GIuR2 eksikligi yuksek kalsiyum akigina bagli eksisitotoksik
hicre 6limu ile sonuglanmaktadir (Flores-Soto vd 2013, Geiger vd 1995). Fizyolojik
olarak AMPA reseptorlerinin kendisine yakin NMDA reseptorlerinin magnezyum blogunu
uzaklastirmak igin gerekli oldugu diastnulmektedir (Lau vd 2010).

Kainat reseptorleri, GIuR5, GIuRG, GIuR7, KA1 ve KA2 olmak Uzere bes alt
birimden olusur. Kainat reseptér kompleks kanallarinin 6zellikleri AMPA reseptoérlerine
benzer sekilde glutamat uygulamalasini takiben iyon akisina izin vermektedir (Chittajallu
vd 1996). Buna ragmen c¢ogunlukla kalsiyum iyonlarina gegirimsizdir. Kainat
reseptorlerinin ndéronal membranda post sinaptik ve pre sinaptik bdlgelere lokalize
oldugu gosterilmistir. Post-sinaptik olarak kainat kanallarinin AMPA reseptorleri gibi
NMDA reseptorlerinin - magnezyum blogunun etkisini azaltmada etkili oldugu
gOsterilmistir (Frerking vd 2001).

Metabotropik  glutamat reseptorleri G-protein  bagh tek-peptit yedi
transmembran igeren proteinlerdir. Bununla birlikte G-proteinlerinden bagimsiz olarak da
sinyal olusturdugu goésterilmistir (Heuss vd 1999). mGIuR intrasellUler etkileri ve sekans
homolojisine dayanarak Grup |, Grup Il, Grup lll olmak Uzere U¢ gruba ve mGIluR1-8
olmak Uzere sekiz sinifa ayrilmaktadir. mGIuR ikinci haberci sistemleri sayesinde
oldukga yavas enzimatik yanit drettikleri icin daha ziyade modulatér islev gormektedir
(Salinska vd 2005).

2.5. Transsiilfiirasyon Yolagi ve Metabolitlerinin Biyolojik Onemi

Hucrelerde sulfur metabolizmasi ve redoks regulasyonunda merkezi bir rol
oynayan transulfirasyon yolagdi, homosisteinden silfirtn transfer edilmesiyle sisteinin
olustugu metabolik bir yolaktir. Bu yolagin anahtar enzimleri olan sistatyonin 3-sentaz

(CBS) ve sistatyonin y-lizaz (CSE) coklu seviyelerde regule edilir (Sbodio vd 2019).
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Memelilerde yolak, sistein biyosentezi icin tek yoldur (Werge vd 2021). Diyetle alinan
metiyoninden olusan homosistein CBS tarafindan sistatyonine déntsturilir. Sistatyonin
ise CSE tarafindan sisteine dénusturulir (Sbodio vd 2019). (Sekil 2.5.1) Yolak, sistein,
glutatyon ve H,S igeren birkag sulfiir metabolitinin olugsmasina yol agar. Optimal hiicresel
fonksiyonlarin surdirilebilmesi igin bu yolagin kontroli kritik &neme sahiptir (Fu vd 2012,
Steegborn vd 1999). Transsulfirasyon yolaginin bozulmasi, Huntington, vaskiler
disfonksiyon ve yaglanma gibi bazi patolojik sartlarin olugmasina katkida bulunur (Paul
vd 2014).

Homosistein genel saglik durumu igin dnemli bir biyo belirtectir. Homosisteinin
diyabet, nérodejeneratif hastaliklar (Sharma vd 2015), kognitif bozukluklar (Setién-Suero
vd 2016), bobrek fonksiyon bozuklugu, koronor kalp ve serebrovaskuler hastaliklarda
bagimsiz risk faktord durumu Dbilimsel Literatur tarafindan yaygin olarak
desteklenmektedir (Azzini vd 2020).

Homosistein diyet proteininde bulunmayan, metiyonin metabolizmasinda
olusan sulfur igceren bir aminoasittir (Rehman vd 2020). Homosisteinin metabolizmasinin
yolaklari; transmetilasyon, remetilasyon ve transsiilfirasyonu kapsamaktadir (Azzini vd
2020). Transstulfirasyon vyolagi, baslangi¢ta, metiyonin remetillenmesi ile olusan
homosistein déngusunu olusturan remetilasyon vyolagi ile yakindan iligkilidir.
Transmetilasyon metil grubunun bir bilesikten digerine transferini igerir. Metiyonin, S-
adenosil-metionin  (SAM) enzim aktivasyonu ile metil grubunu transfer ederek
homosisteine dondsitr. Bu reaksiyon SAM ve S-Adenosil Homosistein (SAH)
konsantrasyonlari ile hicrenin metilasyon dengesini belirler. Homosistein ise N5,N10-
metilen tetra-hidrofolat rediktaz (MTHFR) enzim aktivasyonu ile tekrar metiyonine
donusur (Dash vd 2016). (Sekil 2.5.1)

Metiyonin ve homosistein disuk konsantrasyonlarda oldugu zaman
remetilasyon dongusu aktiftir (McRae 2013). Transstilfirasyon yolagi, homosistein ve
metiyonin konsantrasyonlari arttiginda (6rnegin post-prandial protein alimi) veya sisteine
ihtiya¢ duyuldugu zaman ¢alismaya baslar. Homosistein, B6-badimli bir enzim olan CBS
tarafindan sistatyonin araciligi ile geri dénisimslz olarak sistein olusturmak igin
modifiye edilir (Verhoef vd 2005).

Protein sentezindeki roline ek olarak, sistein temel antioksidan olan glutatyon
(GSH) uretiminin dnemli bir bilegenidir ve kendisi de antioksidan potansiyele sahiptir.
Sistein ve GSH metabolizmasinin bozulmasi siklikla anormal redoks homeostazi ve
norodejenerasyonla iliskilendirilmigtir. Sistein ve GSH tiyol redoks dengesinin
korunmasinda merkezi bir oynamaktadir. Hem CSE hem de CBS redoks dengesinin
diizenlemesinde 6nemli rol oynar (McBean vd 2015). Transdulfirasyon yolagi ile Uretilen

sisteinin yaklasik %50’sinin GSH sentezi igin kullanildigi rapor edilmigtir. Sistein ayrica
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gaz halindeki sinyal molekuli hidrojen sulfir (H2S) ve diger stlfir metabolitlerinin
oncusudur (Mosharov vd 2000).

Sistein, sistein dioksijenaz (CDO), sistein silfinik asit dekarboksilazin (CSAD)
ve hipotaurin dehidrojenaz (HTAU-DH) enzimleri ile taurine oksitlenir (Rose vd 2017).
(Sekil 2.5.1) Taurin immiinomodulasyon, néromodilasyon, Ca?' homeostazi, anti

oksidan ve anti-inflamatuar sureclerde énemli rol oynar (Vitvitsky vd 2011).

Transsdilfirasyon
Transmetilasyon

m Metil

alicilar

Metillenmig
Urtinler

Taurin Glutatyon
biyosentezi biyosentezi

Sekil 2.5.1 Transsllfurasyon Yolagi. Diyetle alinan methiyonin sirasi ile homosisteine
ve sisteine dénlsiminin mekanizmasi. CBS sistatyonin olusturmak icin serin esliginde
homosisteine kondanse olur. Sistatyonin substrati CSE’ye baglanarak sisteini olusturur.
CSE homosisteinden veya sisteinden H»S olusturabilir. Sistein ve homosisteinden H>S
Uretmek igin CSE ile birlikte CBS de kondanse olur. H.S Uretiminde kullanilan Ggtinci
enzim olan 3-Merkaptopirtivat Sulfir Transferaz (MPST) sistein amino asit transferaz
(CAT) ile sisteinden H»S Uretiminde kullanilir. Transulfurasyon ve transmetilasyon yolagi
homosisteinde kesisir. Homosistein N5, N10-metilenetetrahidrofolat rediktaz (MTHFR)
ile metiyonine geri donusur. Sistein y-glutamil sistein sentetaz (y-GCS) ve glutatyon
sentetaz (GS) enzimleri araciligi ile glutatyona, sistein dioksijenaz (CDO), sistein CSAD
ve HTAU-DH enzimleri ile taurine katabolize olur. (Sbodio vd 2019’dan uyarlanmistir.)
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2.5.1.1. Sistein metobolizmasi

Sistein, hucresel redoks, sUlfit metabolizmasi, protein sentezi ve islevselliginde
anahtar fonksiyonlara sahip sulftir igeren bir amino asitttir. Sistein oksidatif bir ortamda
disulfit kopruleri olusturma 6zellidi ile proteinlerin yapisinda énemli rol oynar. Yuksek
reaktivitenin bir sonucu olarak, sistein tiyoller reaktif oksijen turleri ile reaksiyona girerek,
sulfenik, salfinik ve sulfonik asit gibi thrler olustururlar. Sistein ayrica koenzim A, biotin
gibi gesitli kofaktdrlerin sulftir kaynagi olarak kullanilir (Paul vd 2018).

Sistein, cok sayida farkli translasyon sonrasi modifikasyona ugrayabilir.
Ornegin, S-palmitoilasyon bir cok néronal proteinde bulunan lipit modifikasyonun tek geri
donusumli seklidir. En son kesfedilen slfirhidrasyon inflamasyondan néroproteksiyona
kadar cesitli fizyolojik yanitlarda rol oynar. (Sekil 2.5.1.1) (Miseta ve Csutora 2000, Paul
vd 2018).

S-S
S-SH disulfide S_palmrtoyl
sulfhydration palmitoylation
S-SUMO S-NO
sumoylation (e) nitrosylation
S-farnesyl S_’SG .
farnesylation HS OH glutathionylation
NH2
S-SOH Cysteine S-SB
sulfenylation bacillithiolation
S-cys S-SM

cysteinylation S-cGMP mycothiolation

guanylation

Sekil 2.5.1.1.1 Sisteinin translasyon sonrasi modifikasyonlari. Sistein, kukirt atomunun
nakleofilik oldugu ve hicrelerde bir ¢ok translasyon sonrasi oksidatif modifikasyona
ugrayan bir tiyol grubuna sahiptir. igerige bagh olarak bu modifikasyonlar cok gesitli
sinyal yollarina katilirlar. (Paul vd 2018)

Yari esansiyel bir aminoasit olan sistein endojen olarak transsulfirasyon yolagi
ile metiyoninden sentezlendigi kadar diyetle de alinabilir (Miseta ve Csutora 2000, Paul
ve Snyder 2015). Metiyonin S-adenosilmetiyonine dénisimanad takiben hicrede énemli
bir metil grubu dondri olarak iglev goérir. Metil grubu transferinden sonra, S-

adenosilhomosistein, adenosin ve homosisteine hidrolize edilir. Sistein CBS tarafindan
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serin ve homosisteinin kondenzasyonu ile olusturulan sistatyonun CSE enzimi ile
katalizlenmesi sonucu sentezlenir. CSE, memelilerde sistein icin bilinen tek biyosentetik
enzimdir. Bu yuzden eksikligi eksojen sistein bagimliligina yol acar. CSE karaciger ve
gastrointestinal sistem gibi periferal dokularda yiksek oranda eksprese edilir. CSE'nin
beyinde de sentezlendigi ve ©6nemli noéroprotektif fonksiyonlara sahip oldugu
gosterilmistir (Mani vd 2011, Gaull vd 1972).

Hucrelerdeki “serbest” sisteinin buyuk c¢ogunlugu memelilerde baglica
antioksidan iglevi goren glutatyona (y-glutamilsisteinilglisin GSH) baglanir. GSH ATP-
bagimli glutamin-sistein sentaz ve GS’nin iki basamakl reaksiyonu ile glutamat sistein
ve glisinden sentezlenir (Soria vd 2016). Sistein ve GSH metabolizmasinin bozulmasi
siklikla anormal redoks homeostazi ve ndrodejenerasyon ile iligskilendiriimistir (McBean
vd 2015).

Ektraselller alanda, sistein sistine oksitlenir. Membranlar arasinda sistein ve
sistin farkli membran tasiyicilari tarafindan tasinir. Santral sinir sisteminde, glial hiicreler
beyinde GSH sentezi icin sistin-glutamat antiporter (sistem xc-) yolu ile sistin aktarir.
Sistein eksitatdér aminoasit transporter ile gecis saglar. Bu transporter defisitleri hiicresel
GSH'In azalmasina, oksidatif stres ve nérodejenerasyona sebep olur (Mandal vd 2010,
Bundel vd 2011). Protein veya GSH sentezi i¢in kullanilmayan sistein, iki farkl yolla

metabolize edilir; oksidatif sistein katabolizmasi ve H»,S yolagi (Paul vd 2018).

2.5.1.1.1. Sistein katabolizmasinda siilfit (SOs?) ve hidrojen siilfid (H.S):

Sisteinin katabolizmasinda oksidatif yolagin son trGna taurin ve sulfat iken, H.S
yolaginin son urund tiyosulfat ve sulfattir. Sualfit, her iki katabolik yoldada ortak bir ara
bilesiktir. Sdlfit sitotoksik olarak kabul edilir ve noérotoksik S-silfonat tlrlerinin
olusumunda vyer alir. Sonu¢ olarak, sistein veya H,S katabolizmasinin son
basamaklarindaki bir eksiklik, sulfit birikimi ile ciddi ensefalopati formlarina yol acar (Kohl
vd 2019).
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Sekil 2.5.1.1.1.1 Sistein katabolizmasinda slfit ve hidrojen sulfidin olusumu. Sistein
katabolizmasinda CBS, CSE ve MPST-CAT enzimleri aracihdiyla doért farkli yolaktan
hidrojen sulfid olusur. Hidrojen silfid intermembran bosluktan (IMS) mitokondriye
gegerek i¢c mitokondriyal membranin matriksinde bulunan silfid kinon oksidorediktaz
(SQR) ile glutayon persilfid, ardindan persilfit dioksijenaz (PDO) ile ara urun sulfit
olusur. Sisteinin CDO ile oksidatif katabolizmasi sonucu olusan sistein silfinik asit,
sitozolde glutamat oksaloasetat transaminaz 1 (GOT1) ve mitokondriyal matrikste
glutamat oksaloasetat transaminaz 2 (GOT2) enzimleri aracihdi ile sdlfit olusumu
gerceklesir. Tum katabolik yolaklar sonucunda olusan stulfit intermembran boslukta
bulunan SO enzimi ile sulfata dénusar. Alti gizili olanlar son Grtnlerdir. (Kohl vd 2019'dan
uyarlanmistir.)

Hidr‘c')jen
Slfid

Sitozol

H>S, memelilerde karbon monoksit (CO) ve nitrik oksit (NO) yaninda uguncu
gazotransmitter olarak tanimlanmistir (Chen vd 2015, Rose vd 2017). Biyolojik bir
mediator olan H»S vazodilatasyon, sitoproteksiyon, inflamasyon ve anjiyogenezi module
eder (Yagdia vd 2016). H.S esas olarak mitokondride oksidasyon yoluyla metabolize
edilir. Bununla birlikte H>S metabolizmasi sitozolde metilasyon yoluyla gergeklesir
(Yagdia vd 2016). Sistein katabolizmasi ile olusan endojen H.S olusumunu katalizleyen
uc enzim belirlenmigtir. CBS, CSE ve sistein amino asit transferaz (CAT) ile 3-
merkaptopirtivat sulflrtransferaz (MPST). CBS ve CSE enzimleri ayni zamanda
homosisteini de katabolize ederek siilfid olusumunu saglar (Chiku vd 2009) (Sekil

2.5.1.1). Bahsedilen enzimlerin dagilimi dokularda degiskenlik gdstermektedir. Beyinde
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3-MPST/CAT CBS’ye gore daha fazla bulunmaktadir. H.S’nin depolanma sekli 3-
MPST’nin yapisina sulfan sulfir olarak katiimasiyla gerceklesir (Kimura 2015). CBS
Ozellikle hipokampls olmak Uzere santral sinir sisteminin tamaminda bulunur (Abe ve
Kimura 1996). CSE ise torasik aort, ileum, portal ve uterusta H.S olusumunda baskin
enzimdir (Szabo 2007).

Endojen H,S Uretim/katabolizma dengesinin bozulmasi ile H,S toksisitesinin
indlklendigi gésterilmistir. Ornegin etilmalonik ensefalopatide H,S katabolizmasi
yetersiz oldugundan toksik seviyelerde H,S biriktigi rapor edilmistir (Tiranti vd 2009).
Spontan oksidasyonun azalmasi nedeniyle hipoksik kosullarda H»,S biriktigi bildirilmistir.
Soyle ki; CBS ve CSE hipoksik kosullarda mitokondriye transloke olur. Béylece hipoksi
durumunda mitokondride toksik H»S birikir. Bagka bir ¢alismada iskemi sirasinda
beyinde biriken H,S’'nin farelerde kalici fokal serebral iskemi sonrasi beyin hasarinin
olasi bir aracisi oldugu gosterilmistir. H.S sentez enzimlerinin inhibisyonu enfarktus
boyutunu azaltmaktadir (Qu vd 2006). Mevcut bilgiler, dlizensiz H,S seviyelerinin kanser,
enfeksiyon, diyabet, hipertansiyon ve nérodejeneratif hastaliklar dahil olmak Gzere bir
dizi patolojik surecle baglantili oldugunu géstermektedir (Marutani ve Ichinose 2020).

"Sulfitler", kdkuart dioksit, sodyum silfit, sodyum bistilfit, potasyum bistilfit,
sodyum metabisUlfit ve potasyum metabisulfit gibi bir grup bilesigi kapsayan genel bir
terimdir (Tutuncu vd 2012). Sulfit memeli dokusunda silflr iceren amino asitlerin
katabolizmas! sirasinda iki basamakta Uretilen ara Griindir. ik basamakta sitozolik
enzim sistein dioksigenaz sistein siilfinik asit (CSA) olusumunu Kkatalizler. ikinci
basamakta CSA mitokondride bir transaminasyona ugrar, bu sulfit olusumuna yol agar
ya da sitozolde dekarboksile edilir bu da hipotaurinin olusumuna yol agar (Sekil 2.5.1.1)
(Schwarz vd 2009).

SO enzim eksikligi ve Moco eksiliginde sulfit birikimi, toksisiteye yol agmaktadir
(Stipanuk 2020). Slfit birikimi ilk 6énce karacigerde olmaktadir. Daha sonra siilfit
plazmada saptanabilir ve son olarak silfit kan-beyin bariyerini gegerek yikici ve ilerleyici
bir néronal hasari tetikler (Schwarz vd 2009). Silfit konsatrasyonu, 0.1-1 mM oldugu
zaman, glutamat dehidrogenaz ve malat dehidrogenazin inhibisyonu, Nikotinamit Adenin
Dinukleotit (NADH) konsantrasyonunda, mitokondriyal membran potansiyelinde ve
sonunda ATP Uretiminde azalma gibi énemli hiicresel fonksiyonlarda bozulma oldugu
gOsterilmistir (Vincent vd 2004). Silfit agirhkl olarak mitokondri Gzerine etki etmektedir.
Cunku Sulfitin elektron tagsima zincirine zarar vererek mitokondriyal solunum, membran
potansiyeli ve Ca?" tutma kapasitesini azalttigi bilinmektedir. Buna paralel olarak,
disaridan silfit verilmesi, farkli néronal ve bobrek hicre hatlarinda artan ROS
seviyelerine yol agmaktadir. Ayrica merkezi bir metabolik enzim olan glutamat
dehidrogenaz (GDH) doza bagli bir sekilde slfit tarafindan inhibe edilir. GDH inhibisyonu
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trikarboksilik asit dongustnun akisinda azalmaya yol agtigi ve bununda ATP Uretiminin

azalmasina neden olabilecegi iddia edilmektedir (Zhang vd 2004).

2.5.2. Molibden kofaktor ve siilfit oksidaz enzim eksikligi

Mitokondriyal intermembran boslukta bulunan SO hidrojen siilfit metabolizmasi
ve kokirt iceren aminoasitlerin son basamadinda inorganik sdlfitin - sdlfata
oksidasyonunu katalizleyen moco bagimh mitokondriyal molibdohemoproteindir. (Salih
vd 2013, Misko vd 2020). Tepkime sirasinda iki sitokrom ¢ molekulu yukseltgenir. (Kohl
vd 2019, Johnson vd 1980).

SO yapisal olarak her bir monomerin N-terminalinde sitokrom bs-tipi hem
bolgesi, katalitik molibdenyum kofaktor iceren bolge ve C-terminalinde dimerizasyon
bolgesini iceren homodimerlerden olugur (Kisker 1997). SO’nun enzimatik fonksiyonlari
kazanabilmesi icin spesifik translokasyon ve maturasyon gereklidir. Bu slire¢ son derece
organizedir ve SO-apo proteinin hedeflenmesini ve mitokondriyal islenmesini, Moco ve
hem kofaktorlerinin agsamali entegrasyonunu ve homodimerizasyonunu igerir. SO’nun
katalitik mekanizmasi sulfitten iki elektronun Moco’ya transferinin ardindan hem domain
yoluyla sitokrom c’ye elektron transfer adimlarini kapsar. SO igindeki verimli elektron
transferi hem domainin dinamik hareketlerine baghdir (Klein ve Schwarz 2012).

SO karaciger ve bobrekte ylksek oranda eksprese edilirken, beyinde gok dusuk
seviyede oldugu tespit edilmigtir. SO yalnizca oksidatif sistein katabolizmasinda terminal
enzim olarak islev gérmez. Ayrica H.S yolagi ile SO gerektiren dnemli miktarda sulfit
olusur. Kemirgenlerde H>S yolagdi Uzerinden silfit Gretimi engellendiginde atilan sulfat
miktarinin alti kat azaldigi gosterilmistir (Tiranti vd 2009).

Sulfit oksidaz eksikligi sulfit birikimine ve hlcre toksisitesine yol acan siilfit
oksidaz (SUOX) genindeki mutasyonlarin neden oldugu resesif kalitsal metabolik bir
bozukluktur (Reiss 2016). Biyokimyasal olarak, sulfit, tiyosulfat ve SSC’nin dokuda
birikimi ve yuksek oranda idrarda bulunmasi ile karakterizedir. Etkilenen hastalarda
neonatal nobetler, ensefalopati ve psikomotor retardasyon gibi ciddi ndrolojik
semptomlar siklikla gozlenir, ancak norolojik disfonksiyonun patogenezi hala tam olarak
anlagilamamigtir (Wyse vd 2019, Spiegel vd 2022).

Molibden kofaktori, ksantin dehidrojenaz, sulfit oksidaz, aldehit oksidaz ve
mitokondriyal Amidoksim indirgeyici Bilesen (MARC) olmak iizere dért enzimin katalitik
aktivitesi igin gereklidir. Molibden kofaktor iceren enzimler karbon, sulfir ve nitrojen
metobolizmasinda énemli rol oynar (Paul vd 2018). Molibden kofaktor eksikliginde
dogumdan sonra hizli ilerleyen siddetli nérolojik hasar ile karakterize 6ldurtct nadir izole

sulfit oksidaz eksikligine benzer otozomal resesif hastalik tablosu olugur. Cogunlukla
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sulfit ve S-sulfosistein olmak Uzere toksik metabolitlerin birikmesinden kaynaklanan
hipoksik-iskemik ensefalopatiyi taklit eder. (Alonzo Martinez vd 2020). Klinik olarak,
MoCo eksikligi (MoCD) olan hastalarda yenidogan déneminde beslenme glicligu, inatgi
yenidogan ndbetleri, ilerleyici ensefolopati, yliz dismorfik 6zellikleri, tiz aglama ve siddetli

ndrolojik anormallik iceren semptomlar sergiler (Bayram vd 2013).

Homosisteinl

1
sistein el Tourn |

Molibdﬂenyum izole Sulfit Oksidaz
Kofaktsr P ik

Eksikligi
Sulfat

Sekil 2.5.2.1 Molibden Kofaktor ve/veya Siilfit Oksidaz enzim eksikliginde artig gdsteren
metabolitler. Sisteinin oksidatif katabolizmasinda Moco eksikligi ve/veya SO eksikliginde
tiyosulfat, sulfit, SSC miktari artarken; homosistein miktari azalmaktadir (Salih vd 2013,
Alonzo Martinez vd 2020’den uyarlanmigtir.).

2.5.3. Sistein-S-Siilfat (Cysteine-S-sulfate, S-Sulfocysteine, SSC)

SSC, ilk olarak SO enzim eksikligi olan hastalarin idrarinda ve plazmasinda
kesfedilen bir metabolittir. SO enzim eksikliginde sulfur iceren amino asit metabolizmasi
bozularak beyin hasari ve mental retardasyon olugtugu bildirilmigtir (Olney vd 1975).

SSC’nin molekuler yapisi, hem noéroeksitator hem de ndérotoksik 6zelliklere
(eksitotoksik amino asitler) sahip olan glutamat ve benzeri asidik amino asitlerin yapisina
¢ok benzer (Olney vd 1975). Elektrofizyolojik galigmalar SSC’nin glutamata benzer
depolarize edici o6zelliklere sahip oldugu ve NMDA reseptorlerini aktive ettigini
goOstermektedir (Abbas vd 2008, Mewett vd 1983). SSC yeni dogan ratlara deri altindan
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veya yetiskin ratlara inteserebral olarak uygulandiginda merkezi sinir sisteminde
glutamat benzeri ndropatalojiyi indikledigi gosterilmistir (Olney vd 1990). NMDA
reseptorlerini aktive etmenin yani sira, yukselmis SSC, glutatyon sentezinde hiz
sinirlayici  enzimin inhibisyonu ile noérotoksik olabilir, bdylece serbest radikal

supdruculerin hicre ici seviyelerini azaltir (Moore vd 1987).
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Sekil 2.5.3.1 Sistein katabolizmasinda SSC olusumu. Molibden kofaktor ve siilfit oksit
enzim eksikliginde biriken silfit, sistin ile birlikte SSC olusumunu saglar.

SSC’nin, SO eksikliginde beyin hasarindan sorumlu nérotoksik ajan olabilecegi
varsayillmaktadir. Molibden kofaktér ve sulfit oksit enzim eksikliginde sulfit sulfata
donusemez ve birikmeye baslar. Bu durumda toksik etki olusur. Proteinlerin di-sulfit
képrilerini bozabilir. Sisteinin metabolitlerinden olan sistin ile birleserek SSC olusumunu
arttirir. (Sekil 2.5.3.1) Molibden kofaktor ve siilfit oksidaz enzim eksikligi olan hastalarin
idrarinda, stilfit, SSC, taurin ve tiyoslulfat artarken, plazmada SSC ve taurinin arttigi,
sistin ve homosisteinin ise azaldigi rapor edilmistir (Claerhout vd 2018).

Yapilan in-vivo ¢alismalarda SSC’nin sistein metabolizmasinda olusan
metabolitler arasinda yer aldigi g0sterilmigtir. Sistein sUlfinik asitin  oksidatif
deaminasyonu veya a-ketoglutarat ile sistein silfinik asitin transaminasyonu tarafindan
olusturulan silfit sistin ve sisteamin gibi disUlfit bilesikler ile reaksiyona girebilir ve

sirasiyla S-Sulfosistein ve S-Silfosisteamin olusur (Marco ve Coletta 1961).
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2.5.4. Glutatyon

Mitokondride metabolik slregler sirasinda sadece protonlarin degil ayni
zamanda elektronlarinda tamponlanmasi gerekmektedir. Oksidatif sirecler elektron
transferini icermekte ve mevcut elektronlari dengede tutmak icin redoks tamponlarina
ihtiyac duymaktadir. Béylece kararli bir redoks ortami saglanmaktadir. Biyokimyasal bir
ortamda redoks tamponlama elde etmek igin, disulfit olusumu ve redoks dengesi yoluyla
tiyol gruplarinin dahil edilmesi gerekmektedir (Schafer ve Buettner 2001). Genel olarak,
dengelenmis redoks icin mevcut tiyol gruplarinin ya tioredoksin proteinlerinde ya da
GSH’de bulundugu kabul edilmektedir. GSH’deki tiyol grubu, GSH’nin redoks tamponu
olarak etki ettigini aciklamaktadir (Requejo vd 2010).

Tripeptit glutatyon (gama-glutamil-sisteinil-glisin: GSH) tim hcrelerde glisin,
sistein ve glutamattan sentezlenmektedir (Reid ve Jahoor 2000). Tum hUcrelerde
sentezlenmesine ragmen, temel olarak karacigerden sentezlenir. Hlcresel GSH’ nin
¢ogu (%85-90) sitozolde bulunmaktadir (Beutler 1989).

GSH'nin sentezlenmesi iki basamakta gerceklesmektedir. ilk olarak sisteinin
amino gruplan ve glutamik asitin y-karboksi gruplari arasinda peptit olusumunu y-
glutamil sistein sentaz katalize eder. Bu basamak, GSH sentezinde hiz sinirlayici
basamaktir (Meister ve Anderson, 1983). Bir sonraki basamakta glisin, GSH olusturmak
icin y-glutamil sistein ile birlesir. Bu reaksiyon glutatyon sentetaz tarafindan katalize
edilir. GSH, GSH sentezinin geri besleme mekanizmasinin kontroli iglevini goren ilk
enzim y-glutamil sistein sentetaz Uzerinde inhibitdér etkiye sahiptir. Nadir kalitsal
glutatyon sentetaz eksikligi vakalarinda, GSH sentezinde ikinci reaksiyon durdurulur.
Biriken y-glutamil sisteinin blylk miktari 5-oksiproline katabolize edilir ve idrarla atilhr
(Beutler 1989).

GSH islevlerinin ¢ogu, indirgenmis formunu gerektirmektedir. Bu durumda
serbest bir silfirhidril grubuna sahiptir ve GSH olarak adlandirilmaktadir. Bununla
birlikte, sistein kalintisi enzimatik olmayan bir sekilde glutatyon disulfide (GSSG) kolayca
oksitlenir. GSH'In fonksiyonlarinin ¢ogu indirgenmis formunu gerektirdiginden,
GSSG’nin GSHye indirgenmesi igin glutatyon rediktaz formunda aktif bir enzim
mekanizmasi mevcuttur. Bu enzim hidrojen donéru olarak NADPH ve NADH kullanir.
(Sekil 2.5.4.1) Bu nedenle, GSH’nin aktivitesi, riboflavin alimina ¢ok baglidir. Ek olarak,
metabolizmasinda yer alan enzimlerin yani sira GSH konsantrasyonu belirgin sekilde
diyetten etkilenir (Beutler 1989).
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Sekil 2.5.4.1 Glutatyon metabolizmasi. Reaksiyon 1. y-Glutamilsistein sentetaz. sisteinin
amino gruplari ve glutamik asitin y-karboksik gruplari arasinda peptit olusumunu y-
glutamil sistein sentaz katalize eder. Reaksiyon ATP harcanarak gergeklestirilir.
Reaksiyon 2. Glutatyon sentetaz. glisin, GSH olusturmak igin y-glutamil sistein ile birlesir.
Reaksiyon ATP harcanarak gergeklestirilir. Reaksiyon 3. GSH'nin O2 tarafindan
oksidasyonu; GSH'nin GSSG'ye dénlsimu de serbest radikaller tarafindan degistirilir;
Reaksiyon 4. GSH peroksidaz; Reaksiyon 5. GSSG reduktaz. (Sekil Courtney martin
2016’dan uyarlanmigtir.)

Memeli hicresinde GSH’nin intraselliler konsantrasyonu 0,5-10mM
arasindadir ve bunun yaklasik %85-90’1 sitozolde bulunur. Bu nedenle GSH en yaygin
hucre igi tiyol ve en onemli endojen antioksidan ve temizleyici olarak kabul edilir.
[GSH]:[GSSG] orani genellikle hiicresel redoks durumunun bir gostergesidir ve normal
fizyolojik sartlar altinda bu deger 10’dur (Wernerman ve Hammarqvist 1999). GSH’nin
fizyolojik olarak temel fonksiyonlari:

v" GSH, elektrofilik metabolitlerin ve kisenobiyotilerin detoksifikasyonunda kullanilir.
Hucreleri reaktif oksijen bilesiklerinin toksik etkilerinden koruyan etkin serbest
radikal sUpurtcl etkiye sahiptir (Reid ve Jahoor 2000).

v' GSH, glutatyon peroksidaz enzimi aracihidl ile sulfirhidrilleri oksitleyecek
peroksitleri uzaklastirir ve -SH gruplarinin oksitlenmesini énler (Beutler 1989).

v' Lokotrienlerin sentezi icin GSH gereklidir, bu da GSH’yi 6nemli bir inflamasyon

mediatori yapar (Beutler 1989).
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v GSH amino asit tasinmasinda énemli bir rol oynar. Gida yoksunlugu sirasinda
bir sistein rezervi kaynagidir (Fukagawa vd 1996).

Beyin, ylksek seviyelerde reaktif oksijen ve nitrojen tlrleri treten ve verimli
redoks homeostatik kontrolleri gerektiren, viicutta metabolik olarak en aktif organlardan
biridir (Paul vd 2018). GSH veya redoks duyarli sisteinler redoks dengesini, reaktif
turlerin detoksifikasyonunu ve enzimatik fonksiyonlari regile eder (Franco ve Vargas
2018). Hucre GSH’den uzun sure mahrum kaldiginda, geri dénislimstz hicre hasari
meydana gelir. Belirli hastalik durumlarinda prognozun azalan GSH konsantrasyonu ile
iligkili oldugu gdsterilmistir (Reid ve Jahoor 2000). Sonug olarak GSH metabolizmasinin
ve kinetiginin anlasilmasi hastalik durumlarinda oldugu kadar saglikta da dnemlidir

(Courtney-Martin ve Penchar 2016).

2.6. Apopitozis

Programli hicre 6limu olarak da bilinen apopitozis, hicre homeostazinin
surdardlmesi, hasarl hdcrelerin ortadan kaldiriimasi ve gelisim ile ilgili enerji bagimli
biyokimyasal mekanizmalari igermektedir (Jiang ve Wang 2004). Bozulmus bir apopitotik
yolak, nérodejeneratif hastaliklar, iskemik hasar, otoimmun hastaliklar dahil olmak tzere
bircok kanser tipinde 6nemli bir faktérdir (Elmore 2007). Apopitozis ekstrinsik ve
intrinsik olmak Uzere iki sekli vardir. Ekstrinsik apopitotik yol, kaspaz bagiml olarak
tanimlanirken, intrinsik apopitotik yol hem kaspaz bagimsiz hem de kaspaz bagimli yol

olarak ortaya ¢ikmaktadir (Ghatage vd 2012).

2.6.1. Apopitozisde olugsan morfolojik degisiklikler

Apopitotik hucreler tarafindan sergilenen bazi morfolojik degisiklikler iyi
tanimlanmis ve kanitlanmistir. Bu degisiklikler DNA parcalanmasi, kromatin
yogunlagsmasi ve sitoplazmanin sikigtiriimasi, apopitotik cisimler gibi kiiguk vezikullerin
olusmasi ile karakterize olan piknozlu, buzismus hicrelerle kendini gdstermektedir.
Hucreler apopitozun erken evresinde karakteristik bir bizilmeye ugrar (Obeng 2021).
Hlcrenin boyutu kuculirken, icerigi daha yogunlasir. Piknosis (kromatinin geri
doénusimslz kondensasyonu) olarak bilinen bir fenomen apopitozisin erken evresinde
eszamanli olarak ortaya c¢ikar. Hucresel degisiklikler 1sik mikroskobu ile
gbzlemlenebilirken, piknosis gibi hiicre alti degisiklikler elektron misroskobu ile daha iyi
gorsellestirilebilir. Apopitozisin erken evresini takiben, ¢ekirdegin parcalanmasini ifade

eden karyoreksis olarak bilinen baska bir fenomen ortaya ¢ikmaktadir. Karyoreksis
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apopitotik hicreleri daha kicgluk apopitotik cisimlere ayiran plazma zarinin parcalar
halinde kopmasi eslik eder. Apopitotik hicrelerin kalintilari (sitoplazma, organeller,
cekirdek), apopitotik cisimlere dagilmis durumdadir. Farkli hticre tipleri, mikrotibul ug,
apaptopadia ve boncuklu apoptopodia olmak Utzere membran cikintilari gibi farkh
membran deformasyon bicimleri sergileyerek apopitotik cisimlere dénusir (Xu vd 2019).
(Sekil 2.6.1.1) Bu apopitotik cisimler daha sonra fagositler, noétrofiller, makrofajlar ve

dentritik hucreler tarafindan tamamen ortadan kaldirilir.
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Sekil 2.6.1.1 Apopitotik cisimlerin olusumunda apopitotik htcrenin ugradigi farkh
deformasyon bicimleri sematik olarak gosterilmigtir. Apopitozun indiklenmesi ya direk
membran blziserek membran bleb, mikrotibul ug, boncuklu apoptopadia ve
apoptopadia ya da membran bleb olusumundan sonra mikrotubil ug, boncuklu
apoptopadia ve apoptopadia seklini alir. Membran yapisina bagli tim bu degisimler 5um
boyutlarinda apopitotoik hiicre gévdesini ve nihayetinde 1-5um boyutlarinda apopitotoik
cisimleri olusturur. (Xu vd 2019’dan uyarlanmistir.)

2.6.2. Apopitozisin biyokimyasal siiregleri

Apopitozisin biyokimyasal mekanizmasi son derece karmasgiktir. Apopitozis
sinyal yolaklarinin kaskadi kadar, sinyal doénustiriculerin ve c¢esitli proteinlerin
etkilesimini icerir. Ekstrinsik ve intrinsik olmak tzere iki 6nemli apopitotik yolak vardir

(Sekil 2.6.2.1). Ekstrinsik yolak reseptor aracili apopitozisi baslatir (Igney vd 2002).
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Sekil 2.6.2.1 Apopitoziste cesitli yoloklar. A) Ekstrinsik yolak; Hicre membranina
lokalize olan 6lum reseptorleri (Fas, TNF) ekstraseluler alanda ligantlari (FasL, TNF-q,
TRAIL) baglandigi zaman intrasellller alanda adaptér proteinler (FADD ve TRADD)
baglanir. Olugan DISC kompleksine pro-kaspaz 8 baglanir. Bu basamak c-FLIP ile inhibe
edilmektedir. Aktif olan kaspaz 8 kaspaz 3 yolunu uyararak apopitozisi indukler. B)
intrinsik mitokondriyal yolak; mitokondriyal porlarin agiimasiyla birlikte apopitotik
faktorler sitozole salinir. Sitokrom-c Apaf-1 ve kaspaz-9 ile apopitozom kompleksini
olustururlar. Apoptozom olugsmasi ile birlikte kaspaz kaskadi baslatiimis olur. DIABLO
Ht-A2/Omi IAP aktivasyonunu baskilayarak kaspaz 3 salinimini arttirir. C) intrinsik
endoplazmik retikulum yolak; Strese bagh olarak ER’ den salinan UPR artar. Stresin
artmasini ER saperonlar baskilar. UPR’nin restorasyonu ATF-6, IR1a, PERK tarafindan
dizenlenir. BiP ATF-6 ve PERK’i inaktif hale getirir. IR1a’nin aktivasyonu JNK ve
P38MAPK’I aktive ederek CHOP’un fosforile olmasini saglar. CHOP bim’i aktive
ederken, Bcl-2'yi inhibe ederek apopitotik kaskadi baslatir (Obeng 2021’den
uyarlanmistir.).

Ekstrinsik yolagi baslatan tim 6lum reseptorleri hlicrenin membran yuzeyinde
bulunur. Ekstraselller bolgeden reseptore baglanan ligantlar, oOlum sinyallerini
intrasellller alana iletirler (Ashkenazi ve Dixit, 1998) .

intrinsik yolak, reseptdr aracili olmayan ve mitokondriyal regiilasyon ile
apopitozisi baslatir. intrinsik yolakda, uyaranlar dogrudan hiicre icinde sinyal ireterek
biyokimyasal degisikliklere yok acgar. Mitokondri araciligi ile salinan pro-apopitotik
proteinlerin bir kismi kaspaz bagiml bir kismi da kaspaz bagimsiz sinyal olusturarak

apopitozisi baslatir (Galluzzi vd 2011). Bu proteinlerden AlF’leri kaspaz bagimsiz sinyal
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olusturur. Kalsiyuma bagimh bir proteaz olan kalpainin bélinmesi Uzerine, nikleer
lokalizasyon sinyali ile DNA parcalanmasini ve kromatin yogunlasmasini indiklemek igin
AlF’lar ¢ekirdege translokasyon yapar (Cande vd 2004).

ER homeostazinin bozulmasi sonucu olusan ER stresi apopitozisi tetikleyen
biyolojik sureci kaspaz bagimli yolak tzerinden baglatir (Broker vd 2005).

Hucreler katepsinler ve kalpainler gibi 6lim sinyali olusturan proteazlara ve
sitotoksik ajanlara kaspaz bagimh yolaklar ile yanit olusturamadigi durumlarda, tehlikeli
ve istenmeyen hicreleri organizmadan uzaklastirmak igin kaspaz bagimsiz yollar aktive
olur. Bu tip hicre 6limu, morfolojik ve biyokimyasal olarak, uyaranin siddetine ve hlicre
tipine 6zgu morfolojik ve biyokimyasal olarak farkhliklar gésterir (Lopatniuk ve Witkowski
2011).

2.6.1.1. Ekstrinsik yolak

Ekstrinsik yolakta apopitozis 6lum reseptorleri ile 6lum ligantlarinin etkilesmesi
sonucunda induklenir. En yaygin olarak bilinen 6lim reseptorleri; timoér nekrozis faktor
(TNF) reseptoru ve Fas adi verilen proteindir. TNF reseptortuinin ligantlari; TNF ligandi
TNF-ile iligkili apopitozis indukleyici ligant (TRAIL), Fas reseptoérinin ligandi; Fas ligandi
(FasL)dir (Goldar vd 2015). Oliim ligantlarinin (TNF, TRAIL ve FasL) 6lim reseptorlerine
(TNF, FAS) baglanmasinin ardindan reseptorlerin sitoplazmik bélgede kalan ug kismina
adaptor proteinler (TNF reseptoru ile iligkili 6lum alani (TRADD)) ve Fas ile iligkili 6lum
alani (FADD)) baglanir (Shlyakhtina vd 2017). Olusan ligant, reseptor ve adaptér protein
kompleksi (6lim indikleyici sinyallesme kompleksi (DISC)) kaspaz 8 ve kaspaz 10’a
baglanir. Bu surecin sonlandiriimasi hucresel FLICE inhibitér protein (c-FLIP)'in 6lum
alani/adaptér protein kompleksine baglanmasi ile kaspaz aktivasyonunu inhibe ederek
gerceklesir. Bdylece DISC’in ¢alismasi, FLIP tarafindan regiile ediimektedir. inrtaseliiler
alanda aktive olan kaspaz 8 kaspaz 3 yolagi ile apopitotik stireci baslatir (Wajant 2002,
Krueger vd 2001) (Sekil 2.6.2.1 (A)).

2.6.1.2. intrinsik mitokondriyal yolak

intrinsik mitokondriyal yolak, hiicre yiizeyindeki reseptérierden bagimsiz
mitokondri icinde gerceklesen bir dizi intraselliler sinyalleri olusturan uyaranlari
icermektedir. Hormonlar, buyime faktorleri, hipoksi, viral enfeksiyonlar, hipertermi,
radyasyon, toksinler gibi etkenler mitokondrinin intermembran gecirgenligini

tetikleyebilir. Bu sire¢ mitokondriyal transmembran potansiyelinin kaybi ve mitokondri
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gecirgen porlarinin acgilmasi sonucunda intermembran araciig ile pro-apopitotik
proteinlerin sitozole daha fazla salinmasini saglar. Mitokondriyal intermembran
bosluktan sitoplazmaya salinan pro-apopitotik proteinler, kaspaz bagimh ve kaspaz
bagimsiz yolaklari uyarir (Saelens vd 2004). Bunlardan sitokrom-c’nin sitoplazmaya
salinimi; sitokrom-c, Apaf 1 ve kaspaz 9’dan olusan ve apoptozom olarak adlandirilan
kompleksin kaspaz-3'lU aktive etmesi sonucunda kaspaz bagiml mitokondriyal yol ile
apopitozisi gerceklestirir (Kroemer vd 2007). Diger taraftan kaspazin ikincil mitokondri
kaynakli aktivatérii (Smac)/Dusik pl ile dogrudan IAP (Apopitoz Protein inhibitér)
Baglayici protein (DIABLO) veya Omi/ yiksek sicaklik gereksinimi proteini A (HtrA2) IAP'
lere baglanirlar. Smac/DIABLO veya Omi/HtrA2, IAP aktivasyonunu baskilayarak,
kaspaz 3 veya kaspaz 9'un salinimini dolayl olarak arttirirlar. Béylece bir diger kaspaz
bagimli apopitotik yolak tetiklenmis olur (Lomonosova ve Chinnadurai 2008, Schuler ve
Green 2001). Tum bu faktérler Bcl-2 ailesine ait proteinler tarafindan kontrol edilir ve
dizenlenir. (Sekil 2.6.2.1 (B)) Bu proteinler pro-apopitotik ve anti apopitotik olmak tzere
iki sinifa ayrilir. Pro-apopitotik proteinler; Bak, Bcl-10, Bax, Bid, Bim, Bik, Hrk, sitokrom
c’nin mitokondriyal membrandan sitozole gecisine katkida bulunur (Elkholi vd 2011).
Anti-apopitotik proteinler; (Bcl-2, Bcl-x, Bcl-w, Bf-1, Bcl-XL, B-XS, Bcl-w, BAG, sitokrom-
c’nin salinimini engeller. Her iki durumun dengede olmasi, hicrelerin buyimesi ve

gelisimini saglar (Kvansakul vd 2008).

2.6.1.3. intrinsik endoplazmik retikulum yolak

Endoplazmik retikulum, protein sentezi, modifikasyonu, katlanmasi,
translokasyonu gibi sireglerde yer alan hicre i¢i organellerdir. Protein katlama
yeteneginde yasanan bir sorun ER’nin iglevini kesintiye ugratabilir. Bu durumda olusan
ER stresi, ER’nin protein katlama kapasitesi ile salgilanan ve iglem gbren protein
arasindaki homeostazin katlanma hatal (yanlis katlanmis veya katlanmamis) protein
(UPRY lerin artmasi ile meydana gelir. UPR artmasi sonucu hem ekstrinsik hem intrinsik
yolak ile apopitozis meydana gelir. Bununla birlikte, UPR’nin kontrolQ, inositol gerektiren
protein-1la (IRE1a), protein kinaz R (PKR)-benzeri endoplazmik retikulum kinaz (PERK)
ve aktive edici transkripsiyon faktori 6 (ATF6) olmak Uzere Ug farkh sinyal proteini
tarafindan gerceklestirilir (Ma ve Hendershot 2004). Baglayici immunoglobin proteini
(BiP), ATF6 ve PERK'i inaktif hale getirirken, ER saperonlar ER stresinden sonra
UPR’nin aktivasyonunu inaktif hale getirir (Ron ve Hubbard 2008). IRE1a’nin
aktivasyonu, c-Jun-N- terminal kinaz (JNK) ve P38 Mitojenle Aktive Protein Kinaz (P38

MAPK)'1I aktive eden apopitoz sinyal dizenleyen kinaz-1 (ASK1)'1 aktive eder. Bim ve



28

Bcl-2'nin JNK tarafindan fosforilasyonu, Bim’in aktivasyonu ve Bcl-2'nin inhibisyonu ile
apopitotik slreci baslatir. Ayrica, P38MAPK tarafindan fosforile edilen C/EBP homolog
protein (CHOP) Bim’i aktive ederken, Bcl-2'yi inhibe ederek apopitotik stirece katilir
(Hollien vd 2009, Puthalakath vd 2007). (Sekil 2.6.2.1 (C))

2.6.2. AlF-aracili apopitotik yolak

AIF, kaspazdan bagimsiz bir yolla apoptozu indikleme yetenegine sahip
filogenetik olarak korunmus mitokondriyal intermembran flavoproteindir. AlF, nukleer
kromatin yogunlagmasinin yani sira blyuk 6lgekli DNA parcalanmasinin (yaklasik 50 kb)
indUklenmesinde onemli bir rol oynar ve embriyoid cisimlerin kavitasyonu sirasinda
programlanmis hidcre olumu igin gereklidir. AIF ayrica memeli apoptoz suregleri
sirasinda sitokrom c ve kaspazlarla etkilesime girerek, apoptotik bir programi aktive
etmek icin farkh apoptotik yolaklarin karsilikli olarak ¢apraz dizenlenebilecegini gosterir
(LG vd 2003).

AlF-aracili programl hiicre dliminde en ¢ok ¢alisilan iki model; intrasellller kalsiyum
miktarinin artmasi (iskemi/reperfizyon, toksisite gibi durumlar) ve kapsamli DNA
hasarinin (6érnegin alkilli ajanlar ile muamele) oldugu durumlarda mitokondriyal AIF’in
salimi ile iligkilidir (Boujrad vd 2007). Birinci modelde, artmis intraselltler kalsiyum
miktari mitokondriyal membran depolarizasyonunu tetikler ve ardindan sirasiyla,
membran potansiyel kaybi, ROS olusumu ve mitokondriyal AIF salinimi gergeklesir
(Sjoerd vd 2005). ikinci modelde, alkilleyici ajanlarin yiiksek dozu ile provoke edilen
kapsamli DNA hasari poli (ADP-riboz) polimeraz-1'i (PARP-1) ‘in asiri aktivasyonunu
tetikler ve mitokondriyal AIF salinimi gerceklesir (Cregan vd 2002, Li vd 2020).

AIF oksidoreduktaz enzimlerin ve DNA’nin baglandigi iki énemli baglanma
bdlgesine sahiptir. Apopitozis indiklendigi zaman, AlIF mitokondriden sitozolilin yani sira
nikleusada transloke olur (Susin vd 2000). Nikleusa transloke olan AlF, elektrostatik
etkilesimler yolu ile C-terminal bolgesinden DNA’ya baglanir. AIF'in DNA’ya baglandigi
bolgede, kromatin yogunlasmasi ve buylk Olgekli DNA pargcalanmasi meydana gelir
(Arnoult vd 2003). AIF intrinsik endonlkleaz Ozellikler gostermedidi icin, DNA
parcalanmasinda belli nukleazlar iglev gorur. Bunlardan mitokondriyal kdkenli DNA
parcalayici bir protein olan endonikleaz G (Endo G), kaspaz bagimsiz apopitotik yolakta
mitokondriden AIF ile birlikte sitozole salinir. Endo G’ye alternatif olarak kromatinolizde

siklofinin AIF ile etkilesime girdigi gosterilmistir (Jayakiran 2015).
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2.7. Norodejenerasyonda Selektif Hasarlanma

Nérodejeneratif hastaliklar, heterojen hastalik grubudur. llgili néronal
sistemlerde, anotomik veya fizyolojik olarak segcici hiicre kaybinin progresif ilerlemesi ile
karakterizedir. Prototip o6rnekler arasinda; Alzheimer Hastahg (AH), Parkinson,
Amyotrofik lateral skleroz (ALS) ve Huntington gibi hastaliklar yer alir (Phan vd 2014).
Hastalik strecinin 6zgun néron tiplerine karsi biyUk bir hassasiyet igerisinde gelismesi,
ndronal hasar sdrecinin genetik ve ¢evresel faktorler ile etkilenen néron topluluklarinin,
eksitotoksik hasara karsl yatkinlik, oksidatif metabolizma kapasitesinin bdlgesel
farkliliklari ve toksik serbest radikallerin hucresel metabolizma sonucu Uretimini
kapsamaktadir (Dong vd 2009). TUim bu heterojeniteye ragmen, bu hastaliklarin ortak
noktasi mitokondriyal tutulumdur (Ariga ve Takahashi-Niki 2013).

Dejenerasyona duyarli néronlarin yapisal ve islevsel batinlUklerini korumak igin
daha ylksek enerjiye ihtiyaglari vardir. Artan ATP Uretimi daha yiksek ROS Uretimi ile
sonuclanir (Muddapu vd 2020). Bu nedenle, enerji metabolizmasindaki herhangi bir
bozulma, metobolik strese ve sonunda hlicresel strese neden olur. Mitokondri oksidatif
enerji metabolizmasinda metabolik stres agisindan hayati bir éneme sahiptir (Su vd
2010). Parkinson’da substantia nigra kompakta (SNc) bolgesindeki dopaminerjik
noronlar ventral tegmental alandaki (VTA) néronlara kiyasla Ug kat artmig ATP ve ROS
uretimine sahiptir. VTA’ya kiyasla SNc aksonal dallanmada mitokondrinin ylUksek
yogunlugu SNc néronlarinin igleyisi icin daha yuksek enerji gerektirdigini géstermektedir
(Pacelli vd 2015, Giguére vd 2019). Alzheimer'da yapilan in-vitro galismalarda CA3
bdlgesine kiyasla CA1 bdlgesinde stiperoksit ve ROS seviyelerinin daha yiksek oldugu
g6sterilmistir (Wang vd 2005, Kanak vd 2013). Ozetle, karakteristik nérodejeneratif
hastaliklarda, hassas ndéronal popilasyonlarda artmis mitokondri sayisi, artmigs ROS
uretimi, anormal solunum zincir enzimleri ve daha ylksek ATP Uretimi gerceklesmektedir
(Muddapu vd 2020).

Beynin farkli bdlgelerinde spesifik néronlarin ve sinapslarin kaybini yansitan
cesitli klinik bulgulara ragmen nérodejenaratif hastaliklar, ortak mekanizmalara sahiptir.
Bu ortak mekanizmalardan biri; sitozolik veya nulkleer proteinlerin bolgesel
agregasyonudur (Gan vd 2018). Bunlar, Alzheimer’da amiloid beta plaklari, mikrottbul
baglayici tau’nun hiperfosforilasyonunu, Parkinson ve diger sinuUkleinopatilerde a-
sinuklein agregatlari, ALS’de TAR DNA-baglayici protein (TDP)-43’Un inklizyonu,
Hungtington’da poliglutamin agregatlarini icerir (Goedert vd 2017).

Sinaptik bozukluk birgok noérodejeneratif hastalikta 6nemli bir fonksiyonel
sonugctur. Nitekim, AH’deki bilissel bozukluklar, AH’ deki sinaps kaybiyla yiksek oranda
iligkilidir (Masliah vd 1991). Pozitron emisyon tomografisi (PET) ile yapilan
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goérintilemede, sinaptik disfonksiyonda amiloid beta plaklardan ziyade tau
agregatlarinin AD’nin klinik belirtileri ve nérodejenerasyon patern ile yakindan iligkili
oldugu gdsterilmistir (Ossenkoppele vd 2016). Tau iligkili sinaps disfonksiyonu,
asetilasyon, fosforilasyon ve proteolitik bélinmeyi iceren anormal post-translasyonel

modifikasyonlari kapsar (Spires-Jones ve Hyman 2014).

2.8. HT-22 Hipokampal Hucre Hatti ve Primer Kortikal Noronlar

HT-22, sicaklik duyarl small virtis-T antijeni kullanilarak primer fare hipokampal
néron kalttrinden orijinal olarak tiretiimis HT-4 hicrelerinin subklonu olarak, néronal
Ozelliklere sahip, olumsuzlestiriimis fare hipokampal hicre hattidir (Morimoto ve
Koshland 1990). Norobiyolojik caligmalarda kullaniimak Gzere sigan ve fare dokularinda
Uretilerek odluimsuzlestiriimis bircok hicre hattindan biridir. Glutamata olan asir
duyarlihgindan dolayr HT-22 hicreleri cesitli nérodejeneratif hastaliklarda olusan
glutamat sitotoksisitesini modellemek igin kullaniimaktadir (Davis ve Maher 1994). Hiicre
kiltdr ortamina cesitli supplementler eklenerek HT-22 hiicrelerinin diferansiye edilmesi
saglanmaktadir. Ayrica HT-22 hicreleri fonksiyonel olarak kolinerjik 6zelliklere sahiptir.
Demans ve Alzheimer hastaliginin bilissel dejenerasyondaki mekanizmalarini
tanimlamak igin in vitro model olarak kullaniimaktadir (Liu vd 2009). Primer kortikal
néronlar 17 gunlik C57BL/6 fare embriyolarindan izole edilir ve DMSO igeren kultir
ortaminda, sivi azot tankinda muhafaza edilir (Kumar vd 2017). C57BL/6 farelerin
uretilmesi ve bakimi oldukga kolaydir. Bu ylizden C57BL/6 susu (strain) fare genom
sekansinin referans susu olarak immunolojik ve noérolojik calismalarda yaygin olarak
kullaniimaktadir (Ciechanowska vd 2020). Her iki ndron hatti da NMDA reseptor
yogunluguna sahiptir (Li vd 1998).

2.9. Hipotez
Hipotez 1. SSC HT-22 hipokampal néronlarda AIF ve kalpain aracil, primer

kortikal ndronlarda ise, kaspaz 3, kalpain ve AIF aracili hicre 6lumund indakler.
Hipotez 2: SSC’ye maruz birakilan néronlarda GSH ‘nin zamana bagli olarak

azaldigi konsantrasyonlarda, kalpain, AIF, sitokrom c ve kaspaz 3 gibi proteinler

apoptotik slreci zamana bagh olarak baglatirlar ve zamanla bu proteinlerin

konsantrasyonlarinda artig gorulur. Olasi durumlar Sekil 2.9.1°de anlatiimigtir.
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Sekil 2.9.1 Hicrenin antioksidan kapasitesine bagli olarak apopitotik slirecin olasi
baslama anlari. Birinci olasilik (sekil 2.9.1 (A)); GSH konsantrasyonunun minumum
degerde iken apopitotik belirteglerin ortaya gikmasi, ikinci olasilik (sekil 2.9.1 (B));
GSH konsantrasyonunun azalmaya basladigi bir dederde apopitotik belirteglerin
ortaya cikmasi, dclincu olasilik (Sekil 2.9.1 (C)) GSH konsantrasyonu minumum
dizeyde iken, apopitotik belirteglerin olusmamasi
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3. GEREG VE YONTEMLER

Bu calisma Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Hiicre
kaltird laboratuvarinda gergeklestirildi. Tim inklbasyon islemlerinde CO. inkibatoru
(ndive, EC 160) %95 nemlendirilmis hava, %5 CO; ve 37°C sicaklik sartlarinda kullanildi.
Hucre kaltird ve doz uygulama galismalarinin tamami laminar flow (akis) kabininde
(NUAIRE, Biological Safety Cabinets, 440-400E) gerceklestirildi. Hicre kaltura
¢alismalarinda kullanilan kimyasallar ve solisyonlar kullanimdan dnce 37°C sicakhiga
sabitlenmis su banyosunda (ntve, ST 30) isitildi. Hucrelerin goérintilenmesi ve
sayllmasi iglemlerin de mikroskop (Olympus, CKX41) kullanildi. OD (optik dansite)

okumalar mikro plaka okuyucu (Thermo Fisher, 1510) ile yapildi.

3.1. Noron Kilturi

Néron Hatlari: Deneyler primer kortikal néron ve HT-22 hipokampal néron olmak lzere
iki farkli néron hattinda gercgeklestirildi. Primer kortikal néronlar Thermo’dan (gibco
A15585), HT-22 hiicre hatti ise Pamukkale Universitesi Tip Fizyoloji Anabilimdal Hicre

kdlttrd laboratuvarindan pasaj sayisi 16 olan hticrelerden temin edildi.

Néron Kiiltiiriinde Kullanilan Sollisyonlar:

Medyumlar: Neurobasal Medium (Thermo, 2110349) ve Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) (gibco, 2375262) steril ambalajinda kullanima hazir olarak temin

edildi. Kullanim sulresince +4 °C’de muhafaza edildiler.

Serum ve Biyime Faktérleri: Fetal Bovin Serumu (FBS) (Hyclone/SV30160.0), N2
supplement (100X) (Capricorn, N/N2-K) ve B27 supplement (Thermo 17504044) steril
ambalajinda kullanima hazir olarak temin edildi. Kullanim siresince -20°C’de muhafaza
edildiler.

Diger Soliisyonlar: L-Glutamin (Capricorn, GLN-B), Glutamax (100X) (Gibco, 35050-
061) Tripsin-EDTA (%0.25) (Biological Industries 03-052-1B), 1x fosfat tamponlu tuz
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(PBS) (Cegrogen, H0500-540) ve penisilin/streptomisin soltiisyon (100x) (Diagnovum,
D910), Dimetil silfoksit (DMSO) (Chem Cruz, 67-68-5) ve Tripan blue (Sigma, T6146)

steril ambalajinda kullanima hazir olarak temin edildi.

3.1.1. Primer kortikal noronlar

17 gunlik C57BL/6 fare embriyolarindan izole edilmis olan ve DMSO iceren
kiltdr ortaminda bulunan primer kortikal néronlar deney ginine kadar sivi azot tankinda

muhafaza edildi.

3.1.1.1. Primer kortikal noronlarin ¢ézdiirilmesi ve kulture edilmesi

Primer kortikal néronlar, ¢ozdurilmeye baslamadan 6nce ekim yapilimasi
planlanan tim kuyular poli-D-lizin (sigma, P432) ile kaplandi. Kaplama islemi icin 100
mg/mL poli-D-lizin %50 oraninda seyreltilerek 50mg/mL derisiminde poli-D-lizin
hazirlandi. Hazirlanan stoktan 6’lik well plate igin her kuyuya 1.5 mL, 96’lik well plate igin
her kuyuya 50uL eklendi. 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda
poli-D-lizin solisyonu kuyulardan gekildi. Kuyular otoklavianmig distile su ile 3 kez
yikandi. 2 saat boyunca kuruma islemi icin bekletildi.

Primer kortikal ndéronlar igin kiltir ortami taze olarak hazirlandi. Kaltir
ortaminda; 0.5mM Glutamax Supplement (2.5mL/L) %2 B27 Supplement ve Neurobasal
Medium kullanildi.

Kaltur ortaminda kullanilacak tim pipet uglari, santrifj tlpleri vs. neurobasal
medium ile bir kez yikandi.

Sivi azot icerisinde dondurulmus primer kortikal ndronlar, 37° C su banyosunda
icerisinde kuguk bir kristal kalincaya kadar birka¢ dakika bekletildi. Hicreler laminar akis
kaputuna alinarak, 50 ml'lik santrifij tipune yavasca damla damla ilave edildi. 1 ml ortam
ile kriyotlipte kalan miktar ¢ekilip yavasca hucrelere eklendi. Osmatik sok olugsmamasi
icin kalan 2 mL ortam yine yavasga damla damla hucrelere ilave edildi.

Primer kortikal hicrelerde pasajlama ve ¢ogalma iglemleri gerceklesemedigi
icin, hlcreler sayilarak, dogrudan deneyler igin planlanan miktarda belirlenen kuyulara
ekildi. Ekimi tamamlanan hicreler 37° C de %5 CO; iceren nemlendirilmis inkiibatore
alindi. Hergin kaltir ortami %50 uzaklastiriip ayni miktarda taze kilttr ortami ilave

edildi. Sekil 3.1.1.1.1°de primer kortikal néronlarin mikroskop goriintisi yer almaktadir.
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Sekil 3.1.1.1.1 Primer kortikal néronlarin mikroskop gorintisi. Kivrik ok immatur
noronlari, acik ok aksonal uzantilari, kapali ok néron gévdesini gostermektedir. (btylitme
10X)

3.1.2. HT-22 hipokampal hiicre hatti

“Small temperature sensitive virus-T” antijeni kullanilarak primer fare
hipokampal néron kiltirinden orijinal olarak tiretilmis HT-4 hicrelerinin subklonu
olarak, néronal 6zelliklere sahip, élimsuizlestiriimis olan fare HT-22 hipokampal néron

hatti deney gliniine kadar -80° C'de muhafaza edildi.

3.1.2.1. HT-22 hipokampal néronlarin ¢ézduriilmesi ve kulture edilmesi

Dondurulmug hucreler devitrifikasyon ve rekristalizasyon harabiyetlerini
minimuma indirmek i¢in hizla ¢ézduralda.

HT-22 hicre hattinda kultur ortami taze olarak hazirlandi. Kultir ortaminda;
%10 FBS %1 penisilin/streptomisin L -glutamin ve glukoz iceren DMEM high kullanildi.
Hucreler ilk acildiklarinda FBS miktar1 %20 olarak kullanildi, pasajlanma sirasinda %10
olarak devam edildi.

Oncelikle ekimi planlanan 25'lik flaska 3ml ortam ilave edilerek, inkibatore
alindi. Dondurulmus HT-22 hicreleri 37° C su banyosunda ¢ozduruldi. Laminar akis
kabininde, 15 ml'lik santrifiij tipline yavasca transfer edildi. Uzerine damla damla 5 ml

ortam ilave edildi. 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Stpernatan uzaklastirildi. Pelet
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1 ml ortam ile reslispanse edilerek, inklbatérde bekletilen 25’lik flaska ekildi. Nazikce
homojenize edilmesi saglandi. Hucreler, %5 CO; iceren nemlendirilmis inkUbatérde 37°

C de inklbe edildi. Gln asiri kiltdr ortami uzaklastirilarak 4 ml taze kultir ortami eklendi.

3.1.2.2. HT-22 hipokampal néronlarin ¢cogaltiimasi ve pasajlanmasi

Hucreler gin asir taze kuiltir ortami degisimi ile morfolojisini almasi ve
¢ogalmasi saglandi.

Hicreler %70-80 oraninda konfluent hale geldiklerinde pasajlama iglemi
gerceklestirildi.

Hucrelerin pasajlanma iglemi sirasinda yapisik halde bulunan hcrelerin
kaldirilarak istenilen hicre miktarina gore yeni flasklara homojen olarak ekimi yapildi.
Hucrelerin kaldiriimasi isleminde %0,25 tripsin/EDTA kullanildi.
25'lik flask igin islem basamaklari:
> %70-80 oraninda konfluent haldeki hicrelerin kiltir ortami ¢ekildi. Flask 5 ml
PBS ile yikandi ve PBS ortamdan uzaklastirildi.
> 2 ml tripsin eklendi. 2 dk inkibatérde bekletildi.
> Mikroskop altinda hucrelerin kalktiklarindan emin olduktan sonra, tripsini

ndtralize etmek icin iki kati oraninda 4 ml ortam ilave edildi.

> Slspanse halde bulunan hicreler 15ml'lik santriftj tiptne alinarak 1500 rpm de
5 dakika santrufuj edildi.

> Supernatan uzaklastinldi. Hiicre peleti 2 ml ortam ile restispanse edildi.

> Onceden kiiltir ortami eklenerek inkiibatérde bekletilen, ekim plani yapilmis

flasklara, homojenize edilen hucreler esit miktarda dagitildi.

> Ekimi tamamlanan flasklar %5 CO; iceren nemlendirilmis inkiibatérde 37° C’ de
inkUbe edildi.

3.1.2.2.17’de HT-22 hipokampal néronlarin %70-80 oraninda konfluent haldeki mikroskop

goruntusu yer almaktadir.
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Sekil 3.1.2.1 HT 22 hipokampal ndronlarin mikroskop goérintisu. Kivrik ok immatar
ndronlari, agik ok aksonal uzantilari, kapali ok néron gévdesini gdstermektedir (blyttme
10X)

3.1.2.5. HT-22 hipokampal néronlarin dondurulmasi

%70-80 oraninda konfluent hale gelen hicreler, ekim alanindan tripsin ile
kaldiriip, pasajlama basamagindaki islemler yapilarak, stspanse edildi. Slspanse
haldeki hucrelere toplam hacmin %10’'u oraninda DMSO damla damla eklendi. Esit

miktarda kriyotlUplere alindi. Kademeli olarak sogutuldu. Daha sonra -80 °C’ye kaldirild1.

3.1.3. Primer kortikal ve HT-22 hipokampal néronlarin diferansiye edilmesi

Her iki néron hatti igin nérobasal medyum igerisine N2 supplement ilavesi ile
diferansiye edilmesi saglandi. Noéronlarda, olgunlasma ve farklilasma gibi htcresel
basamaklar nérogenez basamaginda gergeklesir. Bu basamakta, hormon, blylime
faktori gibi supplementlerin verilmesi diferansiye edilmesine katkida bulunur. Bu
calismada, NMDA reseptor sayisini arttirmak amaciyla néron hatlari diferansiye edildi.
Diferansiye edici kiltir ortami igin; %1 N2 supplement (100x) %1 L-Glutamin %1
penisilin/streptomisin ve nérobasal medyum kullanildi.

Deneylere baslamadan 6nce néron hatlari diferansiye edici kiltlr ortami igerisinde 24

saat inkUbe edildi.
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3.1.4. Primer kortikal ve HT-22 hipokampal néronlarin sayillmasi

Tripan mavisi canli hucrelerin sayiminda kullanildi. Tripan mavisi canli
hicrelerin ¢eperinden gecemez, ancak olu hicrelerin hiicre butinligl bozuldugu icin
ceperden gecerek hicreyi boyar. Boyama isleminin gerceklesmesi igin hicreler
suspanse edildi. Tripan mavisi 1:1 oraninda hlicre suspansiyonu ile karistirildi.
Hazirlanan karisim uygun miktarda hemositometreye alinarak mikroskop yardimi ile
sayim yapildi. Boyayi icine alan hiicreler 6ll, boyanmayan hticreler canh kabul edildi.

1 ml hicre siispansiyonu icin hiicre sayisi asagidaki formulle hesaplandi.

Toplam Canli Hiicre Sayisi= N*10**DF
N: Ortalama Hiicre Sayisi
10* Sabit katsay!
DF: Dilisyon Faktori

Dilisyon faktéri, hiicre sispansiyonu tripan mavisi ile 1:1 oraninda seyreltildigi
icin calisma kapsaminda 2 olarak isleme alindi.
HT-22 hipokampal ndronlar ve primer Kkortikal ndéronlarin sayimi igin; hicre
suspansiyonunda 10uL alinarak, 10uL tripan mavisi ile karistirildi. Pipetaj sonrasi 10 yL
hicre suspansiyonu hemositometrenin thoma lami Uzeri lamel ile kapatilarak ara

bélgeye verildi. Sayim islemi yukarida anlatilan protokole uygun olarak yapildi.

3.2. Deneyler

Primer kortikal ve HT-22 hipokampal néronlar igin oncelikle SSC’nin LDso
degerlerini belirlemek, inhibitoérlerin glvenli dozlarinin tespiti, inhibitérlerin SSC
toksisitesini 6nlemedeki etkisini belirlemek amaciyla deney gruplar olusturuldu. Deney
gruplari her bir deney baghgi altinda verilmigtir. Zamana baglh GSH ol¢cumleri yapildi.
Hem SSC’nin hem de SSC ile birlikte inhibitdrlerin eklenmesi ile AlF, kalpain, sitokrom ¢
ve kaspaz3 aktivasyonlarinin degisimine bakildi.

Deney basamaklari; deney gruplarinin olusturulmasi, hicrelerin hazirlanmasi,
yapilacak deney protokolline uygun inkibasyon sartlarinin ve siresinin belirlenmesi,
analizlerin yapilmasi seklinde tamamlandi. Calismada yapilacak deneylerin taslagi Sekil

3.2.1’ de sematize edildi. Her grupta Ug¢ kez olacak sekilde analizler iki kez tekrarlandi.
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4

SSC'nin AlF, 3
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aktivitesinin belirlenmesi
belirlenmesi

Sekil 3.2.1 Deneylerin is akis plani sematik olarak gosterilmistir.1) Her iki néron hattinda
da SSC’nin LDso dozlarinin belirlenmesi 2)inhibitérlerin guvenli dozlarinin belirlenmesi
(sitotoksisite dlgiimu), 3) Zamana bagli GSH degisiminin belirlenmesi, 4) SSC’nin AlF,
sitokrom c, kalpain ve kaspaz 3 aktivitesinin belirlenmesi 5)SSC’nin sitotoksik etkisini
Onlemede inhibitorlerin etkisinin belirlenmesi.

3.2.1. Sitotoksisite dlglimleri

Primer kortikal ve HT-22 hipokampal néronlar igcin oncelikle SSC’nin LDso
degerleri, inhibitdrlerin glvenli dozlarinin tespiti, inhibitérlerin SSC toksisitesini
Onlemedeki etkisi WST-8 [2-(2-metoksi-4-nitrofenil)-3-(4-monosodyum tuzu] testi ile
belirlendi. Olgiim tetrazolyum tuzunun mitokondriyal dehidrogenazlarca pargalanmasina
ve olusan suda ¢oziilebilir formazanin yogunluguna dayanmaktadir. Olgiilen absorbans
degerleri dogrudan canh hicrelerin sayisi ile iligkili olduguna dayanilarak, canl hicre
sayisI hesaplandi.

Néron kiltiirlerinin hazirlanmasi: Primer kortikal ndronlar polilizin kaph 96’lik well'de, her

kuyucuga 100uL’de 5000 hicre olacak sekilde ekim yapildi. Hicreler morfolojisini
alincaya kadar %5 CO. ve %95 nemlendirilmis hava igeren inkibatorde 37 °C’de inkibe
edildi. %80-90 oraninda konfluent hale gelen HT-22 hipokampal néronlar kaldirilip hiicre
yogunluguna goére 2-10 ml kendi kiltlir ortaminda suspanse edildikten sonra 96’lik

well’de, her kuyucuga 100uL’de 5000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Hucreler
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morfolojisini alincaya kadar %5 CO. ve %95 nemlendirilmis hava iceren inkuibatérde 37
°C’de inkiibe edildi. Ardindan 90uL N2 Supplement iceren medyumda 24 saat boyunca
hicrelerin diferansiye edilmesi icin inkiibasyona devam edildi.

Deney Protokolii: Belirlenen gruplardaki doz uygulamalarindan sonra 24 saat boyunca
%5 CO; ve %95 nemlendiriimis hava iceren inkiibatérde 37 °C’de inkiibe edildi. 96’k

kuyulara ekilen hicreler doz uygulama suresinin bitiminden sonra tim kuyular 10uL

WST-8 reaktifi ile 3 saat inklbe edildi. Sonrasinda bu inkibasyon periyodunda canli
hicrelerde olusan formazanin absorbans degerleri, microplate okuyuculu kolorimetrede
450 nm’de hcrelerin spesifik medyumlari olarak kullanilan kére karsi nicelendirildi.
Kontrol grubunun absorbans degerlerinin uygulanan dozlarla inkiibe edilen hicrelerin
absorbans degerleri ile oranlanip yasayan hiicre ylzdesi hesaplanarak sonuglar %

canlilik olarak verildi.

3.2.1.1. Primer kortikal néronlarda SSC LDs, deg@erinin belirlenmesi

Deney Gruplari:

Grupl: Kontrol Grubu, sadece primer kortikal néron kilttr(

Grup2: 50uM SSC ile inklibe edilmis ndron kaltra

Grup3: 75uM SSC ile inkiibe edilmis néron kiiltiiri

Grup4: 100uM SSC ile inklbe edilmis ndron kalturd

Grup5: 150uM SSC ile inklbe edilmis ndron kalturd

SSC uygulanacak kuyular igin 50uM, 75uM, 100uM ve 150uM olmak Uzere doért doz
secildi. Kaltir ortaminin hacmi 90uM olacak sekilde; 500uM, 750uM, 1000uM ve
1500uM SSC c¢ozeltileri ilgili kuyulara 10uM eklendi. 24 saat inkiibasyondan sonra

yukarida anlatilan protokole uygun olarak test tamamlandi.

3.2.1.2. HT-22 hipokampal néronlarda SSC LDs, degerinin belirlenmesi

Deney Gruplari:

Grupl: Kontrol Grubu, sadece HT-22 hipokampal n6éron kultirt
Grup2: 20uM SSC ile inkiibe edilmis néron kiltirt

Grup3: 50uM SSC ile inklibe edilmis néron kiltirt

Grup4: 100uM SSC ile inkiibe edilmis néron kaltiri

Grup5: 150uM SSC ile inkiibe edilmis néron kaltiri

Grup6: 200uM SSC ile inkiibe edilmis néron kaltiri

Grup?7: 250uM SSC ile inkiibe edilmis néron kaltiri

Grup8: 300uM SSC ile inkiibe edilmis néron kaltiri
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SSC uygulanacak kuyular icin 25uM, 50uM, 100uM, 150uM, 200uM, 250uM ve 300uM
olmak Uzere yedi doz segcildi. Kiltir ortaminin hacmi 90uM olacak sekilde; 250uM,
500uM, 1000uM, 1500uM, 2000uM, 2500uM ve 300uM SSC cozeltileri ilgili kuyucuklara
10uM eklendi. 24 saat inkiibasyondan sonra yukarida anlatilan protokole uygun olarak

test tamamlandi.

3.2.1.3. Kalpain, Sitokrom c ve AIF inhibitorlerinin primer kortikal ve HT-22
hipokampal néronlarda giivenli dozlarinin arastiriimasi

Deney Gruplari: HT-22 hipokampal ve primer kortikal néronlar igin olusturulan deney

gruplari Tablo 3.2.1.3.1’de gorulmektedir.

Tablo 3.2.1.3.1 Tabloda inhibitérlerin givenli dozlarinin belirlenmesi igin olusturulan
deney gruplari gorulmektedir.

HT-22 Primer

hipokampal | kortikal

noronlar noéronlar

Grupl Grupl4 Kontrol Grubu

Grup2 Grupl5 0,1uM Kalpain 1 inhibitoru ile inkiibe edilmis néron
kaltard

Grup3 Grupl6 5uM Kalpain 1 inhibitoru ile inktibe edilmis néron kalttru

Grup4 Grupl7 10uM Kalpain 1 inhibitéru ile inkibe edilmig ndron kulturd

Grup5 Grupl8 20uM Kalpain 1 inhibitéru ile inkibe edilmig ndron kulturd

Grup6 Grupl9 0,1uM Sitokrom c inhibitori ile inklibe edilmis ndéron
kaltard

Grup7 Grup20 5uM Sitokrom c inhibitoru ile inkibe edilmis néron kultlru

Grup8 Grup21 10uM Sitokrom c inhibitoru ile inkibe edilmig néron
kaltard

Grup9 Grup22 20uM Sitokrom c inhibitoru ile inkibe edilmis ndron
kaltard

Grup10 Grup23 1nM AIF inhibitdru ile inklibe edilmis néron kaltari

Grupl1l Grup24 5nM AIF inhibitéru ile inkibe edilmis ndron kultara

Grupl2 Grup25 10nM AIF inhibitoru ile inkube edilmis néron kulturd

Grup13 Grup26 50nM AIF inhibitori ile inktibe edilmis néron kulturd

Kontrol gruplarinda HT-22 hipokampal ve primer kortikal néronlara midahale edilmemistir.
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Kullanilan _inhibitérler: Kalpain 1 inhibitéri (Cayman, 14921), AIF inhibitori; N-
fenilmaleimid (NF) (Santacruz, sc-250486), Stoktom c inhibitér; Methazolamid (MZ)
(Sigma, SML0720),

Kalpain ve Sitokrom c inhibitori icin 0,1uM, 5uM, 10uM ve 20uM, AIF inhibitora
icin 1TnM, 5nM, 10nM ve 50nM olmak lzere dort doz segildi. Kiltir ortaminin hacmi 90uM

olacak sekilde; tim dozlarin 10 kati derisik ara stok ¢ozeltileri ilgili kuyulara 10uL eklendi.
24 saat inkibasyondan sonra yukarida anlatilan protokole uygun olarak test tamamlandi.
Not: HT-22 hipokampal néronlarda literatiirde belirlenen 5, 10 ve 50uM’lik NF dozlari
hicre canhhgini yaklagik %90 oraninda azaltti (Sekil 3.2.1.3.1). Bu yuzden 1, 5, 10 ve
50nM’lik yeni dozlar secilerek deneylere devam edildi.
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3.2.1.3.1 AIF inhibitérinin farklh dozlarinin HT-22 hipokampal néronlarda ndéron
canliigina olan etkileri. K; kontrol, NF (N-fenilmaleimid); AlIF inhibitéri NF’nin 5, 10 ve
S50uM’lik dozlarinin néron canliligini yaklasik %90 oraninda azalttigi géruldu.

3.2.2. Hucre i¢i glutatyon ve tiirevlerinin élgumu

Bu deney noron hatlarina LD50 dozunda SSC eklenmesi ile zamana bagl olarak GSH
miktarindaki degisimin izlenmesi amaciyla yapildi. Primer kortikal ndéron kultirine
155uM SSC eklenerek 2, 8 ve 16. saat, HT-22 hipokampal néron kiltirtine ise 150uM
SSC eklenerek 2, 8, 16 ve 24 saatlik surelerde inklbe edildi. HT-22 hipokampal néron
kultirinde tim zaman dilimleri icin SSC eklenmeyen birer grup kontrol olarak kullanildi.
Primer kortikal noron kulturinde yeterli hucre bulunmadigr igin kontrol gruplari
olusturulamadi. Sonuglar HT-22 hipokampal néron kiltlrd igin ayni zaman diliminde
kontrol gruplari ile SSC eklenen gruplar, farkli zaman dilimde ise kontrol gruplari ve SSC
eklenen gruplar kendi aralarinda GSH konsantrasyonundaki degisimler kiyaslanarak
degerlendirildi. Primer kortikal néron kultirinde 2, 8 ve 16 saat sureyle SSC ile inkiube
edilen gruplar arasinda GSH miktarindaki degisimler kiyaslanarak degerlendirildi.

islem basamaklari; deney gruplarinin olusturulmasi, hiicrelerin hazirlanmasi,
yapilacak deney protokolline uygun inklibasyon sartlarinin ve siresinin belirlenmesi, test

6lcimlerinin yapilmasi seklinde ilerletildi. Deney gruplari Tablo 3.2.2.1’de gdsterilmigtir.
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Tablo 3.2.2.1 Tabloda hicre igi glutatyon ve turevlerinin 6lgimu igin olusturulan deney
gruplari goértlmektedir.

HT-22 Primer

hipokampal | kortikal

néronlar néronlar

Grupl Kontrol grubul; 2 saat inklibe edilmis néron kiltird.
Grup2 Kontrol grubu2; 8 saat inktibe edilmis néron kaltlrd.
Grup3 Kontrol grubu3; 16 saat inktibe edilmis néron kaltlrd.
Grup4 Kontrol grubu4; 24 saat inkiibe edilmis néron kilturd.
Grup5 Grup9 SSC ile 2 saat inkube edilmis néron kualtird.

Grup6 Grupl0 SSC ile 8 saat inkube edilmis néron kultird.

Grup7 Grupll SSC ile 16 saat inkiibe edilmis néron kaltird.

Grup8 SSC ile 24 saat inkibe edilmis néron kaltird.

Kontrol gruplarinda HT-22 hipokampal néronlara mudahale edilmemistir. SSC miktari primer
kortikal néronlarda 155uM ve HT-22 hipokampal néronlarda 150uM’dir.

Kullanilan kit: Total Glutathione (T-GSH)/Oxidized Glutathione (GSSG) kolorimetric
assay kit (Elabscience, E-BC-K097-M)

Kullanilan _Reaktifler: Tampon sollsyon, standart, protein presipitatér, enzim stok

solisyon, kromojenik ajan, diluent, GSH scavenger auxiliary solution, GSH scavenger,

substrat.

GSH ve GSSG o6lIciimleri icin supernatantlarin hazirlanmasi: Tablo 3.2.2.1’de belirlenen

tim gruplar icin petri kaplarina her iki néron hatti da 3 ml kendi spesifik ortaminda olmak
Gzere 10° hiicre ekimi yapildi. 24 saat sonra ortam uzaklastirilarak hiicreler diferansiye
edildi. 24 saat diferansiye isleminden sonra tim gruplardan 300uL ortam ¢ekildi. Kontrol
gruplarina yalnizca 300uL serumsuz ortam, Primer kortikal noronlara 1550uM ve HT-22
Hipokampal ndronlara 1500uM SSC igeren 300uL serumsuz ortam verildi. inkiibasyon
sureleri tamamlanan gruplarin ortamlari gekilerek 15ml’lik falkona alindi. Kalan hiicre
peleti hiicre kaziyici ile kaldinlarak PBS ile yikandi ve tamami 15ml'lik falkona alindi.
1000g ‘de 10 dk santriifijj edildi ve stipernatan uzaklastirildi. Pelet halindeki 108 hiicre
reaktif 3 calisma sollsyonu [protein presipitatér (3g): tampon solisyon (19ml), oraninda
karistinlarak testten 6nce taze olarak hazirlandi.] ile 1:400 oraninda resuspanse edildi.
Hucre suspansiyonu 20 dakika sonike edildi. Ardindan 10.000g’de 10 dk santrufdj edildi.
Supernatant test baslayincaya kadar buzlu ortamda bekletildi.

T-GSH dl¢gima igin; standart ve supernatant ilgili kuyulara 10ul ilave edildi.

Ardindan her kuyuya reaktif calisma solisyonu (R4:R5:R1; 1:1:25 oraninda karistirilarak



43

testten 6nce taze olarak hazirlandi. R4; enzim stok solliisyon:tampon soliisyon; 1:19, R5;
kromojenik ajanin tamami 1.5ml diluent ile ¢6zindid, R1; tampon solisyon) 150l
eklenerek 5 dakika 25°C’de inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda her kuyuya 50ul reaktif
9 calisma solusyonu (substratin tamaminin 100uL cift distile suda ¢bziinmesi ile testten
once taze olarak hazirlandi) eklenerek 25 dakika 25°C’de inkibe edildi ve 412 nm’de
okuma yapildi.

GSSG 6lcimda igin; standart ve supernatant planlanan her kuyu igin dncelikle bir
epondorfa 100’ er pyl ve 20yl reaktif 7 ¢alisma solisyonu (GSH scavenger auxiliary
solution ¢ift distile su ile birebir oraninda karigtirilarak testten dnce taze olarak hazirlandi)
eklenerek vortekslendi. Bu karisimin 100 pl'si baska bir epondorfa alinip 4l reaktif 7
¢alisma solUsyonu (GSH scavenger:etanol; 1:9 oraninda karigtirilarak testten 6énce taze
olarak hazirlandi) eklendi hizlica vortekslenip 25 dakika 25°C’de inkibe edildi.
inkiibasyon sonunda her kuyuya 50yl reaktif 9 calisma soliisyonu eklenerek 25 dakika
25°C’de inkube edildi ve 412 nm’de okuma yapildi.

Glutatyon miktarini hesaplamak igin total glutatyon (T-GSH) miktari ve GSSG
miktari 8lgiildii. Oncelikle T-GSH ve GSSG igin standart egrileri olusturuldu.

3.2.2.1. T-GSH ve GSSG standartlarina ait regresyon egrileri:

20umol/L standart solisyonu reaktif calisma soltsyonu ile dilie edilerek; 0, 0.5, 1, 2, 5,
8, 10 ve 15umol/L standart soliisyonlari hazirlandi. Olgim sonucunda artan standart
konsantrasyonuna karsin elde edilen absorbans degerleri T-GSH ve GSSG egrilerinin
olusturulmasinda kullanildi (Sekil 3.2.2.1.1-2).
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Sekil 3.2.2.1.1 T-GSH standartlarina ait regresyon egrisi. Standart konsantrasyonlarina
kars! olclilen absorbans degerleri ile “y = 0,2385x - 0,2281” regresyon denklemi elde
edilmistir. Determinasyon katsayisi (R?), egrinin 0.9397 oraninda givenirlik oldugunu
gostermektedir.
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Sekil 3.2.2.1.2 GSSG standartlarina ait regresyon egrisi. Standart konsantrasyonlarina
kars! Olgulen absorbans degerleri ile “y= 0,1821x - 0,2139” regresyon denklemi elde
edilmigtir. Determinasyon katsayisi (R?), egrinin 0.9504 oraninda glvenilir oldugunu
gOstermektedir.
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Tdm numuneler igin ayri ayri T-GSH ve GSSG olctimleri yapildi. Asagdidaki

hesaplama kullanilarak indirgenmis GSH konsantrasyonlari belirlendi.

Hesaplama:

T-GSH miktari (umol/10° hiicre)= (AA1-b1)/aix2*/(1***/\V2)*f

GSSG miktari (umol/108 hiicre)= (AA2-bz)/az/ (1***/V2)*f

GSH miktari (umol/10°8 hiicre)= T-GSH miktari-2x GSSG miktari
AA;: : Numune absorbans degeri-blank absorbans degeri (T-GSH icin)
bi: T-GSH'In standart egrisinin egimi

ai: T-GSH'In standart egrisinin kesisimi

AA:: Numune absorbans degeri-blank absorbans degeri (GSSG igin)
b:: GSSG’nin standart egrisinin egimi

a:: GSSG’nin standart egrisinin kesisimi

2*: Standart olarak GSSG ile GSH déntsimuandn gerekli oldugu durumlarda kullanilir.
f: Testten dnce drnegin dillisyon faktori

V,: Hicre peletinin restispanse edildigi R3 working sollisyon hacmi

3.2.3. AlIF, Kalpain, Sitokrom c ve Kaspaz 3 Aktivite Tayini

Bu deneyde SSC’ nin ve SSC ile birlikte ilgili inhibitoérin kultir ortamina
eklenmesi ile, belirlenen noéron dizilerinde, AIF, kalpain, sitokrom c ve kaspaz 3
degerlerinin nasil etkilendigi arastirildi. Mevcut deney sartlarinda 16. saatte yalnizca HT-
22 néron hattinda SSC eklenmesi ile apopitotik faktorler analiz edilebildi. Yirmidérdinct
saatte ise her iki néron hattinda apopitotoik faktorlerin analizi gerceklestirildi. Bunun igin,
her iki hlicre hattinda belirlenen SSC’ nin LDso ve inhibitérlerin glivenli dozlari kullanilarak
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) yontemi ile AlF, kalpain, kaspaz 3 ve

sitokrom c diizeyleri kolorimetrik olarak ol¢ildu.

Deney Gruplaril: inkiibasyon siiresi 16 saat siiren HT-22 hipokampal néronlar;

Grupl: Kontrol grubul; kalpain aktivite dlcimu igin sadece ndron kalturd
Grup2: Kalpain aktivite dlgiimu igin SSC ile inklibe edilmis néron kiltiru
Grup3: Kontrol grubu?2; sitokrom c aktivite dlgumu igin sadece noron kulturu
Grup4: Sitokrom c aktivite 6lgimui igin SSC ile inklibe edilmis néron kaltiri
Grup5: Kontrol grubu3; AlF aktivite 6lgcimu i¢in sadece néron kilturd
Grup6: AIF aktivite dlgiimu igin SSC ile inkibe edilmis ndron kulturi

Grup?: Kontrol grubu4; Kaspaz 3 aktivite 6lcimu i¢in sadece néron kilttrl
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Grup8: Kaspaz-3 aktivite dlcimu icin SSC ile inkiibe edilmis néron kultiru

Deney Gruplari2: inkiibasyon siiresi 24 saat stiren HT-22 hipokampal ve primer kortikal

ndron kulttrlerine ait deney gruplari Tablo 3.2.3.1'de gésterilmigtir.

Tablo 3.2.3.1 Tabloda inklbasyon siresi 24 saat stiren HT-22 hipokampal ve primer
kortikal néron kdltrlerine ait deney gruplari gértlmektedir.

HT-22 Primer
hipokampal | kortikal
noronlar noronlar
Grupl Grup12 Kontrol Grubul
—— — s Kalpain
Grup2 Grupl3 | SSC ile inkiibe edilmig néron kultlri aktivite
Grup3 Grupld | SSC+kalp 1 inh. ile inkiibe edilmis néron tayini
kaltara
Grup4 Grupl5 Kontrol Grubu2
. . . . . . - e s Sit0krom
Grup5 Grupl6 | SSCile inkibe edilmis ndron kiltiru ¢ aktivite
Grup6 Grupl7 | SSC+MA ile inkiibe edilmis noron Kaltdrd tayini
Grup7 Grupl8 Kontrol Grubu3
AlF
Grup8 Grupl9 | SSCile inkiibe edilmis ndron kiltiru aktivite
Grup9 Grup20 | SSC+NF ile inkibe edilmis néron kultdri tayini
Grupl10 Grup21 Kontrol Grubu4 Kaspaz 3
aktivite
Grupll Grup22 | SSCile inklibe edilmis ndron kaltiri tayini

Kontrol gruplarinda HT-22 hipokampal néronlara mudahale edilmemistir. SSC miktari primer
kortikal ndronlarda 155uM ve HT-22 hipokampal néronlarda 150uM’dir. primer kortikal néronlar
icin, kalpain 1 inhibitér; 10uM, AIF inhibitéri NF; 10nM, sitokrom c inhibitéri MA; 20uM, HT-22
hipokampal néronlar igin, kalpain 1 inhibitéri; 10uM, AlF inhibitéri; 10nM, sitokrom ¢ inhibitord;
20pM olarak uygulandi.

Kullanilan Kitler: Mouse calpain 1 ELISA kit (BT LAB, E2668Mo0), Mouse Cytochrome-C
ELISA Kit (BT LAB, E0499Mo0), Mouse apoptosis inducing factor ELISA Kit (BT LAB,
EO0137Mo), Mouse Caspase 3 ELISA Kit (BT LAB, E1513Mo0)

Kullanilan _Reaktifler: Standart solisyon, Pre-coated ELISA plate, standart dilient,

streptavidin-HRP, stop sollsyon, substrat sollisyon A, substrat sollisyon B, yikama

solisyonu, biotinlenmis fare kaspaz 3, AlF, sitrokrom ¢ ve kalpain antikoru
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AlF, Sitokrom c, Kalpain ve Kaspaz 3 Standartlar::

AIF standart sollisyonlari 2400ng/L olan orijinal standart sollisyonunun standart
dilient ile seyreltiimesi sonucunda sirasi ile; 1200, 600, 300, 150 ve 75ng/L olarak
standartlar hazirlandi.

Sitokrom ¢ standart sollisyonlari 4800ng/L olan orijinal standart sollisyonunun standart
dilient ile seyreltiimesi sonucunda sirasi ile; 2400, 1200, 600, 300 ve 150ng/L olarak
standartlar hazirlandi.

Kalpain standart solisyonlari 128ng/mL olan orijinal standart solisyonunun standart
dilient ile seyreltiimesi sonucunda sirasi ile; 64, 32, 16, 8 ve 4ng/mL olarak standartlar
hazirlandi.

Kaspaz 3 standart solUsyonlari 128ng/mL olan orijinal standart solisyonunun standart
dilient ile seyreltiimesi sonucunda sirasi ile; 64, 32, 16, 8 ve 4ng/mL olarak standartlar

hazirlandi.

Supernatantlarin Hazirlanmasi ve ELISA ile Olciimlerin Yapilmasi: Belirlenen tim

gruplar icin petri kaplarina her iki néron hatti da 3 ml kendi spesifik ortaminda olmak
Uzere 10° hiicre ekimi yapildi. 24 saat sonra ortam uzaklastirilarak htcreler diferansiye
edildi. 24 saat diferansiye isleminden sonra tim gruplardan 300uL ortam c¢ekildi. Kontrol
gruplarina yalnizca 300uL serumsuz ortam, Primer kortikal néronlara 1550uM ve HT-22
Hipokampal néronlara 1500uM SSC iceren 300uL serumsuz ortam verildi. Her iki néron
hattinda; 100nM AIF ve 100uM kalpain inhibitdrt, primer kotrikal néronlarda 200uM ve
HT-22 hipokampal néronlarda 100uM sitokrom ¢ inhibitérii SSC ile birlikte verildi. Tim
dozlarin 10 kat derisik konsantrasyonlari verilerek kuyularda istenilen degerlerine
ulagildi. inkiibasyon sureleri tamamlanan gruplarin ortamlari gekilerek 15ml’lik falkona
alindi. Kalan hicre peleti hicre kaziyici ile kaldirilarak PBS ile yikandi ve tamami
ortamin bulundugu 15ml'lik falkona alindi. 3000 rpm’de 20 dakika santrifij edildi.
Sipernetan ortamdan uzaklastirilip, hiicre peleti 1 ml soguk PBS ile restispanse edildi.
Sollisyon 20 dakika sonike edildi. Sonikasyon sonunda 3000 rpm’de 20 dk. santrufij
edildi. SUpernetanlar dikkatlice ependorflara alindi. Numuneler test baslayincaya kadar
buzlu ortamda bekletildi.

Teste baslamadan dnce tum reaktifler oda sicakligina getirildi. Test igin gerekli
ilgili kuyular mikroplate yerlestirildi. Standart kuyularina 50uL standart eklendi. Numune
kuyularina 40pL numune ve 10uL 6lgcima yapilan proteinin antikoru eklendi. Numune ve
standart kuyularina 50uL streptavidin-HRP eklendi. Kor kuyuya eklenmedi. Kuyularin
tizeri kapatilarak 37° C'de 60 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda tim kuyular
yikama tamponu ile 5 kez bir dakika bekleme siresi ile yikandi. Kuyular aspire edildi ve

ters cevrildi. Her kuyuya 50pL substrat A solisyonu ve ardindan her kuyuya substrat B
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soliisyonu eklendi. Uzeri kapatilarak 37° C’'de 10 dakika boyunca inkiibe edildi. 50uL stop

soliisyon eklendi 10 dakika igerisinde 450 nm’de okuma yapildi.

3.2.3.1. AIF, Sitokrom c, Kalpain ve Kaspaz 3 standartlarina ait regresyon
egrileri:

Her kit icin ayr ayri hazirlanan standart konsantrasyonlari yukarida anlatilan
protokole uygun olarak absorbans degerleri 450 nm’de okuma ile belirlendi. Absorbans
degerlerinin ortalamasindan koér kuyu ortalamasi ¢ikarilarak elde edilen degerler,

standart konsantrasyonlarina karsi grafige alindi (Sekil 3.2.3.1.1-4).

1,8 y =0,0014x +0,1187
R2=0,9889

1,6
1,4
1,2

Absorbans

0,8
0,6
0,4
0,2

0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Standart Konsantrasyon (ng/L)

Sekil 3.2.3.1.1 AIF standartlarina ait regresyon egrisi. Standart konsantrasyonlarina
karsi dlgulen absorbans degerleri ile “y= 0,0014x + 0,1187” regresyon denklemi elde
edilmistir. Determinasyon katsayisi (R?), egrinin 0,9889 oraninda givenilir oldugunu
gOstermektedir.
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Sekil 3.2.3.1.2 Sitokrom c¢ standartlarina ait regresyon egrisi. Standart
konsantrasyonlarina kargi olgilen absorbans degerleri ile “y = 0,0603x + 0,0908”
regresyon denklemi elde edilmistir. Determinasyon katsayisi (R?), egrinin 0,9896
oraninda givenilir oldugunu gostermektedir.
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Sekil 3.2.3.1.3 Kalpain standartlarina ait regresyon egrisi. Standart konsantrasyonlarina
kars! Olcllen absorbans deg@erleri ile “y = 0,0207x + 0,2265” regresyon denklemi elde
edilmistir. Determinasyon katsayisi (R?), egrinin 0,9928 oraninda gtvenilir oldugunu
goOstermektedir.
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Sekil 3.2.3.1.4 Kaspaz 3 standartlarina ait regresyon egrisi. Konsantrasyonlarina karsi
Olcllen absorbans degerleri ile “y = 0,2289x + 0,0829” regresyon denklemi elde
edilmistir. Determinasyon katsayisi (R?), egrinin 0,9962 oraninda glvenilir oldugunu
gOstermektedir.

Hesaplama: Her kit icin olusturulan standart egrilerinden elde edilen dogru denklemine

gore numunelerin konsantrasyon dederi belirlendi.

y= ax+b,

a: standart egrisinin egimi

b: standart egrisinin kesisimi
y: okunan absorbans degerleri

X numune konsantrasyonu

3.3. Istatistiksel Analiz

Veriler SPSS 25.0 (IBM SPSS Statistics 25 software (Armonk, NY: IBM Corp.))
paket programiyla analiz edilmigtir. Surekli degiskenler ortalama + standart sapma ve
kategorik degiskenler sayi ve yuzde olarak ifade edilmigtir. Verilerin normal dagilima
uygunlugu Shapiro Wilk testi ile incelenmistir. Bagimsiz grup incelemelerinde;
Parametrik test varsayimlari saglandiginda Tek Yoénli Varyans Analizi (post hoc: Tukey

testi) kullaniimistir. Parametrik test varsayimlari saglanmadiginda ise Kruskal Wallis
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Varyans Analizi (post hoc: Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi) kullaniimistir.

Tdm analizlerde p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Oncelikle HT-22 ve primer kortikal néron dizilerinde SSC’nin LDsy dozu
belirlendi. Bu degerler; HT-22 hipokampal néronlar icin 150 uM, primer kortikal néronlar
icin 155 uM olarak bulundu. inhibitérlerin givenli dozlari primer kortikal néronlar igin,
kalpain inhibitort; 10uM, AIF inhibitorad; 10nM, sitokrom c inhibitort; 20uM, HT-22
hipokampal néronlar igin, kalpain inhibitéri; 10uM, AIF inhibitért; 10nM, sitokrom ¢
inhibitdéri; 10uM olarak saptandi. SSC ile inkiibe edilen HT-22 hipokampal ve primer
kortikal néron kdiltlrlerinde GSH’nin zamana bagh degisimi Ol¢llerek apopitozun
tetiklenme ani saptandi. Primer kortikal néronlar ve HT-22 Hipokampal néronlarda GSH
miktarinin 2. Saatten 8. saate kadar arttigi, 8. saatten 16. saate kadar azaldigi géruldu.
Primer kortikal néronlarda, AlF, sitokrom c ve kaspaz 3 miktarinin HT-22 hipokampal
noéronlarda ise AIF ve kalpain miktarinin kontrol grubuna gére anlamli arttigr bulundu.
SSC ve inhibitérlerin birlikte veriimesi ile yapilan canlilhk testinde, kullanilan tim
inhibitdrlerin SSC’nin tek basina yapmis oldugu toksik etkisine kiyasla anlamli diizeyde

azaldigi saptandi (p<0,05).

4.1. Primer Kortikal ve HT-22 Hipokampal Néronlarda SSC’nin LDso Degerleri

Primer kortikal ve HT-22 hipokampal noéronlarda SSC’nin LDsy dozunun
belirlenmesinde sonuglar, kontrol grubundan elde edilen verilere oranlanarak % néron
canhhig olarak hesaplandi (Sekil 4.1.1-2). Buna gére Probit analizi
(https://www.aatbio.com/tools/Id50-calculator) yapilarak primer kortikal ndronlar igin
SSC’nin LDso degeri 155uM ve HT-22 hipokampal néronlar igin SSC’nin LDso degeri
150uM olarak olarak bulundu.

HT-22 hipokampal ve primer kortikal néron kultirinde SSC’nin LDso degerinin
belilenmesine ait tanimlayici veriler sirasi ile Tablo 4.1.1 ve Tablo 4.1.2'de

gOsterilmistir.
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Tablo 4.1.1 Tabloda HT-22 hipokampal ndron kultiriinde SSC’nin LDsy dederinin
belirlenmesine ait tanimlayici veriler gorilmektedir.

Gruplar A.O. 1S.S. Med (min-maks)
Kontrol 100 100

SSC (20 uM) 94,59 + 0,44 94,59 (94,1 - 95,08)
SSC (50 uM) 82,04 + 6,57 82,05 (74,69 - 89,38)
SSC (100 pM) 73,77 £1,01 73,97 (72,12 - 74,59)
SSC (150 pM) 48,82 £ 0,19 48,83 (48,6 - 49,02)
SSC (200 pM) 32,4+3,8 32,41 (28,14 - 36,64)
SSC (250 pM) 14,46 + 0,95 14,07 (13,65 - 15,67)
SSC (300 pM) 13,11 £ 0,45 13,29 (12,54 - 13,49)

Tabloda, A.O.: aritmetik ortalama, S.S.:standart sapma, Med.. medyan degerlerini
gostermektedir. Aritmetik ortalama ve medyan degerleri %noéron canlihdina ait verileri
belirtmektedir. Kontrol grubu igin n=8 (4 kuyu*2 bagimsiz deney), diger gruplar icin n=6 (Ug
kuyu*2 bagimsiz deney).

120
100 - '|'
94,59 + 0744
D %0 _
IS 82,04 +6,57 73,77 £1,01
©
O
§ 60
:0
.
< 48,82 + 0,19
S~ 40
32,4 + 38
20 14,46 + 0595 13,11 +0,45
0
20 50 100 150 200 250 300
n; 8 6 6 6 6 6 6 6

SSC Konsantrasyonu (M)

Sekil 4.1.1 HT-22 hipokampal néronlarda SSC’nin LD50 degerinin belirlenmesine dair
veriler gésterilmistir.% noron canlihdi olarak verilen sonuglar ortalama + standart sapma
degerine kargilik gelmektedir. Probit analizi (https://www.aatbio.com/tools/|d50-
calculator) yapilarak LDsodegeri 150uM olarak belirlenmistir. K; Kontrol (SSC icermeyen
grup). n; kuyu sayisi*2 bagimsiz deney
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Tablo 4.1.2 Tabloda Primer kortikal néron kiltirinde SSC’nin LDsp; degerinin
belirlenmesine ait tanimlayici veriler gorilmektedir.

Gruplar A.O 1SS Med (min-maks)
Kontrol 100 100

SSC (50 uM) 88,42 £ 2,04 88,42 (85,71 - 91,13)
SSC (75 uM) 84,73 + 0,44 84,73 (84,24 - 85,22)
SSC (100 pM) 71,92 + 1,68 71,92 (69,95 - 73,89)
SSC (150 pM) 50,74 £ 0,7 50,74 (49,75 - 51,72)

Tabloda, A.O.: aritmetik ortalama, S.S.:standart sapma, Med.: medyan degerlerini
gostermektedir. Aritmetik ortalama ve medyan degerleri %noéron canlihdina ait verileri
belirtmektedir. Kontrol grubu icin n=8 (4 kuyu*2 bagimsiz deney), diger gruplar i¢in n=6 (Ug
kuyu*2 bagimsiz deney).
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10 \
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= 80
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2 60
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SSC Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.1.2 Primer kortikal néronlarda SSC’nin LD50 degerinin belirlenmesine dair veriler
gOsterilmistir. % ndron canhligi olarak verilen sonuglar ortalama * standart sapma
degerine kargilik gelmektedir. Probit analizi (https://www.aatbio.com/tools/Id50-
calculator) yapilarak LDso degeri 155uM olarak belirlenmistir. n; kuyu sayisi*2 bagimsiz
deney
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4.2. Primer kortikal ve HT-22 Hipokampal Néronlarda inhibitérlerin Giivenli
Dozlarinin Degerleri

Kalpain 1, sitokrom c¢ ve AlF inhibitérlerinin primer kortikal ve HT-22 hipokampal

noronlarda toksik etki olusturmayan guvenli dozlarinin belirlenmesine ait bulgular Sekil
4.2.1-3’te gorulmektedir.
Kalpain 1 inbitori, sitokrom c inhibitérd MA ve AIF inhibitdéri NF’nin HT-22

hipokampal ve primer kortikal néron kiiltirlerinde glivenli doz ¢alismasina ait tanimlayici

veriler Tablo 4.2.1-3'de gésterilmistir.

Tablo 4.2.1 Tabloda kalpain 1 inhibitdérinin HT-22 ve primer kortikal néronlarda
guvenli doz ¢aligmasina ait tanimlayici veriler gérilmektedir.

Primer Kortikal Noronlar

HT-22

Gruplar A.0O £S.8 Med (min-maks) A.O £8.8 Med (min-maks)
Kontrol 100 100
0.1 uM Kalp 1 inh. 83,75 +1,03 83,84(82,32- 84,85) 93,99 (91,46
95,73 +4,79
101,74)
5 uM Kalp 1 inh. 80,81 +0,71 80,81 (79,8 - 81,82) 97,75 +1,31 97,97 (96,18 - 99,09)
10 uM Kalp 1 inh. 85,35(82,32- 88,38) 93,74 (80,92
85,35 +2,17 92,55 +£9,91
102,99)
20 uM Kalp 1 inh. 85,1+ 1,38 85,1 (83,33 - 86,87) 78,39 + 5,64 76,73 (73,08 - 85,36)

Tabloda, A.O.:

aritmetik ortalama,

S.S.:standart sapma,

Med.:

medyan

degerlerini

gostermektedir. Aritmetik ortalama ve medyan degerleri %néron canliigina ait verileri
belirtmektedir. Kontrol grubu igin n=8 (4 kuyu*2 bagdimsiz deney), diger gruplar igin n=6 (U¢g
kuyu*2 bagimsiz deney).
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Sekil 4.2.1 Kalpain 1 inhibitérinin HT-22 ve primer kortikal néronlarda guvenli doz
calismasina ait veriler gosterilmistir. % néron canliligi olarak verilen sonuglar ortalama *
standart sapma degerine karsilik gelmektedir. HT-22 ve primer kortikal néronlar igin

kalpain 1 inhibitérindn gavenli dozu 10 uM olarak belirlendi. n; kuyu sayisi*2 bagimsiz
deney

Kalpain 1 inhibitérinin HT-22 hipokampal néron kultirinde 20 uM’ik dozunda
primer kortikal néron kdltirinde ise 5 uyM’lik dozunda kontrol grubuna kiyasla néron
canhh@r azalmistir (sirasi ile p=0,0015, p=0,000). HT-22 hipokampal néronlarda %93 ve
primer kortikal ndronlarda %85 oraninda hdcre canhhiginin korundugu kalpain 1
inhibitérdndn 10pM’lik dozu glivenilir doz olarak kabul edildi.
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Tablo 4.2.2 Tabloda sitokrom c inhibitérit MA'nin HT-22 ve primer kortikal néronlarda
guvenli doz calismasina ait tanimlayici veriler gérilmektedir.

Primer Kortikal Néronlar HT-22

Gruplar A.O #S.S Med (min-maks) A.O ¥S.S Med (min-maks)

Kontrol 100 100

0.1 uM MA 82,83 +3,16 | 82,83 (79,29 -86,36) | 91,36 +£8,71 95,98 (80,17 - 97,93)

5 uM MA 82,32+ 3,16 | 82,32 (78,79 - 85,86) | 94,28 £ 4,56 93,41 (89,67 - 99,75)

10 uM MA 80,81 +2,26 | 80,81 (78,28-83,33) | 82,73 +4,58 80,13 (79,43 - 88,64)

20 uM MA 89,39+ 0,45 | 89,39 (88,89 - 89,9) 66,42 + 2,85 68,02 (62,75 - 68,48)
Tabloda, A.O.: aritmetik ortalama, S.S.:standart sapma, Med.: medyan degerlerini

gostermektedir. Aritmetik ortalama ve medyan degerleri %ndron canliidina ait verileri
belirtmektedir. Kontrol grubu igin n=8 (4 kuyu*2 bagimsiz deney), diger gruplar igcin n=6 (Ug
kuyu*2 bagimsiz deney).

HHT-22 # Primer Kortikal
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% No6ron Canliligi
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MA Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.2. 2 Sitokrom c inhibitéri MA’nin HT-22 ve primer kortikal néronlarda glvenli doz
calismasina ait veriler gosterilmistir. % néron canliligi olarak verilen sonuglar ortalama +
standart sapma degerine karsilik gelmektedir. Sitokrom c inhibitériintin gtvenli dozlari;
primer kortikal néronlar igin 20uM, HT-22 hipokampal ndéronlar i¢in 10uM olarak
belirlendi. MA; Methazolamit. n; kuyu sayisi*2 bagimsiz deney

Sitokrom ¢ inhibitéri MA'nin HT-22 hipokampal néron kiltiriinde 20uM’hk
dozunda, primer kortikal néronlarda ise 5 uM’lik ve 10 uM’lik dozlarinda kontrol grubuna
kiyasla néron canlihdi azalmistir (sirasi ile p=0,000, p=0,000, p=0,028). MA'nin HT-22
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hipkampal néronlarda néron canlihdinin %83 oraninda korundugu 10 pM’lik dozu ve

primer Kortikal néronlar i¢in néron canliliginin %85 oraninda korundugu 20 uM’lik dozu
guvenilir doz olarak kabul edildi.

Tablo 4.2.3 Tabloda AIF inhibitériiniin HT-22 ve primer kortikal néronlarda glivenli doz
calismasina ait tanimlayici veriler goralmektedir.

Primer Kortikal Noéronlar HT-22

Gruplar A.O #S.S Med (min-maks) A.O ¥S.S Med (min-maks)

Kontrol 100 100

1 Nm NF 83,33+1,36 | 83,33(81,82-84,85) | 93,21+4,6 91,25 (89,34 - 99,05)

5Nm NF 851+028 |851(84,85-8535) | 78,07+ 10,71 | g2 21 (64,58 - 87,43)

10 nM NF 84,34 +0,97 | 84,34 (82,83 -85,35) | 101,47+ 0,91 | 101,95 (100,29 - 102,16)

50 nM NF 798+3,16 | 79,8(76,26-83,33) |87,58+539 | g7.97 (81,38 - 93,41)
Tabloda, A.O.: aritmetik ortalama, S.S.:standart sapma, Med.: medyan

degerlerini
gostermektedir. Aritmetik ortalama ve medyan degerleri %noéron canlihdina ait verileri

belirtmektedir. Kontrol grubu igin n=8 (4 kuyu*2 bagimsiz deney), diger gruplar icin n=6 (Ug
kuyu*2 bagimsiz deney).

MHT-22 «Primer Kortikal
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Sekil 4.2.3 AIF inhibitéri NF’nin HT-22 ve primer kortikal néronlarda glvenli doz
calismasina ait veriler gosterilmistir. % noron canlilidi olarak verilen sonuclar ortalama +
standart sapma deg@erine karsilik gelmektedir. HT-22 ve primer kortikal néronlar igin

NF’nin guivenli dozu 10 nM olarak belirlendi. NF; N-fenilmaleimid n; kuyu sayisi*2
bagimsiz deney



59

AIF inhibitéri NF’'nin HT-22 hipokampal néron kiltiriinde 5nM’lik dozunda
primer kortikal néron kiltiriinde ise 50nM’lik dozunda kontrol grubuna kiyasla néron
canhligi azalmistir (sirasi ile p=0,034, p=0,000). HT-22 hipokampal néronlarda %101
oraninda ve primer kortikal néronlarda ise %85 oraninda néron canliliginin korundugu
NF’nin 10nM’lik dozu gtivenilir doz olarak kabul edildi.

inhibitérlerin giivenli dozlarinin belirlenmesine ait istatistiksel sonuglar Tablo

4.2.4 ‘te gosterilmigtir.

Tablo 4.2. 4 Tabloda inhibitérlerin (Kalp1 inh. MA, NF) HT-22 ve primer Kortikal
noronlarda guvenli doz galismasina ait istatistiksel bulgular gériimektedir.

inhibitérlerin Giivenli Dozlarinin Belirlenmesinde p Degerleri
Bagimsiz Primer Kortikal HT-22 Hipokampal
Degiskenler Noronlar Noronlar
Kontrol-Kalp 1 inh. (0,1 pM) | 0,210 1,000
;s | Kontrol-Kalp 1 inh. (5 uM) 0,000* 1,000
§§ Kontrol-Kalp 1 inh. (10 uM) | 1,000 1,000
& £ | Kontrol-Kalp 1 inh. (20 uM) | 1,000 0,015*
Kontrol-MA (0,1 uM) 0,065 1,000
o Kontrol-MA (5 uM) 0,028* 1,000
5 g Kontrol-MA (10 pM) 0,000* 0,060
g % Kontrol-MA (20 pM) 1,000 0,000*
Kontrol-NF (1 nM) 0,078 1,000
3 Kontrol-NF (5 nM) 1,000 0,034*
2 [ Kontrol-NF (10 nM) 0,656 1,000
%E Kontrol-NF (50 nM) 0,000* 0,907
*|statistiksel olarak anlaml diizeyde fark oldugunu isaret etmektedir.

4.3. Glutatyon Analizi Bulgular

HT-22 hipokampal ve primer Kortikal ndronlarda LDso dozunda SSC
eklenmesiyle zamana bagli GSH miktarindaki degisimlere ait bulgular Sekil 4.3.1-2’ te

tanimlayici veriler ise Tablo 4.3.1’de gdsterilmigtir.
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Tablo 4.3.1 Tabloda HT-22 ve primer kortikal néronlarda SSC inkiibasyonunun

zamana bagl GSH degisimine ait tanimlayici veriler gorilmektedir.

Primer Kortikal Noronlar

HT-22

Gruplar A.O #S.S Med (min-maks) A.O ¥S.S Med (min-maks)
Kontrol 1 (2s) 0,77 £ 0,03 0,77 (0,48 - 0,55)
Kontrol 2 (8s) 1,02+0,1 1,02 (0,91 - 1,14)
Kontrol 3 (16s) 0,98+001 | 098 (0,96 - 0,99)
Kontrol 4 (24s) 0,96 + 0,05 0,96 (0,89 - 1,02)
SSC (2s) 0,58 +0,08 | 0,61 (0,48 - 0,66) 1,92+0,14 | 1,92 (1,76 - 2,07)
SSC (8s) 1,21£0,07 | 1,19 (1,12 - 1,29) 3,1+0,01 3,09 (3,09 - 3,11)
SSC (16) 0,79+0,14 | 0,84 (0,62 - 0,92) 1,58+0,01 | 158 (1,58 -1,59)
SSC (24) 1,96+0,06 | 1,97 (1,9-2.03)

Tabloda, A.O.: aritmetik ortalama, S.S.:standart sapma, Med.: medyan degerlerini gdstermektedir.
Aritmetik ortalama ve medyan degerleri GSH miktarina (uM) ait verileri belirtmektedir. Tim gruplar
icin n=6 (iki pelet*lg 6lgiim)

3,5

2,5

GSH (umol/L)

Zaman (saat)

HEK 4SSC

n=6

n=6

24

Sekil 4.3.1 HT-22 hipokampal néronlarda GSH miktarinin zamana bagli degisimine ait
veriler gosterilmistir. GSH miktar olarak verilen sonuglar ortalama * standart sapma
degerine karsilik gelmektedir. ikinci ve sekizinci saatte SSC gruplarinin kontrol
gruplarina kiyasla GSH miktarini istatistiksel duzeyde arttirdigi gérilmektedir (p<0.05).
n; pelet sayisi*olgim sayisi

SSC (150uM) ile inkube edilen HT-22 hipokampal ndronlarda 2. saatte (p=0,010)
ve 8. saatte (p=0,038) kontrol grubuna kiyasla GSH miktarinda artis oldugu belirlendi.
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On altinci ve 24. saatte SSC gruplarinda kontrol gruplarina kiyasla GSH miktarinda
istatistiksel dlizeyde anlamli olmayan artis oldugu gértlmektedir (Sekil 4.3.1). HT-22
hipokampal néronlarda zamana bagl olarak; 2-8, 8-16, 16-24. saat zaman araliklarinda
kontrol ve SSC gruplarinda GSH miktarindaki artis ve azalis % oran olarak hesaplandi
(Tablo 4.3.2). ikinci saatten 8. saate geciste GSH miktari kontrol gruplarinda %32,46
SSC gruplarinda ise %61,45 oraninda artmistir. Hem kontrol gruplarinda hem de SSC
gruplarinda GSH miktari 8. saatte en ylksek degerine ulasmistir. Sekizinci saatten 16.
Saate geciste GSH miktar1 kontrol gruplarinda %3,92 SSC gruplarinda ise % 49.03
oraninda azalmistir. Onaltinci saatten 24. saate geciste GSH miktari kontrol gruplarinda
%1,02 oraninda azalirken SSC gruplarinda ise %24.05 oraninda artis gdstermistir.
Kontrol gruplarinda GSH miktarinin 8, 16 ve 24. saatlerde GSH miktarinin ortalama ayni

degerde oldugu belirlenmistir.

Tablo 4.3.2 Tabloda HT-22 hipokampal néronlara SSC verilmesi ile ilerleyen zaman
araliklarinda kontrol ve SSC gruplarinda GSH miktarindaki degisimlerin % oran
degerleri gorilmektedir.

GSH miktarindaki degisimler (%)
Zaman araligi

(saat) Kontrol SSC
2-8 %32,46 artis %61,45 artis
8-16 %3,92 azalis %49,03 azalis
16-24 %1,02 azalis %24,05 artis
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Sekil 4.3.2 Primer kortikal néronlarda GSH miktarinin zamana bagl degisimine ait veriler
gOsterilmistir. GSH miktar1 olarak verilen sonuclar ortalama + standart sapma sapma
degerine karsilik gelmektedir. GSH miktarinin SSC gruplari arasinda 2. saatten 8. saate
geciste anlamli dizeyde arttidi, 8. saatten 16. saate geciste anlamli dizeyde azaldig
gorilmektedir (p<0,05). n; pelet sayisi*dlgiim sayisi

SSC (155uM) ile inklibe edilen primer kortikal ndéronlarda 2. saat SSC grubunun
8. saat SSC grubuna kiyasla (p=0,05) GSH miktarinin arttigi, 8. Saat SSC grubunun 16.
saat SSC grubuna kiyasla GSH miktarinin azaldigi belirlendi.

HT-22 ve primer kortikal néronlarda GSH miktarinin zamana bagli degisimi
calismasina ait istatistiksel bulgular Tablo 4.3.3’de goriimektedir.
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Tablo 4.3.3 Tabloda HT-22 ve primer kortikal néronlarda GSH miktarinin zamana bagh
degisimi calismasina ait istatistiksel bulgular gortlmektedir.

GSH Miktarinin Zamana Bagh Degisiminde p Degerleri

Bagimsiz Primer Kortikal HT-22 Hipokampal
Degiskenler Noéronlar Noéronlar

K (2s)-SSC (2s) - 0,010*

K (8s)-SSC (8s) - 0,038*

K (16s)-SSC (16s) - 1,000

K (24s)-SSC (24s) - 0,163

K (2s)-K (8s) - 1,000

K (2s)-K (16s) - 0,777

K (2s)- K (24s) - 1,000

K (8s)- K (16) - 1,000

K (8s)- K (24s) - 1,000

K (16s)-K (24s) - 1,000

SSC (2s)-SSC (8s) 0,050* 1,000

SSC (2s)-SSC (16s) 1.000 1,000

SSC (2s)- SSC (24s) - 1,000

SSC (8s)- SSC (16) 0,019* 0,777

SSC (8s)- SSC (24s) - 1,000

SSC (16s)-SSC (24s) - 1,000

*|statistiksel olarak anlamli diizeyde fark oldugunu isaret etmektedir.

4.4. Apopitoz Siirecinin Belirlenmesine ait Bulgular

HT-22 hipokampal néron kultirlerine SSC eklenmesinden 16 saat sonra

kalpain, AlF, sitokrom c, kaspaz 3 salinim miktarlari Sekil 4.4.1’de tanimlayici veriler ise

Tablo 4.4.1'de gosterilmigtir. Primer kortikal ve HT-22 hipokampal ndron kalturlerine
SSC, SSC+kalpain inhibitori, SSC+NF, SSC+MA eklenmesinden 24 saat sonra,

kalpain, AIF, sitokrom c, kaspaz 3 salinim miktarlari Sekil 4.4.2-9'te tanimlayici veriler

ise sirasl ile Tablo 4.4.3-6’da gosterilmigtir. Primer kortikal ve HT-22 hipokampal néron

klltirlerinde apopitotik faktorlerin belirlenmesine ait tim istatistiksel degerler ise Tablo

4.4.2’de belirtilmigtir.
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Tablo 4.4.1 Tabloda HT-22 hipokampal néron kilttrinin 16 saat sireyle SSC
inkiibasyonunda; kalpain, sitokrom c, AlIF ve kaspaz 3 salinim miktarina ait tanimlayici
veriler gorulmektedir.

Gruplar A.O #S.S Med (min-maks)

Kontrol (Kalpain) 29,54 + 0,09 29,54 (29,44 - 29,64)
SSC (Kalpain) 39,64 £ 1,21 39,64 (38,29 - 40,99)
Kontrol (Sitokrom c) 8,33+0,73 8,33 (7,52 - 9,14)

SSC (Sitokrom ¢) 11,01 £ 0,83 11,01 (10,09 - 11,94)
Kontrol (AIF) 451,59 + 54,3 451,59 (390,88 - 512,31)
SSC (AIF) 604,45 £+ 5,75 604,45 (598,02 - 610,88)
Kontrol (Kaspaz 3) 2,83 +£0,08 2,82 (2,74 - 2,93)

SSC (Kaspaz 3) 2,72 + 0,09 2,72 (2,61 - 2,82)

Tabloda, A.O.: aritmetik ortalama, S.S.:standart sapma, Med.: medyan degerlerini gdstermektedir.
Aritmetik ortalama ve medyan degerleri kalpain (ng/L), sitokram c (ng/L), AIF (ng/mL), kaspaz 3
(ng/mL) miktarlarina ait verileri belirtmektedir. Kontrol gruplari i¢in n=8 (dort pelet*2 6lgim) diger
gruplar i¢in n=9 (3 pelet*3 6lgiim)
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Sekil 4.4.1 HT-22 Hipokampal néron kulturine 150 yM SSC eklenmesinden 16 saat
sonra apopitotik protein miktarindaki degisimlere ait veriler gdsterilmistir.A) Kalpain
salinimi B) Sitoktom c¢ salinimi, C) Kaspaz 3 salinimi, D) AIF salinimi. Sonugclar ortalama
+ standart sapma degerine karsilik gelmektedir. A) Kalpain salinimi analizinde
konsantrasyon degerlerinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamh artis
g6zlenmistir. (p<0,05) B) Sitoktom ¢ salinimi, C) Kaspaz 3 salinimi, D) AIF salinimi
analizlerinde konsantrasyon degerlerinde istatistiksel olarak anlamh farklilk
bulunamamigtir. (p>0,05) n; pelet sayisi*6lcim sayisi.

HT-22 hipokampal nbéron kiiltiriine SSC eklenmesinden 16 saat sonra
apopitotik protein miktarlarindaki degisimler. Kalpain miktarinda kontrol grubuna goére
SSC grubunda anlamli dizeyde artis gdzlenmistir (p=0,000). Sitokrom ¢ ve AIF
miktarinda kontrol grubuna gére SSC gruplarinda istatistiksel diizeyde anlamli olmayan

artis gbézlenmistir. Kaspaz 3 miktarinda fark bulunmamistir (p>0,005) (Sekil 4.4.1).
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Tablo 4.4.2 Tabloda primer kortikal ve HT-22 hipokampal néron kdltlrlerinin SSC ile
inkiibasyonunda; kalpain, sitokrom c, AIF ve kaspaz 3 salinim miktarinin belirlenmesine
ait istatistiksel bulgular gorilmektedir.

Apopitotik Faktorlerin Belirlenmesinde p Degerleri

Bagimsiz Primer Kortikal HT-22 Hipokampal
Degiskenler Noéronlar Noronlar
16. saat 24. saat 16. saat 24. saat
K-SSC - ,001* ,000* ,017*
§ E |'k-SSC+Kalp 1 inh. - ;000 - ,000*
& & | 'sSC-SSC+Kalp 1 Inh. - ,000* - ,000*
- | K-SsC - ,000* ,499 1,000
£ E
E E K-SSC+MA - ,000* - ,160
.(% “f’: SSC-SSC+MA - ,000* - 1,000
K-SSC - ,003* ,499 ,003*
E 'K-SSC+NF i 027 - 1,000
<= &8 | SSC-SSC+NF . 1,000 . ,005*
™ K-SSC - ,030* ,555 ,998
s E _
o C
0 =
T @©
X 0 -

*|statistiksel olarak anlamli diizeyde fark oldugunu isaret etmektedir.

Tablo 4.4.3 Tabloda HT-22 hipokampal néron kultirinin 24 saat sireyle SSC ve
SSC+Kalp1 Inh. inklbasyon sonunda; kalpain salinim miktarina ait tanimlayici veriler
gOrulmektedir.

Gruplar A.O £S.S Med (min-maks)
Kontrol 11,62 + 0,99 11,62 (10,51 - 12,73)
SSC 15,14 £1,21 15,14 (13,79 - 16,5)
SSC+Kalp 1 inh. 6,11 + 3,28 6,11 (2,44 - 9,78)

Tabloda, A.O.: aritmetik ortalama, S.S.:standart sapma, Med.: medyan degerlerini géstermektedir.
Aritmetik ortalama ve medyan degerleri kalpain (ng/L), miktarina ait verileri belirtmektedir. Tim

gruplar i¢in n=6 (2 pelet*3 6lgliim)
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Sekil 4.4.2 HT-22 Hipokampal ndron kiiltiirine SSC ve SSC+Kalp1 inh. eklenmesinden
24 saat sonra kalpain miktarindaki degisime ait veriler gésterilmigtir.Sonuglar ortalama *
standart sapma deg@erine karsilik gelmektedir. Gruplar arasi ikili kargilastirmalarda K-
SSC, K-SSC+kalpl inh., SSC-SSC+kalp1 inh. gruplar arasinda istatistiksel dizeyde
anlamh fark bulunmustur (p<0,05). n; pelet sayisi*élgiim sayisi

HT-22 hipokampal néron kiltiriinde K-SSC, K-SSC+kalpl inh., SSC-
SSC+kalpl inh. gruplari arasinda kalpain miktarindaki degisim: Kalpain miktarinda
kontrol grubuna gére SSC grubunda (p=0,017) anlami diizeyde fazla oldugu, SSC+kalpl
inh. grubunda (p=0,000) anlamli dizeyde daha az oldugu gdézlenmigtir. SSC grubu
SSC+kalp1 inh. ile kiyaslandiginda kalpain miktarinda anlamli diizeyde azalma oldugu
go6zlenmistir (p=0,000) (Sekil 4.4.2).

Tablo 4.4.4 Tabloda HT-22 hipokampal ndéron kultirinin 24 saat slreyle SSC ve
SSC+NF inklibasyon sonunda; AIF salinim miktarina ait tanimlayici veriler gérilmektedir.

Gruplar A.O £S.8 Med (min-maks)

Kontrol 307,36 + 22,36 307,36 (282,36 - 332,36)
SSC 523,79 + 29,39 523,79 (490,93 - 556,64)
SSC+NF 331,64 + 44,72 331,64 (281,64 - 381,64)

Tabloda, A.O.: aritmetik ortalama, S.S.:standart sapma, Med.: medyan degerlerini gdstermektedir.
Aritmetik ortalama ve medyan degerleri AIF (ng/L), miktarina ait verileri belirtmektedir. TUm gruplar
icin n=6 (2 pelet*3 dlgiim)
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Sekil 4.4.3 HT-22 Hipokampal néron kiltlirine SSC ve SSC+NF eklenmesinden 24 saat
sonra AIF miktarindaki degisime ait veriler gosterilmistir. Sonuglar ortalama * standart
sapma degerine karsilik gelmektedir. Gruplar arasi ikili karsilastirmalarda K-SSC ve
SSC-SSC+NF gruplari arasinda istatistiksel diizeyde anlamli fark bulunmustur (p<0,05).
n; pelet sayisi*6lgcim sayisi

HT-22 hipokampal néron kiiltiirinde K-SSC, K-SSC+NF, SSC-SSC+NF gruplari
arasinda AIF miktarindaki degisim: AIF miktarinin kontrol grubuna gére SSC grubunda
anlamh dizeyde daha fazla (p=0,003), SSC grubuna gére SSC+NF grubunda anlamh
dizeyde daha az oldugu gdézlenmistir (p=0,005) (Sekil 4.4.3).

Tablo 4.4.5 Tabloda HT-22 hipokampal néron kualtirinin 24 saat slreyle SSC ve
SSC+MA inkiibasyon sonunda; sitokrom c¢ salinim miktarina ait tanimlayici veriler
go6rilmektedir.

Gruplar A.O #S.S Med (min-maks)
Kontrol 7,67 £ 0,86 7,67 (6,7 - 8,63)
SSC 8,96 + 0,93 8,96 (7,91 - 10)
SSC+MA 567+1,2 5,23 (5,11 - 8,38)

Tabloda, A.O.: aritmetik ortalama, S.S.:standart sapma, Med.: medyan degerlerini gdstermektedir.
Aritmetik ortalama ve medyan degerleri sitokrom c (ng/L), miktarina ait verileri belirtmektedir. Tim
gruplar i¢in n=6 (2 pelet*3 élgiim)
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Sekil 4.4.4 HT-22 Hipokampal néron kilttrine SSC ve SSC+MA eklenmesinden 24 saat
sonra sitokrom ¢ miktarindaki degisime ait veriler gdsterilmistir. Sonuglar ortalama *
standart sapma degerine karsilik gelmektedir. Gruplar arasi ikili kargilastirmalarda
istatistiksel dizeyde anlamh fark gézlenmemistir. n; pelet sayisi*6lgim sayisi

HT-22 hipokampal néronlarda, sitokrom ¢ miktarindaki degigsimler kontrol, SSC
ve SSC+MA olan gruplar arasinda degerlendirildiginde gruplar arasinda anlamli diizeyde
fark bulunmadi (p>0,05) (Sekil 4.4.4).

Tablo 4.4.6 Tabloda HT-22 Hipokampal néron kiltirinin 24 saat slreyle SSC ile
inklbasyonunda kaspaz 3 salinim miktarina ait tanimlayici veriler gérilmektedir.

Gruplar A.O £S.S Med (min-maks)
Kontrol 1,53+£0,01 1,53 (1,52 - 1,54)
SSC 1,55+ 0,04 1,55(1,51-1,6)

Tabloda, A.O.: aritmetik ortalama, S.S.:standart sapma, Med.: medyan degerlerini géstermektedir.
Aritmetik ortalama ve medyan degerleri kaspaz 3 (ng/mL), miktarina ait verileri belirtmektedir. Tim
gruplar i¢in n=6 (2 pelet*3 élgiim)
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Sekil 4.4.5 HT-22 Hipokampal néron kiltiriine SSC eklenmesinden 24 saat sonra
kaspaz 3 miktarindaki deg@isime ait veriler gdsterilmistir. Sonuglar ortalama + standart
sapma degerine karsilik gelmektedir. Kontrol grubuna gére SSC grubunda anlamli fark
bulunmamistir (p>0,05). n; pelet sayisi*élgim sayisi

Sekil 4.4.5°de goruldugu gibi HT-22 hipokampal ndronlarda, kontrol ve SSC

gruplari arasinda kaspaz 3 miktar1 agisindan anlamh bir fark gézlenmedi (p>0,05).

Tablo 4.4.7 Tabloda primer kortikal noron kultirinun 24 saat streyle SSC ve SSC+Kalp1
Inh. ile inkubasyonu sonunda; kalpain salinim miktarina ait tanimlayici veriler
g6rilmektedir.

Gruplar A.O £S.S Med (min-maks)
Kontrol 20,93 £ 0,17 20,94 (20,65 - 21,14)
SSC 24,02 + 0,39 24,03 (23,5 - 24,47)
SSC+Kalp 1 inh. 12,59 £ 1,95 12,59 + 1,95

Tabloda, A.O.: aritmetik ortalama, S.S.:standart sapma, Med.: medyan degerlerini gostermektedir.
Aritmetik ortalama ve medyan degerleri kalpain (ng/mL), miktarina ait verileri belirtmektedir. Tim
gruplar i¢in n=6 (2 pelet*3 6lglim)
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Sekil 4.4.6 Primer kortikal néron kultirine SSC ve SSC+Kalp 1 inh. eklendikten 24 saat
sonra kalpain miktarindaki degisime ait veriler gosterilmistir. Sonuglar ortalama *

standart sapma degerine karsilik gelmektedir. Gruplar arasi ikili karsilagtirmalarda K-
SSC, K-SSC+kalpl inh., SSC-SSC+kalp1 inh. gruplar arasinda istatistiksel dizeyde
anlamli fark bulunmustur (p<0,05). n; pelet sayisi*élcim sayisi

Primer kortikal néron Kiiltiiriinde K-SSC, K-SSC+kalp1 inh., SSC-SSC+kalp1l inh.
gruplari arasinda kalpain miktarindaki degisim: Kontrol grubuna gére SSC grubunda
kalpain miktarinin anlamh dizeyde daha fazla oldugu gdzlenmistir (p=0,003).
SSC+kalpl inh. grubunda hem kontrol (p=0,000) hem de SSC gruplarina gore kalpain
miktarinin anlaml diuzeyde daha az oldugu goézlenmistir (p=0,000) (Sekil 4.4.6).

Tablo 4.4.8 Tabloda primer kortikal néron kultiriiniin 24 saat sureyle SSC ve SSC+NF
inkubasyonunda AlF salinim miktarina ait tanimlayici veriler gortlmektedir.

Gruplar A.O £S.8 Med (min-maks)

Kontrol 154,78 £ 1,27 154,97 (153,28 - 156,1)
SSC 202,9+5,2 202,99 (196,78 - 209,21)
SSC+NF 183,41 + 31,8 162,88 (162,88 - 224,46)

Tabloda, A.O.: aritmetik ortalama, S.S.:standart sapma, Med.: medyan degerlerini gostermektedir.
Aritmetik ortalama ve medyan degerleri AIF (ng/mL), miktarina ait verileri belirtmektedir. Tim
gruplar i¢in n=6 (2 pelet*3 élgiim)
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Sekil 4.4.7 Primer kortikal néron kultarine SSC ve SSC+NF eklendikten 24 saat sonra
AIF miktarindaki degisime ait veriler gérulmektedir.Sonuglar ortalama * standart sapma
degerine karsilik gelmektedir. Gruplar arasi ikili kargilastirmalarda; K-SSC ve K-SSC+NF
gruplari arasinda anlamh dizeyde fark bulunmustur (p<0,05). n; pelet sayisi*élgim
sayisi

Primer kortikal néron kiiltiriinde K-SSC, K-SSC+NF, SSC-SSC+NF gruplari
arasinda AIF miktarindaki degisim: Kontrol grubuna gére SSC grubunda (p=0,003) ve
SSC+NF grubunda AIF miktarinin anlaml dizeyde daha fazla oldugu gézlendi (p=0,027)
(Sekil 4.4.7).

Tablo 4.4.9 Tabloda Primer kortikal néron kilttrinidn 24 saat sureyle SSC ve SSC+MA
ile inkubasyonu sonunda sitokrom c¢ salinim miktarina ait tanimlayici veriler
gorulmektedir.

Gruplar A.O £S.8 Med (min-maks)
Kontrol 8,92+0,01 8,93 (8,91 - 8,94)
SSC 14,23 + 0,04 14,23 (14,18 - 14,27)
SSC+MA 6,5+ 0,07 6,48 (6,4 - 6,62)

Tabloda, A.O.: aritmetik ortalama, S.S.:standart sapma, Med.: medyan degerlerini gdstermektedir.
Aritmetik ortalama ve medyan degerleri sitokrom c (ng/L), miktarina ait verileri belirtmektedir. Tim
gruplar i¢in n=6 (2 pelet*3 6lglim)
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Sekil 4.4.8 Primer kortikal néron kilttirine SSC ve SSC+MA eklendikten 24 saat sonra
sitokrom ¢ miktarindaki degisime ait veriler gosterilmistir.Sonuglar ortalama + standart
sapma degerine karsilik gelmektedir. Gruplar arasi ikili kargilastirmalarda; K-SSC, K-
SSC+MA, SSC-SSC+MA gruplari arasinda anlamli dizeyde fark bulunmustur (p<0,05).
n; pelet sayisi*6lgim sayisi

Primer kortikal néron kiiltiiriinde K-SSC, K-SSC+MA, SSC-SSC+MA gruplari
arasinda sitokrom ¢ miktarindaki degisim: Sitokrom ¢ miktarinin SSC grubuna kiyasla
kontrol grubunda (p=0,000) ve SSC+MA grubunda anlaml diizeyde daha fazla oldugu
g6zlenmistir (p=0,000). Kontrol grubuna kiyasla SSC+MA grubunda sitokrom c
miktarinin anlamh diizeyde daha az oldugu saptanmistir (p=0,000) (Sekil 4.4.8).

Tablo 4.4.10 Tabloda primer kortikal néron kiltirinin 24 saat slreyle SSC
inkibasyonunda kaspaz 3 salinim miktarina ait tanimlayici veriler géralmektedir.

Gruplar A.O £S.8 Med (min-maks)
Kontrol 1,36+ 0 1,36 (1,36 - 1,37)
SSC 1,55+ 0,02 1,56 (1,53 - 1,57)

Tabloda, A.O.: aritmetik ortalama, S.S.:standart sapma, Med.: medyan degerlerini gdstermektedir.
Aritmetik ortalama ve medyan degerleri kaspaz 3 (ng/mL) miktarina ait verileri belirtmektedir. Tim
gruplar i¢in n=6 (2 pelet*3 6lgliim)
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Sekil 4.4.9 Primer kortikal néronlara 24 saat sureyle SSC verilmesine karsi kaspaz 3
miktarindaki degisime ait veriler gdsterilmistir. Sonuglar ortalama + standart sapma
degerine karsilik gelmektedir. SSC grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli fark
g6zlenmistir (p<0,05). n; pelet sayisi*6lgim sayisi

Primer kortikal néron kulttriinde, Kaspaz 3 miktarinin kontrol grubuna kiyasla
SSC grubunda anlamli dizeyde daha fazla oldugu saptandi (p=0,030) (Sekil 4.4.9).

4.5. inhibitérlerin SSC Toksisitesini Onlemedeki Bulgulan

HT-22 hipokampal ve primer kortikal néron hatlarinda, SSC’nin toksik etkisini
baskilamada, AlF, sitokrom C ve kalpain 1 inhibitérinin etkisi incelendiginde; her iki
ndron hattinda tim inhibitérlerin kontrol grubuna gére ve SSC grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli degisimi gézlendi (p<0,05) (Sekil 4.5.1-2).
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Sekil 4.5.1 HT-22 hipokampal néronlarda NF, Kalp 1 inh. ve MA’nin SSC toksisitesini
Oonlemede % noéron canliligina olan etkisine ait veriler gosterilmigtir. % ndron canhhig
olarak verilen sonugclar ortalama + standart sapma degerine kargilik gelmektedir. Kontrol
grubuna gore, SSC, SSC+ NF, SSC+Kalp 1 inh. ve SSC+MA gruplari; SSC grubuna
gore, SSC+ NF, SSC+Kalp 1 inh. ve SSC+MA gruplari arasinda anlamli dizeyde fark
oldugu gozlenmistir (p<0,05). Kontrol grubu igin n=8 (4 kuyu*2 bagimsiz deney), diger
gruplar igin n=6 (U¢ kuyu*2 bagimsiz deney).

HT-22 hipokampal néron kiiltiriinde K, SSC, SSC+NF, SSC+kalp 1 inh. ve
SSC+MA gruplari arasinda kontrol grubuna ve SSC grubuna kiyasla %néron
canliigindaki degisimler: Kontrol grubuna kiyasla, SSC, SSC+NF, SSC+kalp 1 inh. ve
SSC+MA gruplarinda % néron canhihdinin anlamh dizeyde daha az oldugu saptandi
(p=0,000). SSC grubuna kiyasla SSC+NF, SSC+kalp 1 inh. ve SSC+MA gruplarinda %

ndron canliliginin olarak anlamli dizeyde daha fazla oldugu gézlenmistir (Sekil 4.5.1).
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Sekil 4.5.2 Primer kortikal néronlarda NF, MA ve Kalpain 1 inhibitérinin SSC
toksisitesini 6nlemede % ndron canliligina ait veriler gosterilmistir. % ndron canllig
olarak verilen sonuglar ortalama + standart sapma degerine kargilik gelmektedir. Kontrol
grubuna gore, SSC, SSC+ NF, SSC+Kalp 1 inh. ve SSC+MA gruplari; SSC grubuna
gore, SSC+ NF, SSC+Kalp 1 inh. ve SSC+MA gruplari arasinda anlamh duzeyde fark
oldugu goézlenmistir (p<0,05). Kontrol grubu icin n=8 (4 kuyu*2 bagimsiz deney), diger
gruplar icin n=6 (Ug kuyu*2 bagimsiz deney).

HT-22 hipokampal néron kiiltiiriinde K, SSC, SSC+NF, SSC+kalp 1 inh. ve SSC+MA
gruplari arasinda kontrol grubuna ve SSC grubuna kiyasla %ndron canliligindaki
degisim: Kontrol grubuna kiyasla, SSC, SSC+NF, SSC+kalp 1 inh. ve SSC+MA
gruplarinda % noéron canhiliginin anlamli dizeyde daha az oldugu saptandi (p=0,000).
SSC grubuna kiyasla SSC+NF, SSC+kalp 1 inh. ve SSC+MA gruplarinda % ndéron

canhliginin olarak anlamli diizeyde daha fazla oldugu goézlenmistir (Sekil 4.5.1).

Primer kortikal néron kliltiiriinde K, SSC, SSC+NF, SSC+kalp11 inh. ve SSC+MA

gruplari arasinda kontrol grubuna ve SSC grubuna kiyasla %ndron canliligindaki
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degisim: Kontrol grubuna gére, SSC, SSC+NF, SSC+kalp 1 inh. ve SSC+MA gruplarinda
% noéron canliiginin istatistiksel olarak daha az oldugu belirlendi (p=0,000). SSC
grubuna goére SSC+NF, SSC+kalp 1 inh. ve SSC+MA gruplarinda % noéron canliliginin
istatistiksel olarak daha fazla oldugu saptanmistir (p=0,000) (Sekil 4.5.2).

Tablo 4.5.1 Tabloda primer kortikal ve HT-22 hipokampal néron kiltlrlerinin SSC ile
inkibasyonunda inhibitérlerin (Kalp 1 inh., MA, NF) SSC toksisitesini nlemede % néron
canliigina etkisinin belirlenmesine ait istatistiksel bulgular géralmektedir.

inhibitérlerin (Kalp 1 inh., MA, NF) SSC Toksisitesini Onlemede %
Hucre Canliigina Etkisinin Belirlenmesinde p Degerleri
Bagimsiz Primer Kortikal HT-22 Hipokampal
Degiskenler Néronlar Néronlar
Kontrol-SSC 0,000* 0,000*
Kontrol-SSC+NF 0,000* 0,000*
Kontrol-SSC+Kalp 1 inh. 0,000* 0,000*
Kontrol+SSC+MA 0,000* 0,000*
SSC-SSC+NF 0,000* 0,000*
SSC-SSC+Kalp 1 inh. 0,000* 0,000*
SSC+SSC+MA 0,000* 0,000*

*|statistiksel olarak anlamli diizeyde fark oldugunu isaret etmektedir.
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5. TARTISMA

Norodejeneratif hastaliklarda glutamat ve analoglarinin eksitotoksik etkiye
dayali yapmis oldugu néron kaybi 1970’li yillardan bu yana arastiriimaktadir (Olney
1969, Dong vd 2009, Verma vd 2022). Glutamat analogu olan SSC’nin toksik etkisi
bilinmekle beraber hangi apopitotik mekanizma ile néron kaybina yol a¢tigi tam olarak
aydinlatiimamistir.

Bu tezin ‘SSC HT-22 hipokampal néronlarda AIF ve kalpain aracili, primer
kortikal néronlarda ise, kaspaz 3, kalpain ve AIF aracili hiicre 6liimiini indiikler.” hipotezi
arastirilarak elde edilen bulgulara gére; SSC'nin toksik etkisinin HT-22 hipokampal
noéronlarda kaspaz bagimsiz (kalpain, AIF), primer kortikal ndronlarda ise hem kaspaz
bagimsiz (kalpain, AIF) hem de kaspaz bagimli (kalpain, AIF, sitokrom c) apopitotik
yolagi aktiflestirdigi saptanmistir.

Hucre hipoksi, viral enfeksiyonlar, hipertermi, radyasyon, toksinler gibi etkenlere
maruz kaldiginda apopitozis intrinsik mitokondriyal yolak ile uyarilir ve intermembran
bosluktan sitozole, sitokrom c¢, AlF, Smac/DIABLO, Omi/HtrA2, ENDO G gibi pro-
apopitotik proteinler salinir (Lorenzo ve Susin 2007). Bunlardan kaspaz badimsiz
apopitotik yolakta en fazla galigilan AIF proteinidir. AIF, programlanmis hicre 8liminin
indUksiyonu Uzerine bir mitokondriyo-niikleer translokasyona ugrar (Abdellatif ve
Kroemer 2021). Kaspazlarin kesfinden énce, AlIF’in hicre 6limanu indukleyen bir faktor
oldugu kanitlanmigtir. (Cande vd 2004). Memelilerde, sitokrom c salinimi ve/veya
kaspaz aktivasyonunun gerceklesmedidi durumlardan 6nce AIF’In salinimi oldugunu
kanitlayan calismalar mevcuttur. Bu durum érnegin fotoreseptér dejenerasyon, neonatal
beyin hasari ve miyokard enfarktls gibi deneysel ¢alismalarda gdsterilmistir (Hisatomi
vd 2001, Cregan vd 2004).

Deneysel ¢alismalarimiz sonunda hem primer kortikal néronlar, hem de HT-22
hipokampal néronlarda SSC’nin toksik etsine bagli olarak AIF saliniminin kontrol
grubuna goére anlaml derecede daha fazla oldugu saptandi. Bdylece her iki néron
hattinda da kaspaz bagimsiz apopitotik yolagin aktiflestigi disunutlmektedir. HT-22
hipokampal néronlarda glutamat eksitotoksisitesinin neden oldugu hiicre 8limunin Bcl-

2 ailesi proteinlerinden ve kaspaz aktivasyonundan bagimsiz olarak AIF aktivasyonu ile
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gerceklestigi rapor edilmistir (Fukui vd 2009). HT-22 hipokampal néronlarda eksitotoksik
hasara bagli hiicre 6limunde AIF aktivasyonunu raporlayan benzer ¢alismalar (Tobaben
vd 2011, Fukui vd 2012, Tonsomboon vd 2021) tezin bulgularini desteklemektedir.
Sabirzhanov ve arkadaslari (2012) primer kortikal néronlarda apopitoz boyunca AIF’In
sitozolde salinimini bildirmislerdir.

AIF inhibitérinin HT-22 hipokampal néronlarda SSC grubuna gore AIF salinim
miktarini anlamh dizeyde daha azalttigi, kontrol grubuna gére anlamli fark olmadigi
saptandi. Bununla beraber AIF inhibitori SSC’nin yapmig oldugu sitotoksik etkiye bagh
%noron canliigr oranini anlaml derecede arttirmig, kontrol grubuna goére anlamh
derecede azaltmistir. Primer kortikal néronlarda ise AIF inhibitérinin SSC grubuna goére
anlaml bir fark yapmadigi godzlenmekle beraber sitotoksik etkiye bagh %ndron
canlihginda anlaml derecede artig gozlendi. Buradan AIF’'in guvenli dozunun daha
yuksek seviyeleri ile etkinin artabilecedi sonucu cikarilabilir.

NMDA reseptdr aktivasyonu ile ortaya ¢ikan ndérotoksisite esas olarak NO
Uretiminin artmasina aracilik eder. Esasinda NO-aracili hiicre 6limu, PARP-1 nikleer
enziminin aktivasyonudur (Hill ve Fitch 2012). DNA hasarindan sonra, PARP-1’e bagimli
hicre oluminde, PARP-1'in AIF salinimini tetikledigi bildiriimistir. Fare kortikal
noronlarinda  NMDA  reseptor-aracili  eksitotoksisitenin ~ AIF  ve  PARP-1
translokasyonunun guglu bir etkilesiminden sonra meydana geldigi gésterilmistir (Yu vd
2003). Glutamat agonisti olan SSC’nin benzer sekilde NMDA reseptor aracihdi ile,
PARP-1 aktivasyonunu tetikledigi 6ngorulebilir. Bu c¢alismada, AlF-aracili kaspaz
bagimsiz yolagin varligi PARP-1 aktivasyonu arastirilarak ortaya konulsaydi, daha tutarl
bulgulara erigilebilirdi.

Kalsiyum bagimli bir protein kinaz olan kalpain, apopitozisde fodrin ve pro-
apopitotik protein Bax gibi proteinlerin hlcre iskeletini parcalama islevi gorur. (Wolf vd
1999) Kalpain, kaspaz bagimsiz apopitotik yolakta AIF ile birlikte 6énemli rol oynar.
Ozellikle néronlara kalsiyum akisinin hizli oldugu glutamat toksisitesinde, intraselliiler
kalsiyumun yuksek seviyeleri nitrik oksit sentaz ve kalpaini aktive ederek mitokondriyal
disfonksiyona neden olur (Andrabi vd 2006). Kalpain aktivasyonu apopitozisin
baslangicinda gergeklesen erken bir olaydir ve kalpain inhibitorleri bu 6lim sirecini
azaltabilir.

Bu calismada, HT-22 hipokampal ve primer kortikal néronlarda SSC’nin toksik
etkisine bagh olarak kalpain saliniminin kontrol grubuna gére anlamli dizeyde daha fazla
oldugu saptandi. AIF saliminin artigi da gézéninde bulunduruldugunda, kalpainin AIF
ile birlikte kaspaz badimsiz apopitotik yolagi aktiflestirdigi sdylenebilir. Farkli hiicre
hatlarinda glutamat indukli sitotoksisite olusturularak karsilastiriimali kolektif bir

c¢alismada rat primer kortikal néron kiltirinde ve HT-22 hipokampal néron hatlarinda



80

kaspaz bagimsiz kalpain aracili hicre oliminun gerceklestigi bildirilmistir (Kritis vd
2015). Kumar ve arkadaslarinin (2017) yaptigi calismada primer kortikal ve hipokampal
néronlarda SSC’nin NMDA reseptori Uzerinden kalsiyum miktarini arttirarak kalpaini
aktive ettigi rapor edilmistir. ROS ve glutamat modeli olusturularak kalpain aktivasyonun
raporlandigi calismalar (Zhang ve Bhavnani 2006, Tonsomboon vd 2021) tezin bulgulari
ile 6rtismektedir.

Kalpain inhibitériiniin HT-22 hipokampal néronlarda SSC grubuna gére kalpain
aktivasyonunu %60 oraninda, primer kortikal néronlarda ise yaklasik %50 oraninda
azalttigr ve kalpain salinim miktarinin anlamh dizeyde daha az oldugu saptandi. Buna
ek olarak ndron hatlarinda kalpain inhibitérintn % néron canliligi testinde SSC’nin tek
basina yapmis oldugu etkiye kiyasla %ndron canlligi oraninin anlamli diizeyde daha
fazla, kontrol grubuna kiyasla daha az oldugu saptanmistir. Buradan hareketle, kalpain
inhibitérinin her iki néron hattinda da kalpain aktivasyonunu &énemli derecede
baskiladigi sonucuna varilabilir. Bulgularimizin aksine oksitatif glutamat toksisitesinin
HT-22 ve primer néron kultirinde ne kaspaz ne de kalpain inhibisyonunun (kalpain Il
inhibitért, 10uM) hiicre 6limini azaltmadigi proteazom inhibisyonu ile néroprotektif etki
saglandigi raporlanmistir (Leyen vd 2005). Bu calismadan farkl olarak kalpain 1
inhibitéri kullandik. inhibitorlerin yapisal farkligi sonucu degistirmis olabilir. Hicre ici
serbest kalsiyum konsantrasyonundaki bir artig, kalpain aktivasyonunu tetiklerken,
dusuk hdcre ici kasiyum seviyeleri ve endojen bir kalpain inhibitdri olan kalpastatin,
kalpain aktivitesini sinirlar (Kharatmal vd 2015). Hucre dusuk dizeyde kalsiyum artigini
kompanze edebilir. NMDA reseptorl Uzerinden yUksek diuzeyde kalsiyum artisina bagli
kalpain aktivasyonunu kalpain inhibitérlerinin basarili sekilde apopitozu baskiladigi
calismalar mevcuttur (Jantas vd 2011, Kumar vd 2017).

intrinsik mitokondriyal apopitozis mitokondriden sitozole salinan sitokrom ¢ ve
Apaf-1’in olusturdugu apoptozom kompleksinin inaktif prokaspaz-9'u aktif kaspaz 9'a
donustirmesi ile gergeklesir. Bu yolak kaspaz enzimlerini aktiflestirdigi icin kaspaz
bagiml apopitotoik yolak olarak bilinir (Kroemer vd 2007, Jiang vd 2004).

Bu galismanin bulgularina gore, HT-22 hipokampal néronlarda SSC’nin toksik
etkisine bagli olarak sitokrom c aktivasyonunda kontrol grubuna gére anlamli bir fark
g6zlenmedi. Primer kortikal néronlarda ise sitokrom c aktivasyonunda anlamli derecede
artis saptandi. Sitokrom ¢’nin aktivasyonu ile iligkili olarak HT-22 hipokampal néronlarda
kaspaz bagiml apopitotik yolagin aktiflesmedigi, primer kortikal néronlarda ise kaspaz
bagimli apopitotik yolagin aktiflestigi sonucuna varilabilir.

Sitokrom c inhibitériiniin HT-22 hipokampal néronlarda kontrol grubuna ve SSC
grubuna kiyasla sitokrom c aktivasyonununda anlamli fark olmamakla beraber

inhibitordn sitokrom ¢ salinimini baskiladigi goézlendi. Primer kortikal ndronlarda ise
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sitokrom c inhibitériiniin hem kontrol grubuna gére hem de SSC grubuna gore sitokrom
¢ aktivasyonunu anlamli derecede azalttigi gézlendi. Her iki néron hattinda da kontrol
grubuna gore sitokrom c aktivasyonundaki azalisin inhibitériin spesifik olarak sitokrom ¢
aktivasyonunu baskiladigi sonucuna varilabilir. Primer kortikal néronlarda SSC’nin
yapmis oldugu toksik etkiyi baskilamasi sitokrom c-aracili kaspaz bagiml apopitotik
yolagin aktiflestigini desteklemektedir. Ayrica sitokrom-c inhibitéri SSC’nin yapmis
oldugu sitotoksik etkiye baglh néron canliligini her iki néron hattinda da SSC grubuna
g6re anlamh derecede arttirmistir. Bu sonug¢ SSC toksisitesinin primer kortikal néronlarin
sitokrom c-aracili kaspaz bagimli apopitotik yolagi aktiflestirdigi sonucu ile
ortismektedir. Bununla beraber, primer kortikal néronlarda sitokrom c inhibitérindn
terapotik etkisi oldugu sdylenebilir. HT-22 hipokampal néronlarda SSC’nin toksik
etkisinin sitokrom c inhibitéru ile azalmasinin sitokrom c’nin baskilanmasi ile dolayli
olarak AIF saliminin azalmasina bagli olarak néron canliiinda artis oldugu ¢ikarimi
yapilabilir.

Sistein proteaz ailesinden olan kaspaz enzimlerinin aktiflesmesi; apopitoziste,
hlcre iskeletinin yikimi ve nukleer proteinlerin pargalanmasinda énemli rol oynar. Hem
ektrinsik hem de intinsik apopitotik yolakta son ortak yol, yikimda etkili olan kaspaz 3’U
aktive eder (Obeng 2021).

Bu galismanin sonuglarina gére, HT-22 hipokampal néronlarda SSC’nin toksik
etkisine bagl olarak kaspaz 3 aktivasyonunda kontrol grubuna goére anlamh bir fark
gozlenmedi. Primer kortikal ndronlarda ise kaspaz 3 aktivasyonunun anlamli derecede
daha fazla oldugu saptandi. Kaspaz 3 aktivasyonu ile iliskili olarak HT-22 hipokampal
noéronlarda kaspaz bagdiml apopitotik yolagin aktiflesmedigi, primer kortikal néronlarda
ise kaspaz bagimli apopitotik yolagin aktiflestigi sonucu ¢ikarilabilir. Literatlirde
eksitotoksisiteye bagli hticre 6liminde HT-22 hipokampal ndronlarda kaspaz 3’ln
aktiflesmedigi, primer kortikal néronlarda ise aktiflestigi bildiriimistir (Leyen vd 2005,
Zhang ve Bhavnani 2006). Bu ¢alismalarin aksine Mao ve arkasdaslarinin (2016) yaptigi
c¢alismada glutamat indikli HT-22 hipokampal néronlarda kaspaz 3 aktivasyonunun
apopitozu indikledigi ve Huperzine A’nin kaspaz 3 aktivasyonunu baskiladi§i rapor
edilmistir.

Noéronal hicre tipine bagh olarak glutamat indikll apopitoziste; kaspaz 3
bagimli yolak, AIF ve kalpain igceren kaspaz bagimsiz yolak olmak Uzere en az iki
mekanizmanin yer aldigi bildirilmistir (Zhang vd 2006) Bu calismaya goére glutamat
indUiklenmesi ile HT-22 hipokampal ndronlarda AIF ve kalpainin, primer kortikal
noronlarda ise kaspaz 3, kalpain ve AlIF’'In aktive oldugu g0sterilmistir. Yukarida detayli

sekilde tartisilan galismamizin sonuglarina gore HT-22 hipokampal ve primer kortikal
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ndéronal hiicre tipine bagl olarak SSC indukll apopitoziste; kaspaz bagimli (sitokrom c,
kaspaz 3) ve kaspaz bagimsiz (kalpain, AlF) iki yolak bu calisma ile 6rtismektedir.

GSH, elektrofilik metabolitler ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu igin gerekli
bir molekuldir. GSH okside sulfuthidrilleri uzaklastirir. Memeli hiicrelerinde GSH’nin
intraselltler konsantrasyonu 0.5-10 mM arasindadir. %85-90 arasinda sitozolde bulunur.
GSH kullaniminin artmasi, sinirli glutatyon sentezi, okside glutatyonun hicre igi
redUksiyonun azaltilmasi gibi faktoérler, dokularda ve hucrelerde GSH icerigini disiren
onemli faktorlerdir (Courtney-Martin ve Penchar 2016).

Oksidatif stres belirteci olarak dugsunulen glutatyon azalmasi, hicre 6lim
yollarinin aktivasyonunu duzenleyen merkezi bir sinyalizasyon kaskatidir (Franco ve
Cidlowski 2012). Glutatyon azalmasi farkli hicre tiplerinde zamana bagli-apoptozu
indUkler (Diaz-Hernandez 2005, Valverde vd. 2006). Calismanin hipotezinde GSH
konsatrasyonunun zamana bagli degisiminin, hicrenin antioksidan kapasitesi ile
apopitozun baglama ani arasindaki iligki i¢cin olasi durumlar: Birinci olasilik GSH
konsantrasyonunun minumum degerde iken apopitotik belirteglerin ortaya ¢ikmasi, ikinci
olasilik GSH konsantrasyonunun azalmaya basladidi bir degerde apopitotik belirteglerin
ortaya c¢ikmasi, uglncu olasilik, GSH konsantrasyonu minumum dizeyde iken,
apopitotik belirteglerin olusmamasi seklindeydi (Sekil 2.9.1). Tezin bulgularina gore;
SSC eklenen gruplarda 2. saatten 8. saate kadar artan GSH miktarinin 8. saatten 16.
saate kadar azalmasi, antioksidan kapasitenin toksik etkiye karsi dncelikle artmasi ve
maksimum seviyeye eristikten sonra azalmaya baslamasi birinci ve ikinci olasilik
durumunu yansitmaktadir. Bdylece GSH’In azalmasi ile birlikte apopitotik streglerin
basladigi yorumlanabilir. Onaltinci saatten 24. saate kadar olan GSH artmasi hicre
proliferasyonuna bagl bir artis olarak yorumlanabilir. Primer kortikal néronlarda ise 2-8.
saatler arasinda GSH miktarinda anlaml artis 8-16. saatler arasinda GSH miktarinda
anlamli azalis oldugu saptandi. Her iki hicre hatti da GSH ile iligkili benzer antioksidan
yanit olusturmustur. Bu bulgulara goére, apopitotik proteinlerin 6lgimuinin 16. saatten
sonra yapilmasi sonucuna varildi. Yalnizca HT-22 hipokampal néronlar igin 16. saatte
herhangi bir apopitotik belirtecin olup olmadigini belirlemek amaciyla deney yapilabildi.
Sonug olarak kalpain, kaspaz-3, sitokrom c ve AIF proteinlerinin miktari kontrol grubuna
kiyasla yalnizca kalpainde anlamli olarak artig belirlenmigtir. TUm zaman dilimlerinde
deneysel odlglimlerin alinamama sebebi, kitlerin, primer kortikal néronlarin ve SSC
miktarinin yetersizliginden kaynaklandi. Olglimler 24. saat igin uygun bulundu. Her iki
néron hatti igin daha genis zaman skalasinda GSH 6lgtimlerinin yapilmasi ve ayni zaman
skalasinda apopitotik proteinlerin paralel sekilde 6l¢ilup kiyaslanmasi ile daha saglikh

ve guvenilir bilgiler elde edilebilir.
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Bu calismada, WST-8 sitotoksisite deneyi ile, AlF, kalpain ve sitokrom c
inhibitérlerinin gavenli dozlari ve SSC’nin LDse dozu belirlendi. SSC’nin LDso dozu primer
kortikal néronlarda 155uM ve hipokampal néronlarda 150uM olarak bulundu. Literatlrde
SSC'nin toksik etkilerinin hiicre hatlarinda arastirildigi sinirli sayida ¢alisma mevcuttur.
Kumar ve arkadaslarinin (2017) yaptigi ¢calismada korteks ve hipokampustan alinmis
primer noéron kultirinde SSC’nin LDsy dozu 100uM olarak bulunmustur. Sisteinin
ndroktoksik etkisinden bagimsiz olarak, sisteinin ve metaboliti olan SSC’nin NMDA
reseptdri  Uzerindeki etkisi sigan hipokampusunun organotipik kulttrleri Uzerinde
arastiriimistir. Arastirma sonucuna gére SSC’nin 0,01 ve 0,05mM sisteinin ise 0.05mM
degerinde dnemli derecede hiicre dlimine sebep oldugu gdsterilmistir (Abbas vd 2008).
SSC ve turlerinin Cin Hamster Overyum (CHO) hicre hattinda antiokasidan kapasitenin
arastirildigi bir calismada SSC’nin LDsy dozu 5 mM olarak saptanmis. Fakat 1,5 mM
SSC’nin kultdr ortaminda 7. glinden sonra hticre canliliginda azalmaya sebep oldugu
rapor edilmigtir (Hecklau vd 2016). Hicre hatlarindaki ve kultir ortamindaki farkliliklar
g6zoéninde bulunduruldugunda SSC’nin primer kortikal ve hipokampal néronlarda LDso
degerleri Literature paralellik gostermektedir.

AIF inhibitori NF apopitozda kaspaz badimsiz AlF aracili nikleozomal DNA
parcalarini inhibe etmektedir (Susin vd 1996). Atiprimodun manto hucreli lenfoma
hicrelerini inhibe ettigi ve mitokondriyal yollari aktive ederek apoptozu indikledigi bir
calismada NP’nin 50uM’lik dozu kullanilarak AIF aracili apopitozun baskilandigi
gOsterilmistir (Wang vd 2007). Bulasici gastroenterid virisunin (TGEV) kaspaz yoluyla
apopitozu indikledigi fakat apopitozun kaspaz inhibitorleri tarafindan tamamen
Oonlenmedigi rapor edilmigtir. Bu yuzden, TGEV ile indiklenen hilicre apopitozunda
kaspaz badimsiz AIF aracili bir yolak oldugu distnuilerek NF’nin 10uM’lik dozu
uygulanmistir. Kaspaz inhibitérleri ile birlikte verilen 10uM konsantrasyonunda NF’nin
apopitozu baskiladidi gosterilmistir (Ding vd 2018). Gorundr 1s13in mitokondriyal yol ile
retina ganglion hicresinde nikleer DNA’ya zarar vererek hicre 6luminu dogrudan
tetikleyip tetiklemedigini belirlemek icin tasarlanan calismada spesifik PARP inhibitoru
ve AIF inhibitérd kullaniimistir. 10uM konsantrasyonunda NF’nin kismen apopitotik
hasari azalttigi sonucuna varilmistir (Guang vd 2011) Literatirde NF’nin 10-50uM
uygulanan dozlarindan yola cikarak HT-22 hipokampal ndéronlarda guvenli dozun
belilenmesi icin 5, 10 ve 50uM’hk NF uygulandi. Yapilan galismalarin aksine tim
dozlarda HT-22 hipokampal néronlarda kontrol grubuna gére canliigin yaklasik %1,5
oranina dustugl gézlendi. Guvenli dozun belirlenmesi igin Literatirde farkli hlicrelerde
kullanilan dozlarin yaklasik 1/1000 oranina dusurllerek deney tekrarlandi. NF 1, 5, 10
ve 50nM konsantrasyonlarinda uygulandi. NF’'nin HT-22 hipokampal néronlarda 5nM’lik

dozunun, primer kortikal noronlarda ise 50nM’lik dozunun kontrol grubuna kargilik
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istatistiksel olarak anlamli derecede canlihg azaltigi goéruldi (p<0,05). HT-22
hipokampal néronlarda %101 oldugu ve primer kortikal néronlarda ise %85 oraninda
hicre canlihginin korundugu NF’nin 10nM’lik dozu guvenilir doz olarak kabul edildi.
Burada HT-22 hipokampal néronlarda 10nM NF uygulanan grubun kontrol grubuna gore
hicre canliiginin artmasi (%101), buna karsin 5nM ‘da daha diguk olmasi (%78) ve 50
nM’da artmis olmasi dozun miktarina bagli hiicre yaniti olarak yorumlanabilir. Burada
deneylerin tekrarlanmasi gerekirdi. Fakat tim dozlarda canliligin en az %80 oraninda
korundugu dozlar guvenli doz kabul edildi. 50 nM’'hk dozda néron canliigi %87
oranindadir. Bu veriye dayanarak NF’nin 5nM’lik doz élgiminde deneysel hata oldugu
veya yukarida belirtildigi gibi doza bagl hlcre yaniti seklinde yorumlandi. NF’nin
Literatirden farkh olarak ¢ok daha disik seviyelerde etki etmesi hicre hatlarinin
farkhligindan deneysel sartlardan kaynaklanabilir.

Kalpain inhibitéru olarak, kalpain 1 inhibitérd (MDL-281710) kullanildi. Bir
sentetik tripeptit aldehit yapisinda olan kalpain 1 inhibitéri; kalpain 1, kalpain 2, katepsin
B ve katapsin L’yi inhibe eder (Sasaki vd 1990). Kalpain molekdlinun aktif bolgesini
bloke eden kalpain 1 inhibitora kalpainin otolitik degregasyonunu neredeyse tamamen
ortadan kaldirir (Wang vd 1996). 10-100 uM kalpain inhibitériinin IkBa ve IkBf'nin NFkB
aktivasyonunu ve TNF ve IL-1B’nin Uretimini bloke eden ubikuitin-proteazom kompleksi
tarafindan IkBa ve IkBB'nin bozulmasini doza bagh olarak dnledigi bilinmektedir (Haas
vd 1998). 10 uM kalpain inhibitori |, indiklenebilir NOS geninin transkripsiyonuna
mudahale ederek aktive makrofajlar tarafindan NO Uretimini inhibe edebilmektedir
(Griscavage vd 1995). Kalpain 1 inhibitéri’nin Trypanosoma cruzi ile ilgili klinik formlara
karsl in vitro aktivitesinin arastirildigi1 ¢calismada; 6.25-12.5-25-50uM dozlarinda kalpain
1 inhibitdérd kullanilmigtir. En dusidk konsantrasyonlarda (6.25 pM) bile enfeksiyon
yuzdesinde dnemli bir azalma goérulmastur (Ennes-Vidal vd 2010). Primer hipokampal ve
kortikal ndronlarda SSC’nin uygulanmasi ile sinaptik protein gefrinin kalpaine bagli
bozulmasi ve daha sonra GABAerjik sinaps kaybir SSC-aracili eksitotoksisiteyi
desteklemistir. Eksitotoksik hasara karsi NMDA reseptér antagonisti ve kalpain inhibitora
(10uM) kullanilarak bu etkiler arastinimistir. SSC veya glutamatin gefrin pozitif kime
yogunlugunu 6nemli Olgide azalttigi, NMDA antagonisti veya kalpain inhibitori
varliginda gefrin pozitif kime yodunlugunun degismedigi gosterilmistir (Kumar vd 2017).
Kalpain 1 inhinitérindn cesitli calismalarda uygulanildidi dozlar; 30uM (Puskarjov vd
2012), 10uM (Yoshikawa vd 2005), 10-50uM (Atencio vd 2000), 0,1-10uM (Wang vd
1996) olarak tespit edildi. Buradan hareketle kalpain 1 inhibitdrinun givenli doz arahgini
saptamak i¢in 0.1, 5, 10, 20uM’lik dozlari primer kortikal néronlara ve HT-22 hipokampal
noronlara uygulandi. Kalpain 1 inhibitoranin HT-22 hipokampal néronlarda 20 pM,

primer kortikal ndronlarda ise S5uM kalpain 1 inhibitérinin kontrol grubuna karsilik
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istatistiksel duzeyde % ndron canlihdinda azalma yaptigi goruldu (p<0,05). HT-22
hipokampal néronlarda %93 ve primer kortikal ndronlarda ise %85 oraninda hicre
canhliginin korundugu kalpain 1 inhibitérinin 10uM’hk dozu glvenilir doz olarak kabul
edildi. Bu bulgular literatir ile desteklenmektedir.

Sitokrom ¢ inhibitéri olarak methazolamit kullanildi. MA karbonik asit
inhibitériadiar (Maren 1967). H2O, salinimini  azaltir, mitokondriyal membran
depolarizasyon kaybini énler ve bdylece sitokrom ¢ salinimini inhibe eder (Fossati vd
2013). Sican glokom modelinde g6z igi basincini ve beyin omurilik sivisi akigini, sigan
elektrogok indukli epilepsi modelinde ise ndbetleri azalttigr rapor edilmigtir (Gray ve
Rauh 1974). MA’ nin subaraknoid kanamanin primer kortikal hticresel modelinde reaktif
oksijen tdrlerinin olusumunu engelledigi bildiriimistir (Li vd 2016). Huntington
hastaliginda sitokrom c saliniminin spesifik biyolojik dnemini ve sitokrom c inhibitorlerinin
terapotik potansiyelini gdstermek icin yapilan ¢alismada mutant htt-ST14A hdcreleri
kullaniimistir. MA’nin 9.5 ve 100uM’lik dozlari uygulanmigtir. 100pM MA’nin apoptojenik
faktorlerin salinimini inhibe ettigi, kaspaz-9 ve kaspaz-3 aktivasyonunu engelledigi
gosterilmistir (Wang vd 2008). SHSY-5Y, glioma ve insan astrosit hicre hatlarinda
indUklenmis apopitozun 100uM MA ile inhibe edildigi rapor edilmistir (Fossatia vd 2016).
Wang ve ark (2009) iskemik hasarin deneysel modelinde MA ve melatonin mitokondriyal
¢ salinimini inhibe ederek néroprotektif etkilerini arastirmislardir. Calismanin in-vitro
kisminda primer kortikal néron kultird kullaniimis ve MA’nin 100nM-100uM araliinda
dozlarinin hicre canhligi Gzerine etkilerine bakiimistir. Deneysel olarak 10uM MA dozu
uygulanmistir (Wang vd 2009). Bu ¢alismalardan hareketle MA’nin guvenli doz araligini
saptamak icin 0.1, 5, 10, 20uM’lik dozlari primer kortikal néronlara ve HT-22 hipokampal
néronlara uygulandi. MA ‘nin HT-22 hipokampal néronlarda 20uM’lik dozunun, primer
kortikal néronlarda ise 5 ve 10 uM’lik dozlarinin kontrol grubuna karsilik istatistiksel
dizeyde % ndron canhligini azaltigr goézlendi (p<0,05). MA'nin HT-22 hipkampal
noronlarda néron canliliginin %83 oraninda korundugu 10 uM’lik dozu ve primer kortikal
ndronlar icin néron canhliginin %85 oraninda korundugu 20 uM’lik dozu guvenilir doz
olarak kabul edildi. Bu bulgular Literatir ile desteklenmektedir. MA’nin 100uM
uygulandigi dozlar gézéninde bulunduruldugunda hicre hatlarinin farklihgindan

kaynaklandigi sdylenebilir.

Bu calismada, HT-22 hipokampal ve primer kortikal nbron hatlarinin tercih edilme

nedenleri:
1. SSC'nin sebep oldugu eksitotoksik etkinin noérodejenerasyonda selektif
hasarlanma acisindan karsilagtiriimasi amaciyla HT-22 hipokampal ve

primer kortikal néron hatlari tercih edildi. SSC uygulanan primer kortikal
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ndéron hattinda AlF, sitokrom c, kalpain ve kaspaz 3 salinimi, HT-22 ndron
hattinda ise AIF ve kalpain salinimi kontrol grubuna gére daha fazla artmistir.
Bu bulgulara gore primer kortikal ndronlarin eksitotoksik hasara karsi daha
duyarli oldugu soéylenebilir. Oksidatif stres sirasinda 6zellikle hipokampus,
korteks ve SNc alanlarinda néronal 6lim daha fazla gergeklesmektedir. Bu
alanlar nispeten daha fazla miktarda aktif oksijene sahiptir, ancak
antioksidan enzim seviyeleri daha duasuktir (Hu vd 2022). Calismamizda,
GSH miktar primer kortikal noéronlarda SSC gruplari arasinda anlamli
degisime sebep olmustur. Primer kortikal néronlarda glutatyon dizeyinin
daha az oldugu veya salinim hizinin daha distk oldugu dustnulebilir.

2. Glutamat analogu olan SSC ‘nin NMDA reseptdrlerinin agonisti olmasi
nedeniyle HT-22 hipokampal ve primer kortikal néron hatlari tercih edildi.
CUnkl NMDA reseptdr yogunlugu beynin hipokampal ve kortikal alanlarinda
yiksek diizeyde bulunmaktadir (Li vd 1999). iskemi, AH, epilepsi gibi
néroderatif hastaliklarda glutamat eksitotoksisitesinin arastirildigi in-vitro
galismalarda HT-22 hipokampal ve primer kortikal néron hatlari kullaniimigtir
(Noh vd 2006, Zhang ve Bhavnani 2006). SSC’'nin norotoksik etkilerinin
arastinldigi in vivo ve in-vitro calismalarda serebral korteks ve hipokampal
bélumler tercih edilmistir (Abbas vd 2008, Kumar vd 2017).

3. Diferansiye edilebilme o6zelliklerinden dolayr primer kortikal ve HT-22
hipokampal noéron hatlarn tercih edildi. Kultir ortamina eklenen N2
supplement hacrelerde farklilasmaya sebep olmaktadir. Farklilasan
hicrelerde NMDA reseptor duzeyi artmaktadir. Boylece eksitotoksik etkiye
daha duyarh hale gelmektedir (He vd 2013). Calismamizda N2 supplement
ile htcreler diferansiye edildi. Fakat diferansiye edilen ve edilmeyen
durumlarin deneyleri ayri ayri yapilip karsilastirimadi. ileride bdyle bir
karsilagstirmanin yapilmasi diferansiye iglemi ile NMDA reseptdr dizeylerinin

artisi dogrulanabilir.

Tez calismasindaki kisitliliklar ve eksikler;

Bu calismada kullanilan HT-22 hipokampal néron hatti pasaj sayisi 16 olan hicre
hattindan surdurdimuistir. Her ne kadar HT-22 ndrodejeratif hastaliklarda model olarak
kullanilsa da, primer néron kiltlrd kullaniimasi daha givenilir sonuglar verecektir. Clnku
her pasaj sonrasinda hiicre gesitli farklilasmalara ugrayabilir (Shall vd 2018). imkanlar
dahilinde primer ndron kultlrl veya pasaj sayisi diusik hicre hatlari tercih edilmelidir.

Primer Kkortikal néronlar ticari olarak temin edildi. Burada dondurulup tekrar
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¢6zdlridlmeye bagh olarak hiicre yapisinda degisimler olabilir. Bu sebeplerden dolayi
primer noron kultdrlerinin izole edilir edilmez deneylerde taze kullaniimasi tercih edilir.

Primer kortikal néronlarin yiksek maliyetinden 6tlri GSH oOlgcimlerinde kontrol
gruplarinin ve 24. saat SSC ve kontrol gruplarinin olusturulmamasi bu ¢alismanin en
onemli kisithihgr olmustur. Bunun yani sira HT-22 hipokampal néron hattinda apopitotik
proteinlerin (kalpain, AlF, kaspaz 3, sitokrom c) 16. saat i¢in salinim miktarlari kontrol
grubuna gére degerlendirilirken primer kortikal néronlarda bu deneyler yapilamadi.
Aslinda planlanan 2, 8, 16 ve 24. saatler icin primer kortikal ve HT-22 hipokampal néron
hatlarinda apopitotik proteinlerin salinim miktarlarinin kontrol gruplarina gore
degerlendirilmesiydi. HT-22 hipokampal néronlarda kitlerin, primer kortikal néronlarda
ise hem ndron kultirinin hem de kitlerin yetersiz olmasindan kaynakli deneyler
planlanan sekilde tamamlanamadi. Apopitotoik slirecin belirlenmesinde Anneksin V-
FITC, TUNEL (TdT-mediated dUTP-biotin nick end-labeling) gibi immunohistokimyasal
yontemler kullaniimadi. Bu yoéntemlerle apopitozun goérintilenmesi ¢alismanin nitel
acidan degerlendiriimesini saglayabilirdi. Apopitotik proteinlerin analizinde ybéntem
olarak western blot ve gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)’In
kullanilmamasi bu tezin kisithliklar arasindadir. Bu ¢alismada antioksidan kapasitenin
belirlenmesinde yanlizca GSH miktarindaki degisimler analiz edilmistir. Buna ek olarak;
superoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz gibi enzimlerin akitvetisinin
arastirilmasi ¢alismanin bulgularini destekleyebilirdi. Bu calismada AlF, kalpain ve
sitokrom ¢ inhibitorlerinin sadece belirlenen guvenli dozlar ile deneyler surdarildi.
inhibitérlerin farkli dozlarinin SSC’nin toksik etkisi lzerindeki inhibisyonunu nasil
etkiledigini arastiramamak deneysel kisithliklardan kaynaklandi. Ayrica kaspaz 3
inhibitort  yiksek maaliyetinden dolayr temin edilemedidi icin ilgili deneyler eksik
kalmistir.

Kikurt iceren aminoasitlerin katabolizmasi literatlirde kapsamli olarak arastirilsa
da, katabolik yolagin Griini olan SSC ile ilgili sinirh sayida ¢alisma mevcuttur. Bu tez
¢alismasinda SSC’nin glutamat analogu olmasina iliskin apopitotik slregteki bulgulara
erigildi. Ozellikle iISOD ve MoCD’da nérodejenerasyonu en aza indirecek apopitotik
inhibitérler saptandi. Bu c¢alismada yogunlasilan nokta nérodejenerasyonda selektif
hasarlanabilirligin primer kortikal ve HT-22 hipokampal néronlarda karsilastiriimali olarak
analiz edilmesiydi. Sonug olarak primer kortikal néronlarin apopitotik sirece daha duyarli
oldugu belirlendi. Bu ¢alismanin sinirlari genigletilerek eksitotoksik hasara karsi beynin
diger bolimleri karsilastirmali olarak arastiriimasi 6nerilmektedir. Ayrica  SSC’nin tek
basina yapmis oldugu etki klinik agidan yetersiz oldugundan siilfit ile etkilesimi sonucu
nérodejenerasyondaki etkisini deney hayvanlari kullanarak apopitotik strecin

degerlendirilmesi distinulmektedir.
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6. SONUG

Bu calismada, HT-22 hipokampal néronlarda SSC’nin sitotoksik etkisiyle AlIF ve
kalpain aktivasyonunun artmasi ile kaspaz bagimsiz, primer kortikal néronlarda ise AlF,
sitokrom ¢ ve kaspaz 3 aktivasyonunun artmasi ile hem kaspaz bagimli hem de kaspaz
bagimsiz apopitotik yolagin induklendigi sonucuna varildi. Antioksidan kapasitenin
sitotoksik etkiye yanit olusturmada zamana bagimli dncelikle artis gosterip daha sonra
azaldi§ ve azalma anindan sonra apopitozisin indiiklendigi gésterildi. Ozellikle sitokrom
¢ ve kalpain inhibitériintiin SSC’nin toksik etkisini azalttigi ve terapoétik potansiyel tasidigi

sonucuna varildi.

Elde edilen deneysel bulgulara gére sonuclar asagidaki sekilde 6zetlenebilir:

1. SSC’nin HT-22 hipokampal ve primer kortikal néron hatlarinda sitotoksik etkisi
belirlendi ve LDso degerleri bulundu.

2. AIF, sitokrom c ve kalpain 1 inhibitérlerinin HT-22 hipokampal ve primer kortikal
noron hatlarinda sitotoksik etkisi ve glvenli dozlari belirlendi.

3. SSC’nin LDspy dozunda HT-22 hipokampal néronlarda zamana bagh GSH
dlctimleri yapild. iki ve sekizinci saatlerde kontrol gruplarina gére GSH miktarinin
arttigr saptandi.

4. SSC’nin LDso dozunda primer kortikal néronlarda zamana bagh GSH oélgimleri
yapildi. SSC gruplari arasinda 2-8 saatlik zaman diliminde GSH miktarinin arttig
8-16 saatlik zaman diliminde azaldigi saptandi.

5. SSC’nin LDsp dozunun HT-22 hipokampal néronlarda kontrol grubuna kiyasla AlF
ve kalpain miktarlarinda artis gézlendi.

6. SSC’nin LDsg dozunun primer kortikal ndronlarda kontrol grubuna kiyasla AlF,
kalpain, kaspaz 3 ve sitokrom ¢ miktarlarinda artis gézlendi.

7. Kalpain inhibitéri HT-22 hipokampal ve primer kortikal néronlarda hem kontrol
grubuna hem de SSC grubuna gére kalpain salinimini azalttigi saptandi.

8. Sitokrom c inhibitéri MA’nin HT-22 hipokampal néronlarda kontrol grubuna ve

SSC grubuna kiyasla sitokrom ¢ saliniminda etkisi gézlenmedi. Primer kortikal
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noéronlarda ise MA’nin kontrol grubuna ve SSC grubuna kiyasla sitokrom c
salinimini baskiladigi saptandi.

AIF inhibitéri NF’nin HT-22 hipokampal néronlarda AIF salinimini SSC grubuna
goére baskiladigi, kontrol grubuna goére fark olmadigi saptandi. Primer kortikal
néronlarda NF, kontrol grubuna gére sitokrom c¢ salinimini arttirdigi, SSC
grubuna gore etki etmedigi gozlendi.

AlF, kalpain 1 ve sitokrom c inhibitérlerinin SSC ile birlikte verilmesiyle HT-22
hipokampal ve primer kortikal néron hatlarinda sitotoksik etkiyi inhibe edip
etmedigi belirlendi. Kullanilan tim inhibitérlerin her iki néron hattinda da SSC’nin

yapmis oldugu sitototoksik etkiyi anlamli derecede azalttigi saptandi.
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Abstract

The experimental models af human deessses are indepensable research metheds which are undesirable to be tested an
humans It & inevitable for researchers wha continue their careers in thefieldof anatomy 1o be aware af these methads.
Here, experimental schizophrenia modeks that can be wsed 1o reveal brain funclions and also pathophesiclogy of schizo-
phrenia are discussed. It is amed to ge general information aoout the Teatures of the mpermental schizophrenia models
that can be wed by researchers in maphalogical scences; theren the references shauld be cansidered far the setup of the
experimental schizophrenia madels. In this review, @ wo and, in wing modek of schigophrenia wed on etiopathogenesis,
pathophysiology, dreg deoovery and behavioral analyss are represented. Ard alsp we briefly noicate the molecular mecha-

Intraduction

Merphelogical sciences have been maosthyconcernsd
with describing the structural feamres of grganisms. As
research techniques have heen developed today, the
scope of research in anatomy, which is one of the main
branches af morphology, has alsa expanded. The ager-
mmental animal models developed based on evalutionary
relatsonship of the human and other species have begun
to be used in ressarch to understand function of argan-
sm and patholegy of illness. Je ves and iw virs experi-
mental models are indispensable way for applying meth-
s that are undesirable m ke tested on homans, To be
aware of these methods & inevitabde for reszarchers who
continue their careers in the bekl of anaomy. Here,
experimental schizophrenia models that can be used
reveal bram functicns and pathophysiobgy of the iliness
are discussed, It is ammed w0 give genersl information
about the features of the experimental models; therein
the references should be considered for the setup of the

experimental schizaphrenia madeks.

deomed.

nisme of the experimental models that mime schizophrenia-kke symptoms-an-its, beh gatral autputs.
Keywords: anima madek; expeimenta madefs r_n:'nt.:l pisonders; schizophnenia )
Anatomy 202216121 114-123 @202 2 Torksh Sacimty-alhnmtony s Clinic Anafarm ITSACAY

[nchis review, we represent the ar cive and G oitro
madels of schizophrenis for researches an esopathogen-
ests, pathophvsiology, drug discovery and behaviaral
analysis. In addition, we briefly indicate the molecular
mechanisms of the experimental models that mimic

schizophrenia-like sympeoms and its behavioral outpues.

In Viva Models of Schizophrenia
(General Characteristics of Schizophrenia)

Schizaphrenia is 2 serous and comples mental illness dhat
has neeuradevelopmental erigin, le affects approximately
L% of the general papulasson and is thoaghe te result rom
interplay between genetsc and environmental facters, It s
unchear thar how these risk facors oolleaively conmibuie
e pathalogy. As mulopls edological factors contribute w
the schizophirenia spectrum, altersd smptamamlogy can
be observed as the comdition progress. Sympmoms of
schizophrenia &5 classted promarily into three: positive,
negative, and cognitve sympeoms. Positive symptoms
thallucinations, delusions, disarganized thought processs,
disarganizs] or cataanic behavior, et} have an soute



anset, respond to antipsychatics and are compossd of bio-
chemical dysregulations™ Negative symptoms (affective
flastening, alogia, spathy, anhedonia and asociality, asten-
tion elisorders, ete.) respond to antipsychesics weakly, can
bie seen in combination with cognitive and behavicral dis-
arders which also contam shnormal invelhmiary move-
meents. Y Cognitive sympeams {attention diserders, mem-
ary deficits, executive functioning, ete.) respond pooely to
dnlp anil have negative effects mm illnes processes, |:|1|n|:'-
ty of daiby kife, !

Although the pathophysichgy of schizophrenia is nos
whentified completely, it is well recognized that it has a
complex structure. As a result, rather than relying on a sin-
gln: :1]1||:|rmc]1 tik Erpl:un s-:him‘phrmu., a cambination of
different approaches such as chemical, environmental,
genetic, and structural compenents may be mose helptl
i uncerstanding schizophrenia’s pathogenesis.

Alterations in neuratransmitters are one of the mos
mmportant aspects of schizophrenia pathophysiology. ™
Reduced plasma dopamine metshalstes are a sign of
dopaminergic dyssegulation m patients with 2 poar prog-
nosis and social muparrments. Higher depamine metabo-
lites, om the other hand, are detected mostly in |'!«|Il'i|'.'l1u
with pasitive symptoms. ! Glutamatergic hypofuncticn, "
serotanergic dysregulation fas S-HTIA receptor overex-
pression,"" and changes in prefrontal oortex gammas
aminabutyric acid (GABA) neuratransmisswin (such. 'ds
GABA-A recepeor upregulstion] |1|l.'|: all been reparted in
the nenrotransmitter ressarches,

The researches on the brains of schizophrenic subjects-

are fooused mainly an I:ﬂnp-en] cortey, frontal corex
striatum, thalams, hippocampus. " In these researches,
decrease in temporal cortex, hippocampus, s.m].'][dnln il
parietal cortex volume are reported.

Cienetic predispasition, because of the strong lnk with
schizaphrenia etiogenesis, is a crucial issue for mest of the
researches!" DISC 1L and dysirobresn |.1ir|-||.1'r|g peotein
1 {TNEPL), dyshindin™ NRG1, ErbB4™ GAD,
BONF™ are some of the mostly ssudied genes in the
thphnznii res=arches. Furthermaee, emwviranmental
factoes that include W}ﬂ:-k:ginll, phnnnmtlugi: anid ey
chologeal events have an influence o0 schizophrenia
EIIEIFIIL]IHFEI.EE.IHI

In present review, we provide a boef overaew of five
animal muslels of schizophrenia. Als, we summarized
comman pathways involved m schizophrens-like brain

and hehavioral abnoemalitses, which are specific to the ani-
ma) madel of interest.

At least twenty animal models of schizophrenia have

bieen using in researches, and new anes are created in line
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with purpasss of the researches. In this review, we fooused
on prevalently used animal models:

*  pharmacologse animal modeks,

% Jesion animal madels,

i mnlmﬂﬂ:ln{u‘n:rﬂ:ﬂl andmal models,
* genetic-epigenetic animal madsls,

* momhinations af animal models

Pharmacologic Animal Models

In 1930's forst animal model of schizophrenia was devel-
oped in the basis of smphetamine. Psychosis that stimulat-
ed with amphetamine 5 wed o mimic postive symp-
toamss. | Pharmacologic snimal models are based on the
ﬂ}'srcguh'l:hmin neuratransmitters. Hisvever, these mod-
els have comstructive valudiry, they maintain bmved infor-
mation abeut cogniten and thought processes, =1

Serotenergic approach: Serotonergic (3-HT) new-
retransmission &5 reported s an mnportant issue for
schizophrenda: Indolamines’ (LS lyseric acid diethy-
lamide) and phenethylamines’ {mescaline), vao main hal-
lucmagenie drugs, effect mechanisms are mentioned w
be mediated Ty 5-HTZA receptors.™ On the other hand
decreass in 5-HT2A TeCEptor and mereas= in 5-HT1A
recepar in ||1r.pr¢ﬁnr|'l:i] cormex | are rcpnrted, andd alsa
thie ncur-u-mdm:.rim: respand o 5-HTIA receptor ago-
nists is found to be weaker in schizophrenic individuals
then. hialthi--sabjects ®1 In ﬂlm]umincrﬂlc and _qluu-
mater(ic ariimal models and alse m homan subjects,
L33 mechanism on starthe habituation and pre-pulse
inhibdtion (PP are shown to ace directhy via 5-HTZA
recepeor stimulation*) Similarly phencyclidine (PCP)
acts via indirect activation of 3-HT2A recepeors and
impairs PPLA 5-HT3A receptor antagonist ASP3736'
(N -idiaminomethylene)- 13, S difluorepyridin4-yl}-4-
ﬂmmu-mql.linnli.m:-?-:nrhmmldn (2E)-bug-2-enedioate)
therapentic effects on postive and cognitive symptoms of
schizephrenic individuals are mentioned as & validity for
SErHEETgIC 1‘|'IFI'I'.|:I.|.‘I1.|”|

Dopaminergic approsch: In dopamnergic approach,
it is assumed that dysregulition in dopamine (DAY neuro-
transmission leads to the manifestation of the dsoeder.
Pasative symptoms are propased to be thrived s 3 conse-
quence of hyperactivity in mesolimbic dopammergic ne-
rans. ! On the ather hand, hypo-dopaminergic processes
in fronto-cortical aress are proposed o lead negative
symypoms.

Locomotar hyperactivity and sterentypic behaviars can
be induced atter a single amphetsmine adminstration in
the animal madels. Bepeated amphetamine administration
may cause impairment in locomator activity and hypersce

Angtomy & Volume 18 7 Seae 2 7 August 2022



116 Alrunay ZM, Alphan A, Adsgizel E

mvation I siraim l:’uupnmin:rgl: NENCOLrANEIISI,
however alteratioms in sacial interaction may not eheerved
in this animal misded of schizophrenia, As o conchision it is
chimed thar DA based animal models have limited con-
Structive \'Ijidil:r'.l'll':‘-l

Glutamatergic approasch: Despite the amphetaming
madel, through the ghummatergic approsch cognitive
dleficits, negative and positrve mis, can bie mimicked
in the same animal milel ™ Nemethyl-D-aspartate
recepinr EN."L'ID.-\R] inhibitors lke FCP, 4|.1':u|:|]pcin: anil
kethammine are reported to mduce schizophrenia like symp-
toms {hallucination, delusion, exc) in healthy sub-
jects 1 Expecially PCP is mentioned as an effective
inducer of esitive sympeoms tnp:ﬂm with its influence
on negative and cognitive symptoms.** PCP treatment
to animals can mimic several behavioral and nenrochemi:
cal abrormalines rzpmt:ﬂ in n:hti:np]u:nic patients,
inchaling hyperlocomotion, impairments in pre-pulse
inhbation," socnl interaction, working memary, and
n'ljﬂrl:ium.'""""I Chranic PCP adminstration has Leen
linked to 2 decresse in socal contact. The acute treatment
of haloperided and clozpine are reported to reverse social
intersction in the same study. As a result of those findimgs
researchers concluded that this model mimics social with-
drawal which & a negative sympeam of ﬂimp]u:rﬁl."' "l
The effects of FCP on JjEnE Expression in the hrain are
e1p|nrer|, and the expression ievels of 146 gene inu-m:intr
eel with apaptosss, neurologcal disoriders, and schizophre:
ni-related genes) are found to be altered. Anabyzing the

xijnlh:‘m:m Tmﬂ'rwrg,'s reveal an incresse dn calcim sig-

nnhrng ani llmg-t:nn Synaptic potetianon. TFlose fimil-”

ings also suppart the use of PCP mjection 3 w’schizophre:
nia amimal model ™!

GABAergic approach: In prefrontal, chrtex -
amingbutyric acid (GABA) nevrans receive synaptic inputs
fram dopamineryic terminals, o the other hand they have
inhsbstory control over excitatory outputs of the pyramidal
newrans, and alsa they have regulatory effects on develap-
meenial alveratioms that are seen in labe wdolescence, This
mechanizm makes GABAzegic, dopaminecgic and gluta-
matergic interactions 1 considerable issue in schizophrenia
researches, " Hl

Increase in GABA-A receptor expression™ and
decrease in ghitamic scil decarbosylase 67 (GADAT)
expression in prefrontal cortex™ reflect GABAergic abter-
arians that consist in pathophysiology of schzaphrenia,
After 3 decrease in calcium fhox s 2 resubt of WMDAR
hypofunction, GADGT downregulation has been reported
a5 a result of intermeurons’ Tespons: o NMDAR anizgn:
nim." The decresse in PPL after injection of the GARA-
A receptor antagonist picratosin o the rat medsal pre-
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i adult rats”

tromtal costex™ and the decreass in parvalluminecontam-
ing GABAergic mterneurons after prenatal MAM mjec-
tion™" have bath been demonstrated in animal sadies.
Risk: factars like :u|:r' lite stress and trauma are shown
ter mcrease pychosis risk and sccomplish subjects more
vulnerable to hippenmpﬂ h;-pmn:l'int].' in their late life
by impaicing  developing  GABAergic  neurons.™
Hippocampal hyperactivity & assosiated with cognitive
dysfunction™| and impairment in percemved reality.™ In
schizophrenic individuals hippocampal hyperactivity
level™ ar phutamatergic dysregulation leads to decrease in
hippescamyial valume which is used to mimic hippocampl

dysfoncrion m developmental animal models of

:-l:him'[hrﬂurﬂ”

Lesion Animal Models

Because of the prefrontal costex's executive imetions in
attentiwn, working memory, social interaction and emo-
tional processes, prefrontal cortical lesians are widely used
in s:hﬁimﬂﬂmu researches” Behavioal experiments
support the prefromtal cortes's regulatary role on subcor-
tical ‘M activity. ™ Incresse in amphetamine induced
stereatypc Lehavior and continous hyperesciability with
stress expisure are reported after prefrontal cortex Jesion

il

HITI"I!IEIHITIIJ Byrmatiom |:||I1;s- a key function in e
frimtal crirtes medalation and has direct conral aver the
&lll'llmi:m:lgi: ;yﬂEm."" Because of thess festares, lesions
of hippocampal formation are used i researches:
Exgitouic lesions of dorsal and vensral hippocamypus are

tond o stimulate different behaviaral prodibes. Lestons of

dorsal hippocampus are ot found o be effective in
ampheetamine induced locomaor activiey." However by
kinic scvd admimastration, neural Joss is r:purbad in doesal
hipypescampus, and this midel & proposed s o neorode:
jpenerative animal mecel flfsl:|'|ti:r|5'[|||1n!|1is.|'°'c {n thi ather
hand, bsinns of veniral hippocampus by [ agoaists are

fivand s stimulate Jocomotor activity. ™!

Because of its importance in filtering sensory informa.
tian, the thalamus ]EII‘!I ailressed in researches.
Abmormalities in corticothalamic mbic system are pro-
pmzd as 1 usehul target fur stu.d}'ing SENSOTITHT
defacits." Toy sum wp, although lesion madels have face
aned predicuive validity, dimensions of besions and adult
rature have limiting impaces on construct valslity.

Lesions of ventral hippocampus are devebiped
mimic pathelogical conditions inchuding ventricular
:n|nrg:m:nt and hjp'[m:n[wl ntmp]'t].'. Abnormal behav-
ins after adolescence are reported to be muuced by exci-

tatary tin ibatenic acd microimjection a5 1 neonatal



besion of ventral hippocampus. Thes model is shown to be
resulted in behavioral alwerasions m differens developmen-
tal stages: Spatial and working memory deficsts are report-
ed an pustnatal day 25, however increase in social with-
drawal and aggression are seen on posmatal day 35,
Increase in sensitivity to dopaminergic and glutimazergic
agonists, mpairments in PP and reward mechanisms and
meresse in drug sensisnvity are reported around postnaral
day 6.

Neurodevelopmental Animal Models

Weinberger (1986) was the first to propase the neurade
vebopmental hypothesis, stating that brain developmental
detects thar occur early in life increase the chance of clmi-
cal symptoms hater in life.""! Neumdevelopments] animal
maclels crmsist of prenaeal exploration to environmenzal
risk factors or toxic compounds. Based on schizophrenia
epidemiclogy newrodevelopmentsl animal madels of
xhiznph-:n.ii have construct and face wlil|.'il.].'.|:"”

There are several methods thar are wed o induce
mflammation:  polyribainosinic-polyricocytidylic acid
lpell].-[]:f:l]."“ methylazamymethanol aserar (MAMP* and
hacterial endotoin Jipr{mhmcduriﬂ: (LS O the
ather hand multiple environmental stressors can be used
alone or together o induce molecular processes related
with schizophrenia; Social ssolation” maternal ‘separa-
oo, 41 wter stress. "l : 4

Usage of twe different stress factors in different devel-
opmental stages are propossd o be-mare efecive -to
mimic schizo
animal model of schizophrenia:™ Prenata] LIS admins-
tratian with povenile stress or prenatal polyC with neooa
ml LPS, .

Polyritwinosinic-polyricocytidylic acids [poly(L:C)):
."rTu]I:iPJ: pminﬂnmnl‘uﬂl cytekines are releassd ﬂmmb:]l
the |:-|r|f|i:r|.g u:l"|1c||}1f|:ﬂ] 10 1i% reCcepiar, wnl=like receptar
{TLE) 3 This viral c-:lmpnunrl has several influences on
radents: After its prenatal administration paps ave report-
ed to have incressed bocomator sensitivity to psychostimu-
Lants, impaired pre-pulse inhibition and new object recog-
nitsem, social withdrawal in their bite life {in their adekes-
cence o young adulthood). However, spamal memory
mmpairments are not teported i researches
Togesher with those behavioral abnormalities neurochem:
weal aleerations bke decrease in WA and glotamate levels in
prefrantal cortex and hppecampus are shown,"" Increase
i straatal anel acoumbal D1 and D2 receptors’ functon,
merease in D2 receptor function in frontal cortex, decrease
in [34 and increase in syrosme hydromydass in striatum are
demonstrated !

a spectram, whichris also cabled bwo-hir

I vive expermental models of schizophrenia 117

Bacterial endotoxin lipopolysaccharide (LPS):
Bacteral endotoxin LP'S has its action through TLR4
receptors on macraphages and ather immume cells. After
bindsng; to its receptor, it triggers several signal transduc-
tion cascacles ke release of prosflamasnr oymokines, acni-
vation of transeription factors (ke kappall) and anu-
inflammazory mosdulators (cytokines, proteins, ec).™

Multiple behaviaral deficrts are also reported as 2 con-
sequence of LIPS adminstration: increase m locomator
activity, decresse in socmlity, mupairment in PPLand mem-
ory, anxieey like behaviors ™!

[t is demanstrated that LES administration keads w
ﬂ}lsn:guhtem al dn{mn:in:ru;ic 5igm]inl:im1: [ncrease in
secumbial and siriatal DA, decrease m simiatal and frootal
DA, decrease in frontal 1 4-dibydroxyphenylasedic acid
(BOPAC), increase m frontzl and decrease m striatal
homwvallinic acid Jevels. ™7

Methilazoxymiethanol  asetat (MAM): Prenatal
MAM administration leacs o devels ul damage in
fetal besity becaise | of DNA synthesis inhibition during
mitises; [his abnarmal brain devebopment results in mul-
l'i|:|||: hehavineal defiats like im]'mir.rm:nt ] :4':-|:i:||ir}'1 P,
:|:|I1n] mﬂniilun.r"' In-amother study increase in acoambal
DA Jevels is n:pn:rtml'_ Increase in ventral t:ﬂmmrﬂ DA
activity and-Jecomptar-Sensitivity to amphetamine are
reversed by the. injection of tetrodotosin o ventral hip-
pacamps. |

Environmental stress: Multiple environmental stress
Bactors can be appled m different developmental stages
aeutely e chromically, alene or in combamation: Social s
laticm, restrainer, noise, light, water. Saciality is reparted
trs he critical for eormal ﬂm‘dn]'u'nnnn| prowesses nF:rnb:;
theey have sovially actve nature which also has hierarchical
rules"™ For this resson any kind of soctal deprivation can
resulted in abnormal brain devdopment which also leads
tex bcomuotar hyperactiviey, mmpasred cognition, increased
anadety, depressive bke behaviors and aggression which are
alsn reparted as schizophrenia sympeoms, ™!

Seress exposure stmulates the release of stress hor
manes that resubted in dysregulation of several neuro-
chemical compounds: decrease in DA, DOPAC and
hoanvallinic acid levels, ™ mcrease in straml and acoum.
bal, decrease in frontal seratomin bevels, merease in cor-
oosirintal nowadrenaline bevel which are rebired o ansiery
ans posstive symptoms,”™ downregulation m cortical par-
valbumin consmining GABAergic neuroeransmission. "

Schizophrenta-like behavioral and nevrachemical
abnormalities that are generated by wing envirnmental
stressors can be reversed by antipsychatics, and this condi-
tin is propossd wm be sufficient for this model’s validie.™
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Genetic Animal Models (Knockout &
Transgenic)

Crenetic studies are identified several specific genes thar are
assaciated with schizophrenia dsorder.™ Generally,
vwin studies are shown that schizophrenia is 1 predominans
genetic disorder, with estimates of herisabuliey risk ranging
at 50-80%. In researches it is demonstrated that smgle
effects af 3 mapor gene are unlikely m mimic scheophre.
nia’s complesity, mstead, polygenic models consists of
mubtiple-rsk genes can provide the best expression for
w:hiznphml.ii."' "

There are several genetic animal muodels of
xhi:n[‘u'uﬁl'.mun':ch:vd ntal candlidate gmc:{md-
m, BONF, GAD37, N-CAM); byperdopaminergic hyposh-
e related fenes iAki, PR2A, Bearrestin 2, UAR['P-E]',
hypoghstamatergsc approsch related genes (SMDR resep-
tor subunit |, caboceurin knockout); susceptibility genes of
schizophrenia (COMT, NRGI, Dyshindin, DISC1, RGS-
4, CHRNAT, NPASS, PRODH? [22g11]p=

N-m:thﬂ-ﬂ-nqﬂrht (MM Tecepiar subumits
mmportance in schizphrenia newropathalagy is reported in
w:hiznphmic prestmiriem lrain tessues: decrease in WR1
suburist expression,™ deficits in associstive learnng. pro-
cesses are lmked with NMDAR dependent plasticiry.”
1 [yp:Hnnmxim, sh:rnntﬂic Ischavinr, dectesse i socil
mteraction, deficats in cognition and abnormal brair devel-
afurent, impnirmmt m u'url'.ing mgmry, anhiedeinia-find
iI'IIiEI.]',I:"“ impairent i s|wl'in| METTTY, hg,rpnrncl:i\'il'g,rin
novel enviromment and depressan™ are reparted in SR

matant arimal models of w:hiznp]umh. These 1rc]1w|-nrn|‘

anemalies are not seen if NR subunit deficiency is gener:

nted in adnlescence !

DISCIs influence on nearmmal migratian,' synaptic
plaszicaty, neurngenesis wogether with its effect on mecha-
IS i1 x|1:imp|'|n:nin o, is demonstrated in mu|tip||:
researches, " Schizaphrenia ke behavioral deficits are
repnnnﬂ in genetic maels of DISCL ][ypum:twitg,' in
nivel envirenment, immlhil:il:y m farced mimnng 1134
mmpaerment in pre-pulse inhibition, ™ hyper ar bypeoen-
I, impai:rmunt n mgnil'inn and alterations in brain
mexephilogy which are also compasible with schizophrenic
subjects’ symptoms. "

In multiple stdies, it i reported dhat “dyshindinl®,
eoterd by [YTNEPI, has an infloence in regulation of exn-
cytoss and vesicular genesis during newrotransmitter
release. In dditson, it has @ mle in dopaminergic and gh-
tamatergic neuroeransmissions. On the other hand it is
shawn that [YTNP1 associates with prefrantal and cortical
functions of schizaphrenic individusls, wheres epsodic
and 'l.l.'nrlcmg memary of healthy medividoals. Decrease in

Anatomy « Voume 16§ lsue 2 | August 2022

dyshandm 1 mBENA and protein expressions are reported in
postmartem beaim tissues of schizophrenic subjeces.-*
wand {Scy) mice have DTNEP] homozygote mutations
that lead to lack of dyshindin] protein expression,™

Schizophrenis like behaviaral alterations as increase in
[rictmamnr activity, mgnilin: deficris, decresse m socl
interaction, and impairment in PPLand response adapta-
tinn b sensary stimulas are demonstrated|™ Sdy mice can
be wsed to investigate dyshindin’s potential pathways:
thecrease in miGhRl sipuh'mmn andl s association with
symaptic plassicaty are shown, Heterozygote mutants are
also used in researches. ™!

Combinations of Animal Madels

To generate an arimal mndel, combinztion aof muJI:iFl]:

andmal muelels that includes several mobeoalar mechanisms
is suggested to mimic the comples mechanisms of
schizephrenia. Animal misdels consst of multiple parame-
ters can be more useful in understanding mechanisms of
schizephrenia and generating more effective therapentic
Hrqtep::."'f
behavoral alterations in dommant-negative. N-terminus
human [HSCT{DN-DISCI ) expressing transgendc mice i
wsed with-the mmhimﬁ.m of neomatal™ ! and prenasal™
pobeC) injection. Deficies in hippocampus dependent
bear memiciry, workitg memary, object recognition mem-
ary, fdecease in mru]it_l,',-igpmiw Iehaviar are u[mrh:d
in neonatal pollC) mpeced DN-DISCL mice™ Ta
determing theethoiency of animal models, behavioeal
alterations are investigated by wing four different expeni-
mentsl groups: (1} conwal group, {2 ssandard genetic
roap (3, environmental group, (4 gene x environment
roap. Behavioral paradsgms are found to be worsening in
gene x envisonment group, and these kind of modeks are

suggested tobe critical for animal model's validiey."!

MR Far instance, measuring the adult

Behavioral Parameters and Their Testing
Methods

Clinical symptoms and related behaviorsl parameters in
animal midels of schizophrenia:

Positive symptoms: In animal models hypﬂ|nnmu-
tion in newel environment and a5 a respanse @ Sres are
[mked with F:g,':hmum' nF.iuhm, debumon, halhucmation
and psychosis which are seen in human subjeces.
.‘;h:rmt}'pii: hehaviors, h}'Tmrllrnmntinn and walnerahility
tes stress can be mvestigated by open field test. In animal
mendels hyperactivity can bse measured and n]mm':lln:-Fm-
tural disorders, climbing behaviar, stereotypse movements
[:rupaur:ﬂ mrﬁnp I:idinp eir. . Instead of catatomiz, the

term “catabepsy” is used for animals and can be measured
by wrire grid:- and bar tes,



Neplive symiptoms: Anhedonia, lack of motvation
are seen a5 an increased immealiliy moanimal madels and
can e measured by forced swimming and sucrase prefers
ence pests, T idenzify mood disorders, elevated |1|.u: maze,
IiF]m‘d.irkhm nnﬂq‘tnﬂutﬂ:an b usedd. Secal with-
drawal which is seen m schizophrenic mdniduals can be
mezsured by social meeraction tests in animal models,
There are several far social interaction ess -
Chamber social mteraction and social novelty preference
paradigm are commenly ussl.

Cognitive disorders: In animal models schizophrenia-
like cognitive deficits can be evabuated by mulsple param-
eters, that consist of warking memary, bing tenm memery,
spatial bearning memory, executive functions by using cog:
nitive tests: Barnes maze, Radial arm maze, Morris water
maze, T ar ¥ maze, strentional st shifting task, - choice
gerial-resction mme s, radizl aom maze.

Conclusion

There are multiple animal models of schizophrenia
(Tabde 1), frjetmy sp:clﬁc mechanizms of interpsr.
Tecent ressarches are focused an the animal models t|m;
cansist of multiple mechansms and ressarchers are men:

In vive cxperimental models of schizophrenia 119

Animal mesdels can reflect one ar mare sympeoms of
5|:|1i.zﬂ|1hm1jn. however this disorder has much more of
that. For instance animal madel n‘F:thetnmm-e car
reflect hyperactivity as a response to striatal dopaminer:
pic activity, however other symptoms like cognitnve
deficits can not be abserved by this animal medel* On
the ather hand in the model of glatamatergic hypatune-
tion, hyperactivity and worsening i positive symptoms
are demanstrated ™ It is shown that prefrontal glo-
matergic hypofunction leads not enly posiove symp-
toms, bt alsa negative sympeams tegether with cogni-
tive deficits. ™™

[ researches it is demonstrated that preference of ani-
mals' szrain, d.:ﬂlwmmu] sayes for any administrazion
flikz LS, ete) or amy enveronmensal stressars that will be
applied, is critical for the sudies’ purpose and resuls™!
Far instance after single or repeated PCP sdministration,
decreze in m:ulir!.'.i: repurt:i " whereas social deficits 2
A Tespnse b nmphﬂnr.rurre administration is contradicbe-
ry. Prenatal sdministration of MAM and paly (1) are

to Jiad cleerease in socaality, honwever Fn'ud.nles
cent n&mrﬂi.ru'mrm wof MAM alss remle with znecial
ﬂeﬁuts ”.knneqmrmmmum‘hlbmmufmh:]hp

pmlmpus, du:rmqm mm] insteraction I'I:I!'E’d'.l!r'lulﬂtl'.l the

uoned the requirement for the cmnlnrutlrm n‘F:I'I'.I.I.IJI:I.|1|E ‘inerease in u:n:l r‘:hmn It vl mchministra-
malels to mimic this spectrum. i L truh n'F F‘ﬂ’ Etmnd. hn :nd:un: anchedonda ke |'|e|'m|nt
! 'rah'. Yot
Flault-l:ﬂﬁr ey lmi-SI'
L
Pharmacokegical F I T
rmi:.\ Y ‘\ Hipsipcnmation Open ek test
Glemaagi il Chmioing behunacr e ik
ARy T T —— Bar tsat
Laton Hgpaocampal Poznural deorders FH
Thalirric
Meamdevelopmental Polgl )
L 3-Chamber 5 B KF
M egative H;s"f nre [~
Sy L Sockal py
Explenil i b
Genetic Kk ol /J : - il grumm
T
Camtdned modek Erw' ol Erw Cognitiee Sociyl cogriion RoITE Wt mare
e 2 i Meminy Bymes mame
e W e Exicuitig fusdlinieg P il arn e
inrm x Erw 5 B Afterdion Late Inhibiion
E.CERTT
Atirvierud it thlting
TH mage

“Typs ol dinical sEmptom o schir phseis depsnts o the simal model hat wes chsasen and dessiopm encal sags o the arimalmods that wes iomesd. Arémalmade
iy inchake e, D arall of the smpaoms 5-CSRTT: fve card soriing reachon ime 15 Enw; smarcnmeenial Gane: ganetic; LPS: lipopakraccande; MAM: methi-
Lasmyrrmthamal alal; NE moelly preferencs, PobplbC): pehvbonsun:-pebecyishls anl, PE prepoka whiabm; 9: il inbealoe.
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