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1. GIRIS VE AMAC

Eksitotoksisite merkezi sinir sisteminde epileptogenezis, Parkinson,
amyotrofik lateral skleroz, Alzheimer gibi norodejeneratif hastaliklarin ve travmatik
beyin hasari, strok gibi patolojik olgularin temelinde yer alan mekanizmalardan
biridir. Eksitotoksisite sinir hiicrelerinin glutamat gibi eksitatér norotransmitterler
tarafindan yogun olarak uyarilmalar1 sonucu hasara ve apoptoza ugradigi patolojik
bir siiregtir. Bu patolojik durum N-Metil-D-Aspartat (NMDA), 2-amino-3-(3-
hidroksi-5-metil-izoksazol-4-) propanoik asit (AMPA) ve Kainat reseptorlerinin asiri
derecede aktive olmasi ve buna bagli beyinde néronlarin anormal ve kontrolsiiz bir
sekilde uyarilmasiyla karakterizedir. Bu reseptorlere baglanan glutamat ve kainik asit
(KA) gibi eksitotoksik bilesikler hiicre igerisine Ca* girigini artirirlar ve néronda
depolarizasyonun uzamasina sebep olurlar. Asiri Ca*? girisi bazi1 enzimleri aktive
ederek apoptozise sebep olabilecegi gibi iyon dengesini bozarak reaktif oksijen

tirevlerinin (ROS) tiretimine sebep olur (9, 17, 24, 25, 37, 76).

KA iyonotropik glutamat reseptorlerinin agonistidir. KA ile indiiklenen
norotoksisitenin temelinde yer alan molekiiler ve hiicresel mekanizma; hiicre
desarjindaki diizensiz artis nedeniyle hiicre igerisinde iyon dengesinin bozulmasi ve
oksijen kaynakli serbest radikallerin asir1 iretimine bagli olarak ndoronlarda
proapoptotik genlerin ekspresyonunu diizenleyen miRNA’larin seviyelerinin

degismesidir (3, 5, 9, 10, 16, 17, 18, 24, 28, 33, 40, 52, 53).

MikroRNA (miRNA)’lar kiigiik, kodlama yapmayan, mRNA transkriptlerinin
3’ ucundaki translasyonun gerceklesmedigi bolgelerine (UTR) sekans spesifik olarak

baglanarak post-transkripsiyonel gen ekspresyonunu diizenleyen ve bdylece protein



{iretiminin ince ayarmi yapan RNA smifi olarak kabul edilirler. Insanlarda sadece ~
1600 miRNA bulunmasina ragmen biyoinformatik ve ileri kantitatif proteomik
caligmalar protein kodlayan tiim genlerin yarisindan fazlasinin miRNA regiilasyonu
oldugunu ve her bir miRNA’nin birden ¢ok proteini regiile ettigini gostermektedir (1,

4,5).

Beyin kendine ozgii ¢esitli miRNA’lar eksprese eder. Bu miRNA’lar
dendritik morfoloji, iyon kanallarimin diizeyi, ndronal migrasyon ve gliyal
fonksiyonlarin kontroliinde yer almaktadirlar. Epileptogenezis siirecinin altinda yatan
epileptik durumun devami ve ilerlemesi gibi patolojik mekanizmalar miRNA’lar ile
iligkilidir. Ekspresyon profilleme ¢aligmalarina gore hayvan modellerinde uzun siiren
epileptik ataklar (status epileptikus) sonrasinda beyin miRNA seviyelerinde segici
degisiklikler meydana gelmektedir (58,59,60). Epileptik bireylerde miRNA
ekspresyon analizleri yapilmis ve ndroinflamatuar siireclerin baskin oldugu
gozlenmistir. Bu ¢aligmalara gére miRNA’lar belirli kilit siirecleri regiile edebilirler
ancak epilepsideki tiim patolojik mekanizmalar1 kontrol edebilecek etkinligi

gostermezler (1, 5, 6, 7, 11, 16, 33, 38, 58,59, 60).

GCEE’nin ¢esitli organ ve doku sistemlerinde oksidatif strese karsi etkinligini
gosteren bir dizi ¢alisma bulunmaktadir. Karaciger (66, 101) ve kalp (94, 50) iskemi-
reperfiizyon modeli, karbon tetrakloriirle indiiklenen karaciger hasari (92) ve kalpte
selenyum eksikligine bagli (98) patofizyolojik olgularda GCEE’nin oksidatif strese

kars1 koruyucu etkileri gézlenmistir.

Spesifik miRNA diizeylerinde meydana gelen degisim apoptozis ile ilgili
transkripsiyon  faktorlerini  hedefleyerek  ndronal  hiicre  Oliimiine  ve

norodejenerasyona sebep olur. Bu c¢alisma kapsaminda bazi 6zgiin miRNA



ekspresyonlarinin KA ve GCEE uygulamasina verdigi yanit ¢ercevesinde GCEE nin

noroprotektif 6zelliklerine bir yaklasimda bulunulmasi amaglanmistir.
1.1 Genel Bilgiler

1.1.1. Eksitotoksisite ve Norodejenerasyon

Akut veya kronik norodejeneratif hastaliklar tiim diinyada giderek artan bir
popiilasyonu etkileyen gelisim siireci gostermektedir. Bu durumla iliskili olarak
norodejeneratif hastaliklarin tedavisine yonelik uygulamalarin gelecek yillarda tiim
diinyada saglik hizmeti veren kurum ve kuruluslar acisindan ekonomik bir sorun
olmas1 beklenmektedir. Bu nedenle, son yillarda nérodejeneratif hastaliklarin
patofizyolojik ve molekiiler mekanizmalarina yonelik aragtirmalarin yogunluk ve hiz

kazandig1 gozlenmektedir.

Aspartat ve glutamat gibi eksitator aminoasitler memeli santral sinir sisteminin
(S.S.S.) temel norotransmitterleridir. Bu aminoasitlerin beyindeki konsantrasyonlari
oldukga yiiksektir, sinir terminalindeki sinaptik gecisi yonlendirir ve iyonlarin néron

icine girisini kontrol ederler (9, 40).

Aspartat ve glutamat noronlar tizerindeki etkilerini belirli reseptorler ile
etkileserek olustururlar (91, 103). Bu reseptorler iyonotropik ve metabotropik olmak
lizere iki grupta smiflandirilir (Sekil 1). Iyon kanallarina bagl olan iyonotropik
reseptorler uyarildiklar1 zaman hiicre igine veya disina iyon gecisini etkilerler. Diger
yandan, metabotropik reseptorler gorevlerini ikinci haberciler( Inositol-trifosfat (1P3),

. o +2 . .
intraseliiler Ca™ salinmasi) tizerinden yaparlar.

Iyonotropik glutamat reseptorleri Na*, K* Ca™ iyonlarina karsi farkh

gecirgenliklere sahiptirler. Bu nedenle {i¢e ayrilirlar.



NMDA (N-Metil-D-Aspartat) reseptorleri: Na-K-Ca iyon kanalina baghdir. Sinir

hiicresine Ca™*? iyonlarinin gecisini etkilemektedir ve yavas eksitator yanittan

sorumludur.

AMPA (Alfa amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropiyonik asit) reseptorleri:

Na-K iyon kanalina baglidir ve hizli eksitator agirirmdan sorumludur.

Kainat Reseptorleri: AMPA reseptorleri gibi Na-K iyon kanalina baglidir ve

hizli eksitator yanittan sorumludur(64, 71, 91, 103).



8-9ynHwm
ranpow

nuoAsIqIyuI
ZepIs Je[luspy

111 dnan

cgnpow SgnpHw

TqnpHu ranpHw

nuoAsiqryur NUOASEAIN®

ZE[AIS JE[IUpY D zedijojso
I dnin I dnap

L13[10)dasay Jewe)n|s) yidoajoqe)dy

/

LVNIVY

N

VdJdIAV|

VAN

~

LId[103d3say jewreinyy) yidoxyouoLy

——

LI3[10)dasay jeme)n)

Sekil 1. Glutamat Reseptorleri



Eksitator aminoasitler sinir iletimindeki vazgecilmez rollerine ragmen
norotoksisiteye de sebep verebilecek potansiyele sahiptirler. Eksitotoksisite, eksitator
aminoasit reseptorlerin asir1 uyarilmasina bagl ortaya ¢ikan ve hiicre 6liimiine baglh
olarak norodejenerasyona neden oldugu durumdur. Eksitotoksisitenin rol oynadigi
diisliniilen hastaliklar arasinda akut (strok, epilepsi vd.) ve kronik (Alzheimer,

Parkinson vd.) norodejeneratif hastaliklar vardir (28,32).

Glutamat reseptorleri lizerinden meydana gelen eksitotoksisitede hiicrenin asiri
depolarizasyonu sonucu iyon dengesinin bozulmasma bagli olarak hiicre i¢i Ca*?
iyon konsantrasyonu artmaktadir. Intraseliiler Ca*? artisi bazi lipolitik (lipaz ve
fosfolipaz) ve proteolitik enzimleri (Ca*™ bagimli proteazlar) aktiflestirerek hiicreyi
hem apoptotik hem de nekrotik oliime siiriikkleyen mekanizmalar tetikler (25, 64,

127).
1.1.2. Kainik Asit ve Norodejenerasyon

Glutamat reseptdr kapili iyon kanallarinin asir1 ve kalici aktivasyonu
(eksitotoksisite) noronal hasara neden olur (138, 139, 4). KA, iyonotropik glutamat
reseptor bolgelerinin spesifik agonistleri arasindadir ve KA ile indiiklenen
eksitotoksik kosullar hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna ve oksidatif
strese yol agar (9, 17, 72). KA beyinde spesifik olarak presinaptik ve post sinaptik
KA tipi reseptorlere baglanmak suretiyle etkili olur. KA tipi reseptorler beyinde

yaygin olarak hipokampiis, amigdala ve piriform korteks bdlgelerinde yer alir.

KA, bir tir kirmizi alg olan “Digenea Simplex” ten elde edilir (127).
Glutamik asit ile yapisal bir benzerlik tasir. Bu yapisal benzerlik KA’ya iyonotropik

glutamat reseptdrlerinin agonisti olma 6zelligi verir (Sekil 2).
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Sekil 2. Glutamat ve Kainik Asitin Yapisal Benzerligi

KA, akut ve subakut epileptik aktiviteye neden olan potansiyel santral sinir
sistemi eksitotoksinidir. KA siganlara 9-15 mg/kg doz araliginda uygulanmasi
eksitotoksik etkiler yaratir ve hipokampiis, talamus ve amigdala bdlgeleri basta
olmak {izere beyinde in vivo ve in vitro hasara yol acar. KA uygulanmasi ayni
zamanda glia hiicrelerinde, miyelin kiliflarda ve kan damarlarinda 6nemli

noropatolojik degisimlere neden olmaktadir (12, 125).

Sicanlara KA uygulamas: siddetli bir “status epileptikus” (SE) krizine yol
acar. Epileptik sartlarin kalicilig1 beyinde yaygin bir nérodejenerasyonla sonuglanir.
Sicanlara sistemik KA uygulmasinin deneysel olarak gelistirilen insan SE ve

temporal lop epilepsi ve selektif norodejenerasyon modeli oldugu bilinmektedir (76).

KA, etkilerini iyonotropik glutamat reseptorleri lizerinden gosterir. KA’ nin
neden oldugu eksitotoksik hasarin temelini olusturan biyokimyasal mekanizmalar

asagidaki gibi 6zetlenebilir(8, 10, 45, 84, 123).

e Ca"iyon dengesinin bozulmasi, proteaz ve lipazlarin aktiflesmesi,



e Kalpainler ve kaspazlarin aktivasyonu sonucu hiicrenin apoptoza
yonelmesi

e Nitrik Oksit (NO) sentezi ve serbest radikallerin olusumu sonucu oksidatif
stresin ortaya ¢ikmast

e Akut faz genleri ve diger transkripsiyon faktorlerinin asir1 indiiksiyonu

Kainik asitin yol ac¢tig1 nérodejeneratif mekanizmalar Sekil 3’te detaylariyla

gosterilmistir (84). Buna gore;

Iyonotropik glutamat reseptdrlerinin asir1 uyarilmasi sonucu iyon dengesi
bozulur ve intraseliiler Ca*? iyon konsantrasyonu artar. Ca*? iyon konsantrasyonunun
yiikselmesi Ca*?’a bagl lipolitik (lipaz ve fosfolipaz) ve proteolitik enzimlerin
(kalpain I ve diger proteazlar) aktiflenmesine yol agar. Proteazlarin aktiflenmesi
sonucu c-fos, c-jun gibi akut faz genlerinin anormal transkripsiyonu uyarilir.
Proteolitik enzimler hiicre zarmi ve hiicre iskeletini olusturan madde ve zincirleri
yikar. Lipolitik enzimler ise ndéronun membranindaki fosfolipidlerden arasidonik
asitin salinmasim1 ve bdylece arasidonik asit dongiisiiniin baslamasini tetikler.
Arasidonik asit dongiisiinde prostaglandinler, 1okotrienler ve tromboksanlar

sentezlenir (8, 24, 40).

Serbest radikaller ve lipit peroksitlerin yapimi sonucu KA kaynakli ve OH’
(hidroksil) radikali farelerde karacigerde lipit peroksidasyonunu arttirir ve beyinde de

mitokondriyal DNA hasarina neden olur (18).

Hiicrede en ¢ok serbest radikal {ireten organel ve noronal hasarin gelisiminde
etkili oksidatif stresin ve serbest radikallerin 6nemli liretim kaynagi mitokondridir.
Nitrik oksit (NO) yapimindan sonra meydana gelen ONOO" (peroksinitrit) radikali

mitokondriyal enerji sentezini inhibe ederek ATP kaybimna onciiliik etmekte ve



noronlarda enerji yokluguna yol a¢gmaktadir. Mitokondride asir1 serbest radikal
iretimi sonucu kaspaz aktivasyonuna neden olan pro-apoptotik faktorlerin

mitokondriden salinmasi apoptotik yolaklari tetikler ve hiicre 6liimii gergeklesir (10,

131).
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Sekil 3. Kainik Asitin Norodejeneratif Etki Mekanizmas1 (DAG, diagilgliserol;
PKC, protein kinaz C; NOS, nitrik oksit sentetaz; ROT, reaktif oksijen

tiirevleri)



1.2. y-Glutamilsistein Etil Esteri (GCEE) ve Potansiyel Noroprotektif Etkileri

GCEE (Des-Gly)-Glutatyon-monoetil ester; y-GCE) Sekil 4’de gosterildigi
gibi yapisal Ozellikleri bakimindan glutatyona biiyiik benzerlik gostermektedir.
Yapisinda tasidigr tiyol (—SH) grubu nedeniyle GSH’un hiicre igine girisi oldukca
zordur ve hiicre i¢inde hizla amino asitlerine ayrigmaktadir. Ancak, GCEE’nin
hiicrelere kolayca girebilecegi ve GSH biyosentezine katilabilecegi gosterilmistir (2).
GCEE’nin baz1 hiicre tipleri ve sistemlerine etkin bir sekilde tasindigi ve GSH
diizeylerini arttirdigr bildirilmistir. Hepatositlerde GCEE’nin hiicre igine girisinin
GSH’na oranla daha hizli oldugu ve kolayca GSH’na doniisebildigi gdsterilmistir

(93).

GCEE’nin ¢esitli organ ve doku sistemlerinde oksidatif strese kars1 etkinligini
gosteren bir dizi ¢alisma bulunmaktadir. Karaciger (66,101) ve kalp (94, 50) iskemi-
reperfiizyon modeli, karbon tetrakloriirle indiiklenen karaciger hasar1 (92) ve kalpte
selenyum eksikligine bagli (98) patofizyolojik olgularda GCEE’nin oksidatif strese
kars1 koruyucu etkileri gézlenmistir. Yanisira, GCEE’nin katarakt deney modelinde

antikataraktojenik etkinligi de gosterilmistir (97).

GCEE’nin beyine yonelik uygulamalar1 konusunda yapilan c¢alismalarin
sayist oldukga siirhidir. Bu ¢aligmalarda intraserebroventrikiiler (i.c.v) (106; 108) ve
intraperitonal (30, 31) olarak ratlara uygulanan GCEE’nin beyinde GSH diizeylerini
arttirabilecegi bildirilmistir. GCEE’nin bu konudaki etki mekanizmas1 temel olarak
hiicrelere GSH biyosentezi i¢in prekiirsor olarak y —glutamilsistein’in ulastirilmasi
ilkesine dayanmaktadir. Bu sekilde, GSH biyosentezinde y—GCS enzimi ve GSH’ un
kendisi arasindaki feed-back inhibisyon engelinin asilmasi ve GSH biyosentezi i¢in

gereken substratlarin siiregen bir bi¢imde saglanmasi miimkiin olabilecektir.

11



In vivo ve in vitro ¢alismalar GCEE’ nin GSH biyosentezi igin bir prekiirsor gibi
davranmasmin yani sira GSH benzeri antioksidan etkileri agisindan da beyin
dokusunda 6nemli bir fonksiyon gosterebilecegini ortaya koymaktadir. Bu ¢aligmalar
kapsaminda; peroksinitrit (31), p-(1-42) amiloid protein (30, 15), 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidro-piridin; MPTP) (23), adriamisin (61) ve travmatik hasar (74) ile
indiiklenen bazi oksidatif stres modellerinde GCEE’nin antioksidan etkileri

gosterilmistir.

Sekil 4: GCEE’nin Yapisi

1.3. miRNA’lar ve Fizyolojik Rolleri

Protein kodlayan genler insan genomunun %1,5’ini olusturmaktadirlar. Geri
kalaninin ise %380’1 kodlama yapmayan RNA’lar olarak transkripsiyona katilir.
Bunlar genom tarafindan kodlanan ancak translasyonu gergeklesmeyen genlerdir.
Organizma fonksiyonlarinin komplekslesmesi ile birlikte kodlama yapmayan
genlerin miktar1 da artmaktadir ancak kodlama yapmayan RNA’larin fonksiyonlari
tam olarak bilinmemektedir. Kodlama yapmayan RNA’larin hiicre fenotipinden
yaslanmasina kadar tiim hiicresel fonksiyonlarin kontroliinde yer aldig

belirtilmektedir (1, 5, 6, 16, 34, 54, 65).
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miRNA’lar hiicrelerde protein {iretiminin represyonu, aktivasyonu ve ince
ayarinda onemli olan kii¢iik kodlama yapmayan RNA’lardir. miRNA’larin ataklara

bagli hasarlarin ve epilepsinin gelismesinde ©Onemli rolleri bulunabilecegi

bildirilmektedir (34, 59, 60,64, 88).
1.3.1. miRNA’larin Kesfi

miRNA’lar 6zellikle Caenorhabditis elegans lizerinde yapilan galismalarda
kesfedilmistir. lin-4 olarak adlandirilan kiigiik bir endojen RNA’nin organizmanin
gelisiminde yer alan bir proteinin (lin-14) translasyonunu regiile ettigi ortaya
konulmustur. Bu miRNA’nin bu islemi lin-14’tin mRNA’sinimn 3’ transle olmayan
bolgesi (UTR) ile etkileserek gerceklestirdigi saptanmistir (75). Daha sonraki
yillarda yapilan c¢alismalar ile insanlarda yaklasik 1500 ve farelerde 700°den fazla
miRNA tanimlanmistir. Sanger Enstitiisiiniin (Ingiltere) miRBase veri tabanmin son
stirimiine (19. Versiyon) gore 190’dan fazla tiirde 25.000’den fazla miRNA
listelenmektedir. Memelilerde protein kodlayan genlerin %60’ mndan fazlasini
miRNA’larin regiile ettigi diistiniilmektedir (34). miRNA’larin her birinin Kkesin
hedef sayilar1 belirli olmamakla ve cesitlilik gostermekle birlikte yaklasik 200
MRNA hedeflemektedir. Boylesi bir sistemin biyolojik avantajlart ile ilgili yeni
diistincelerin temelinde miRNA’larin biyolojik sistemlere saglamlik ve dayaniklilik
sagladig1 yoniindedir. miRNA’lar transkripsiyona geri bildirim saglarlar, anormal ve
asirt transkript kopya sayisini azaltirlar. Bu da biyolojik sistemin internal ve
eksternal bozulmalara karsi koymasini saglar (34). miRNA’lar ile regiile edilen
cesitli sliregler arasinda farklilagsma ¢ok dnemlidir. miRNA’lar fenotip olusumunda
ve korunmasinda onemli rol oynarlar ve bu olay 0Ozellikle beyinde noronal
farklilasma ve ndronal morfolijinin olusumunda 6ne ¢ikmaktadir (88). miRNA ile

giiclii bir sekilde regiile edilen diger siireglere protein translasyonu, immun yanit ve
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miRNA mekanizmasinin kendisi Ornek verilebilir. Buna karsilik temel biyolojik
fonksiyonlarda rol oynayan proteinler 3° UTR’lerinde sinirli miRNA baglanma

bolgesi igerirler.

1.3.2. Biyogenezisleri ve Etki Mekanizmalari

Bazi miRNA’lar tek baslarina kendi regiilator ve kontrol sekanslarini igeren
ozerk genler iken digerleri kiimeler halinde bir araya gelmislerdir. Kendi baslarina
bir gen olarak transkripsiyon gegirirler ya da protein kodlayan bir genin
intronlarindan RNA polimerazin etkisi ile primer transkript (pri-miRNA)
iiretebilirler. Primer transkript ¢ekirdekte Drosha mikroislemci kompleksi ile islenir
ve pre-miRNA olusturulur. Pre-miRNA RNaz 3 enzim kesimi ile 20-25 niikleotidlik
hatali dupleksin uzaklastirildig: son islem i¢in sitoplazmaya girer. Daha sonra olgun
miRNA’nin bir zinciri RNA ile indiiklenen susturucu kompleks (RISC)’in bir pargasi
olan Argonaute (Ago) proteinine baglanir. Ago proteini tek basina hedef sekansin

susturulmasini tetikleyemez, GW 182 proteinine ihtiya¢ duyar (39).

miRNA’lar hedefledikleri mRNA’larin 3> UTR’lerindeki sekanslar ile
Watson-Crick baz giftleri olusturarak fonksiyon goriirler (7). Tipik olarak
miRNA’lar spesifikligi belirleyen biitiinleyici ve birbirini tamamlayan bdlge
eslesmesinden sonra 7-8 niikleotidlik tam bir ‘gekirdek’ eslesmesi ile hedef
mRNA’larina  baglanirlar. miRNA  hedeflerinin  biitiinleyiciligi  tamamen
olmadigindan RNA interferansinda oldugu gibi hedefin endoniikleotik kesimi
miRNA’lar i¢in nadirdir. miRNA’lar mRNA hedeflerini dogrudan degrade
etmemelerine ragmen mRNA hedeflerinin seviyelerini azaltabilirler. miRNA’lar ve
MRNA hedeflerinin ekspresyonlarinin birbirlerine zit korele oldugu belirtilmistir.

Ribozom profillemelerine (47) ve kantitif proteomik ¢alismalarina (5, 119)
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dayanarak miRNA’lar hiicrede hedef mRNA’nin  destabilizasyonu ile
degradasyonunu tesvik ederek protein iiretimini represe etmektedir (54). Ancak yine
de farkli sekilde davranan, etkileri translasyonu aktive etmek yoniinde olan

miRNA’lar da vardir (133).

Dicer Olgun miRNA
o ~ Y o WIXALE
\ Y
Hiicre cekirdegi i —'()'—-'—O{) o /
pre-miRNA % " Rehber" zincir
MRS Poiy(A)
NNNNNNNNNNN NN =5 miRNA
87654321
“Gekirdek

MiR gen pri-miRNA

Hedefin Degrade Edilmesi
Translasyonun inhibisyonu

Sekil 5. MiRNA biyogenezi ve hedef mRNA iizerindeki etki mekanizmasi
1.3.3. miRNA’larin Hedef Protein Diizeyleri Uzerindeki Etkileri

miRNA baglanma etkisi protein iiretimi lizerine iki kattan daha fazla degildir.
Cok bolgeli hedefler igin miRNA’larin ¢ok daha fazla bolgeden hedeflenmeleri
bagimsiz ek etkiler meydana getirebilir ve orta dereceli eksprese olan bir miRNA on
kattan daha fazla supresyona sebep olabilir (34). miRNA’nin etkisini artirdig1 diger
bir mekanizma ayn1 yolaktaki genlerin bir setini hedeflemesidir. Bu gibi bir koordine

edilmis represyon yaygin olabilir (34).
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Noronlarda miRNA’larin genis bir protein yelpazesinin translasyonunu regiile
ettigi saptanmustir (68). Bu proteinler digerlerine ilave olarak 6zellikle ndronal
morfoloji (Ornegin miR132 p250GAP ekspresyonunu inhibe eder) (136), iyon
kanallari (NMDA reseptor alt tinitesi miR-125b ile diizenlenir) (35), noéronal
migrasyonda (miR-134 doublecortin (DCX)’i regiile eder) (44) yer alan proteinleri
de igermektedirler. Fonksiyonel miRNA sistemi astrositlerde de gereklidir, miRNA
biyogenezisinin kaybi norodejenerasyona ve epileptik nobetlere sebep olmaktadir
(128). miRNA’lar ayni zamanda mikroglia fonksiyonlar1 ig¢in Onemli olan

proteinlerin translasyonunu da regiile etmektedir (109).
1.3.4. miRNA’larin Norodejeneratif Olgulardaki Tedavi Potansiyelleri

Biyolojik bir siirecteki miRNA diizeyinin degisimi gesitli faktorlerden etkilenir
(34). Bu faktorlerden bazilar1 asagida siralanmakla birlikte sadece bunlarla sinirh

olmadigi belirtilmektedir:

e miRNA ve hedef mRNA’nin ekspresyon seviyeleri; mRNAekspresyonunun
belirli bir esik degerin altinda olmast miRNA etkisini degistirebilir

e Fonksiyonel fazlilik; yani cakisan fonksiyonlari olan diger miRNA’larin
siklig1. Ornegin miR-132 ve miR-134 noronal morfolojiyi regiile ederler.

e miRNA’nin zamana bagli modeli mRNA’nin veya onun protein {riiniiniin
stabilitesine bagli olarak degisir. miRNA seviyesindeki hizli degisiklikler
sistem tarafindan kompanse edilebilen yavas degisikliklere goére proteinler
tizerinde daha gii¢lii etkilere sahiptir.

e lleri besleme ve geri besleme dongiilerinin varligi ve diger kontrol

mekanizmalart mMiIRNA seviyesini etkiler.
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¢ miRNA Omri; miRNA’lar hiicrede 6nemli derecede stabildir bu nedenle

modulasyonlar1 protein sentezinde uzun siireli etkilere yol agar.

Onemli miRNA biyogenez enzimlerinin “knock-out” deney modellerinde
embriyonik 6liim gozlenmistir. Ancak her bir miRNA i¢in genetik bozulmalar sadece
birka¢ fenotipik degisiklik olusturmaktadir (102). Bu fenotipler spesifik stresorler
baglaminda fiiretilebilirler. Hiicrelerde bireysel miRNA’larin modiilasyonunda
ekzojen miRNA uygulanmasi ya da spesifik inhibitorlerin verilmesi gibi bazi
yaklagimlar da bulunmaktadir (16). Bunlar viral- vektor tabanli yaklagimlari, sahte
MIRNA’lari, miRNA parazitlerini (otlak¢1) igerirler. Oligoniikleotid tabanli
yaklagimlar arasinda “antagomir”ler yani miRNA’lar1 ayni1 optimal spesifiklik, tesir
ve stabilitede hedefleyebilen tek zincirli sentetik RNA analoglar1 yer almaktadir
(100). Kilitli niikleik asit (Locked Nucleic Acid) ve kolesterol modifikasyonlar
miRNA’larin etkilerini ve hiicre permeabilitelerini artirmaktadir. Antagomirler hedef
miRNA’larina baglandiklarinda heterodupleksler olustururlar ve olgun miRNA
seviyesinde belirgin azalmayla sonuglanir ve uzun siiren biyolojik etkiler meydana
getirir (36). Son zamanlarda ayni 8 birimlik ¢ekirdek bolgesine sahip miRNA ailesini
hedefleyebilen ¢ekirdek (seed) hedefleyici “kiiciik LNA” oligoniikleotidler
gelistirilmistir (96). Bu gibi miRNA inhibitor yaklasimlar1 son zamanlarda klinik
denemelerde miRNA tabanli tedavi edici potansiyelleri agisindan ilgi ¢ekmektedirler.

Normalde antagomirler saglam kan beyin bariyeri yapisinin disindadir (70).

Merkezi sinir sistemi caligmalarinda antagomirler intraserebroventrikiiler (i.c.v.)
olarak verilebilmektedirler. Ancak strok, travma, ‘“status epileptikus” gibi akut
merkezi sinir sistemi hasar1 sonrasinda kan beyin bariyerinin biitiinliigii bozulur. Kan
beyin bariyeri ayn1 zamanda epilepsiyi de igeren kronik durumlarda agilabilir (81).

Merkezi sinir sisteminde antagomirler gibi miRNA tabanl ilaglar i¢in intranasal
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uygulama bir yontem olarak 6nerilmekte olup, bu uygulamanin etkileri heniiz tam

olarak ortaya konulmamustir.

1.3.5. Epilepsi ve Status Epileptikus Sonras1t miRNA Diizenlenmesi

Beyin gelisiminde miRNA’larin 6nemli rolleri oldugu fark bilinmektedir.
Baz1 norodejeneratif (Alzheimer hastaligi, strok) ve psikiyatrik hastaliklar gibi diger
sinir sistemi hastaliklarinda miRNA ekspresyonlarinda ve fonksiyonlarinda
anormallikler oldugu saptanmistir (33, 116). Epilepsi; tekrarlayan sebepsiz nobetler
ile karakterize kronik ciddi norolojik bir hastaliktir. Bu durum beyinde anormal ve
senkronize noéronal desarjlar sonucu meydana gelir (20). Epilepsi diinya ¢apinda 50
milyon insan1 etkilemektedir ve temel sosyo-ekonomik problemlerden biridir.
Epilepsinin tedavisinde antikonviilzan ve antiepileptik ilaglar kullanilir. Bu ilaglar
nobetleri Onler ya da meydana gelme sikligimi azaltir ancak epilepsinin

patofizyolojisin tedavi etmezler.

Nadir durumlarda epilepsi tek gen mutasyonlar: sonucu olusur, bu genler
siklikla iyon kanallarini kodlayan genlerdir ancak epilepsinin temel mekanizmasi
bilinmemektedir. Temporal lop epilepsisi (TLE) yetiskinler arasindaki en yaygin ve
ilag tedavisine diren¢ gosteren epilepsi tipidir. TLE; beyin travmasi, enfeksiyon,
status epileptikus ve bazi beyin hasarlanmalari sonucu meydana gelir ve siklikla
hipokampal patoloji (hipokampal skleroz) ile iliskilidir. Epileptogenik siireclerle
ilgili tim mekanizmalar heniiz ortaya konulmamistir. Ancak ndronal Slim veya
disfonksiyon, gliozis, iyon kanallarinda fonksiyonel degisiklikler, norogenezis ve

noroinflamasyon gibi siiregler 6n plandadir (87, 107).

Epilepsinin ve epileptogenezin epigenetik faktorler ve sistem diizeyinde ¢coklu

genleri ve proteinleri kontrol eden gen iirlinleri ile kontrol edildigini ortaya koyan
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sonuglara ulasilmistir (67, 79). Deneysel epilepsi ve TLE, protein kodlayan transkript
seviyelerindeki degisiklikler ve proteinlerin anormal tretimleri ile iligkilidir. Bu
stire¢ 6nemli olgtide transkripsiyonel bir baskilanma igerir (46). Buna uygun olarak
epilepsi ¢alismalar1 epileptogenezis sirasinda ve kronik epilepsi durumunda
miRNA’larin degisip degismedigi sorusuna yogunlagsmistir. miRNA tabanli ilaglar
ayni zaman da bir tek bilesen yerine ¢ok bilesenli biyolojik sebekeler lizerinde islem
yapmaya olanak saglar (82). Son zamanlarda yapilan g¢alismalarda epilepside gen
ekspresyonunun diizenlenmesinde, ndbetlerin kontroliinii, ndbetler sonucu meydana
gelen hasarin kontroliinii saglamak i¢in miRNA’larin kritik bir seviyeyi temsil
ettigini ve epileptogenezisin ve ilag direncinin potansiyel biyomarkerlari

olabileceklerini gostermektedir.

o

Epileptik ndbetler sonrast miRNA ekspresyon yanitlarinin degistigine dair ilk
calismalar Nudelman ve ark. tarafindan yapilmistir (95). Bu ekip dendritik biiylime
ve morfolojinin olusmasinda yer alan ve CREB ile regiile edilen bir miRNA olan
miR132’nin hipokampal ekspresyonu iizerine calismislardir (135, 136 Sicanlarda
pilokarpin enjeksiyonu ile indiiklenen “status epileptikus” pre-miR132’nin ve olgun
miR132’nin seviyelerini artirmaktadir (95). Kisa siire sonra Liu ve ekibi si¢canlarda
kainik asit ile indiiklenen ndbet sonrasinda miRNA ekspresyon profillerini 6l¢mek
icin TagMan miRNA yontemi kullanmislardir (78). Buna gore epilepsi sonrasinda
beyinde 21 miRNA’nin 1.5 kattan daha fazla arttigin1 ve 39 miRNA’nin azaldigim
bulmuslardir ancak sadece 4’ii down-regiile olmustur. Ote yandan bu ¢alismada diger
merkezi sinir sistemi bozukluklarina verilen yanitlar da karsilagtirilmig ve beynin
hasarlanma tipine gore farkli miRNA ekspresyon profilleri ortaya ¢ikmistir. Kainik
asit ile indiklenen nobetlerin kandaki total miRNA imzasinin travma, strok ve

hemoraji gibi diger hasarlardan farkli oldugu gosterilmistir. Bu durum periferal
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miRNA orneklemesinin beyin hasarlarinin biyogdstergesi olmasi agisindan uygun
oldugunu gostermektedir. Arastirmacilar aym1 modelde Ozellikle hiicre oliimii,
immunolojik yanitlar ve gen ekspresyonu siiregleri a¢isindan 6nemli olan miRNA ve

mRNA ekspresyon profilleri arasinda 6nemli derecede ortiismeler bulmuslardir (78).
1.3.6. Deneysel Epilepsi Modelinde miRNA Diizenlenmesi

Deneysel SE modellerinde miRNA ekspresyon profillemesi yapilan pek ¢ok
calisma yapilmistir. Bu c¢alismalar siganlara sistemik KA uygulanmasi (78,105),
farelere sistemik KA uygulanmasi (86), farelere amigdala icerisine KA uygulanmasi
(56) ve sicanlara pilokarpin uygulanmasi (51,52) seklindeki deneysel modellerdir.
Bununla birlikte bu c¢alismalara gére ndbet sonrasinda onemli oOlgiide spesifik,
zamana ve kosullara bagli sekilde miRNA ekspresyon modellerinde degisiklikler
meydana  gelmektedir. Epileptik ndbet sonrasinda beynin  sinaptozom

fraksiyonlarinda 6nemli degisiklikler meydana gelmektedir (105).
1.4. Apoptozisle Tliskili miRNA’lar ve Noérodejeneratif Olgulara Katkisi

1.4.1. Epileptik Nébetler ile Indiiklenen Noéronal Hiicre Oliimiinii Kontrol

Eden miRNA’lar

Temporal lob epilepsisi vakalarinin biiyiikk c¢ogunlugunun altinda yatan
patolojik durum hipokampal skleroz, hiluslarda ndéron kaybi, CAl ve CA3
bolgelerinde gliozisdir. Spontan nobetler sklerotik hipokampustan ortaya ¢ikmaktadir
ve sklerotik hipokampusun cerrahi olarak ¢ikarilmasi birgok hastada ndbetlere baglh
hasarlardan kurtulmayi saglar. SE hem deneysel modellerde hem de insanlarda
hipokampal ve hipokampus dis1 hasarlar meydana getirmekte ve daha sonra
epilepsinin gelismesini saglamaktadir (42). Nobetlerin tekrarlamasi ile iligkili olarak

ortaya cikan biligsel bozukluklar ise ndron kaybi ile korelasyon gosterir (69).
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Nobetler ile indiiklenen noronal 6liimiin mekanizmasi glutamat aracli eksitotoksik
hiicre 6limiinii icermektedir ancak ayn1 zamanda apoptozisin kontroliine aracilik
eden sinyalizasyon yolaklarinin aktivasyonu da s6z konusudur (37). Bu nedenle
noroproteksiyon sonradan edinilmis epilepsinin Onlenmesinde onemli bir bilesen
olabilirken biligsel bozukluklart da azaltiyor olabilir (122). Status epileptikus
sirasinda pro-apoptotik genlerin delesyonu seklinde uygulanan néroproteksiyon
yontemi Spontan ndbetleri azalttiysa da daha sonra ortaya c¢ikan ndbetleri

engelleyememistir (37).

Hem hiicre oliimiinii tegvik eden hem de Onleyen bireysel miRNA’larin ve
birbiri ile fonksiyonel olarak iliskili miRNA kiimelerinin tanimlanmasi beynin nobet
kaynakli hasarlardan ve epileptogenezisten korunmasi i¢in gliglii bir terapotik
yaklasim olabilir. Epilepside hiicre 6liimiinii regiile eden potansiyel miRNA’larin
tanimlanmasi siireci iki strateji icermektedir. Birincisi kanser gibi diger hastaliklarda
hiicre §liimiiniin kontroliinde yer alan bireysel miRNA’larin analizidir. Ikincisi ise
noroproteksiyonun endojen programini ortaya koyabilmek icin miRNA

degisikliklerinin analizidir.
1.4.1.1. miR34a ve Noronal Hiicre Oliimii

Hiicrelerde dogrudan pro-apoptotik etkilere aracilik ettigi Ogrenilen ilk
miRNA p53 ile regiile edilen miR34a’dir (49). Bu miRNA’nin up-regiilasyonu ya da
over-ekspresyonu ndronal olmayan cesitli hiicrelerde apoptozisi tesvik etmektedir
(21, 112, 137). miR34a’nin Bcl-2 gibi hiicre sag kalimmi tesvik eden
mekanizmalarda yer alan proteinleri igeren c¢esitli hedefleri tanimlanmistir. Ancak
mir34a’nin 100 {lzerinde proteine etki ettigi gosterilmistir ve esas hedefleri

genellikler doku ve modele 6zgii olarak degismektedir (62).
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miR34a’nin epileptik nobetler ile indiiklenen up-regiilasyonu ilk kez
pilokarpin uygulamasi sonrast olusan SE’yi takiben sican beyninde ekspresyon

paterninin 6l¢iilmesi ile bulunmustur (53).

miR340a’nin in vivo hedefleri tam olarak tanimlanmamistir ancak hiicre sag
kalimini tegvik eden protein kinazlardan Map3k9’nin miR340’nin indiiklenmesi ile
iliskili oldugu goriilmistiir (114). Epileptik nébet sonucu olusan noéronal Sliimde
Map3k9’un fonksiyonel dnemi bilinmemektedir ancak miR34a seviyesinin artmasini
takiben Map3k9 protein seviyesinin azalmasi arasinda ters bir korelasyon
gozlenmistir. miR34a seviyesinin normal diizeye gelmesi sonrast Map3k9

seviyesinde de diizelme gozlenmistir (114).

P53  transkripsiyon faktoriiniin  de  miR340’nin  aktivasyonunun
tetiklenmesinde rolii oldugu bilinmektedir. Ayrica miR34a’nin inhibisyonu kaspaz 3

sinyalizasyonunu bloke eder ve néronl hiicre 6liimiinii engeller (52)

1.4.1.2. miR132 ve Noronal Hiicre Oliimii

mMiR 132 ekspresyonunun artisinin fonksiyonel sonuglarinin kesfedilmesi i¢in
yapilan c¢aligmalarda miR132 antagomirleri kullanilarak miR132 seviyesinin
azalmasi saglanmistir. Bunun sonucunda miR132 seviyesinin azalmasinin epileptik
nobet siddeti iizerinde bir etkisi olmadigi ancak hipokampusteki hasari azalttig
gorlilmiistiir. Buna dayanarak miR132’nin ekspresyonunun artmasi noronal hasar1 ve

hiicre 6liimii tesvik edebilir (56).

mMiR132 ndronal hiicre Oliimiiniin kontroliinde yer alirken aymi zamanda
ndronal yapinin regiilasyonunda da rol alir. SE sonrast miR132’nin ekspresyonunun

arttig1 gézlenmistir (56).
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1.4.1.3. miR184 ve Noronal Hiicre Oliimii

miR132’nin baskilanmasindan farkli olarak miR184 antagomirler ile
hedeflendiginde hiicre Sliimiinde artis gozlenir (86). Bu durum miR184’{in hiicre
sagkalimini tegvik ettigini hiicre liimiinii baskiladigint gosterir. miR’184’{in in vivo

hedefleri ise heniiz tanimlanmamustir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Kullanilan Aletler

-20°C derin dondurucu- Ugur

-80°C derin dondurucu-Sanyo Ultra Low

Calkalayici- Labnet,Orbit LS

Gii¢ kaynagi-Thermo, EC250-90

Hassas terazi-Sartorius, Analytic A-200

Manyetik karistirici- Niive, MK318

Mikrosantrifiij- Labnet, Spectrafuge 24D

Mikrodalga firin- Vestel

Sogutmali santrifiij- Kubota, 5922

Otomatik pipetler- Brand Transperfette

pH metre- inolab

Real -Time PCR cihazi-Stratagene, Mx 3000 P QPCR

Nanovetli spektrofotometre- Beckman Coulter, Du 730

Calkalayici inkiibator- Grant Bio

Termal dongii cihazi (Thermal Cycler)- Techne, TC 512

UV Transiliminator ve Biocapt bilgisayar yazilimi- Vilber Lournat

Vortex- Nuvemix
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Yatay elektroforez tanki- Thermo EC, EC330 Midicell Primo

2.2. Kullanilan Cozeltiler ve Kitler

10X MiScriipt Primer Assay (Qiagen) Kiti

10X MiScript Universal Primer: (MiScript SYBR Green PCR Kit, Qiagen)
10X Nukleik Asit Karisimi: (miScript IT RT Kit, Qiagen)

1X Tris EDTA Tamponu

2X Jel Yiikleme Cozeltisi: Fermentas (A.B.D.)

2X QuantiTect SYBER Green PCR Master Karisim : (MiScript SYBR Green PCR

Kit, Qiagen)

5X MiScript HiSpec Tampon Cozelti: (miScript II RT Kit, Qiagen)
6X Jel Yiikkleme Cozeltisi: Fermentas (A.B.D.)

Agaroz: Prona (Ispanya)

Dietilpirokarbonat: DEPC, AppliChem Bio. Syn. Services (Almanya)
Etanol: C,HsOH (%96-100)

Etidyum Bromid: AppliChem Bio. Syn. Services (Almanya)
Etilasetat: J.T. Baker (Hollanda)

Etilendiamintetraasetik Asit Disodyum Tuzu-2-hidrat: EDTA.2H,0, Riedel-de Haen

(Almanya)

Formaldehit: Biochemika-Fluka (Japonya)
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¥-Glutamil-Sisteinil Etil Ester: GCEE (Bachem, Isvicre)
Glasiyel Asetik Asit: CH3COOH, Merck (Almanya)
Glikojen: Fermentas (A.B.D.)

Kainik Asit: Sigma- Aldrich

Kloroform: CHCI3, Merck (Almanya)

MiScript Reverse Transkriptaz Karigimi: (miScript II RT Kit, Qiagen)
QIAzol Lizis Ayrraci: (MiRNeasy mini kit, Qiagen)

RPE Tampon Cdzeltisi: (MiRNeasy mini kit, Qiagen)
RWT Tampon Cozeltisi: (MiRNeasy mini kit, Qiagen)
Tris Baz (Trisaminometan): C4H1:NO3; Merck (Almanya)
Hidroklorik Asit: HCI, Merck (Almanya)

Niikleaz Igermeyen Su: Thermo Fisher Scientific (A.B.D.)
2.3. Deney Gruplari

Proje ¢alismasi i¢in kullanilacak deney materyali daha onceki bir arastirma
projesinden temin edilmistir. Sz konusu proje icin Ege Universitesi, Eczacilik
Fakiiltesi, Deney Hayvanlarni Etik Kurul’unun 22.07.2004 tarih ve
B.30.2.EGE.0.01.00.01/04-848 sayili karar1 ¢ergevesinde Etik Kurul Onay’
alimmigtir. Deneylerde 200-250 g agirhiginda ve erkek Sprague-Dawley siganlar
kullanilmistir. Tiim hayvanlar 12 saat gece ve 12 saat giindiiz dongiisii olacak sekilde
deney giiniine kadar bekletilmistir. Tiim uygulamalar Ege Universitesi Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir.
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Kainik Asit, GCEE ve PBS wuygulamalar1 intraperitonal (i.p) olarak

gerceklestirilmistir.
Buna gore deney gruplart:

1. Grup I: Kontrol grubu (n=4): 10ml/kg PBS (i. p.)
2. Grup Il: Kainik Asit (n=4): 10 mg/kg Kainik Asit (i. p.)
3. Grup IlI: Kainik Asit +GCEE (n=4): 10 mg/kg Kainik Asit+ 10 mg/kg GCEE
(i.p.)
Uygulamalar sonrasinda tiim deney hayvanlar1 dekapite edilerek beyin dokular1 buz
iizerinde disekte edilmistir. Dokular kullanilmak iizere - 86 C’de saklanmustir.

Caligmada serebellum ve striatum beyin bolgeleri kullanilmistir.
2.4. Kullanilan Yoéntemler
2.4.1. miRNA izolasyonu

Kullanmilan Coézeltiler: MiRNeasy mini kit (Qiagen), Glikojen, Kloroform, %9611k

Alkol

Deneyin Yapihisi: miRNA’dan zengin RNA izolasyonu i¢in beyin striatum ve

serebellum dokularindan 30-50 mg tartilip 1.5 ml’lik ependorflara almir. Uzerlerine
700uL kit i¢erisinde bulunan Qiazol ve 5ul glikojen eklenir. Buz iizerinde dnce kalin
uclu daha sonra da ince uclu enjektorle homojenize edilir. Oda sicakliginda 5 dakika
bekletildikten sonra her bir ependorfa 140ul buzdolabinda bekletilmis kloroform
eklenir ve vortekslenir. 15 dakika 12000xg’de 4°C’de santrifiijlenir. Ustteki berrak
faz 350-400 ul olacak sekilde yeni ependorfa aktarili¢ {izerine 1.5 kati kadar
%100’lik etanol eklenir ve pipetleme ile karistirilir. Karisimin 700 ul’si 2 ml’lik

koleksiyon tiipii igeren kolona aktarilir. 9000xg’de 15 sn santrifiijlenir. Filtreden

27



gecerek tiipte toplanan sivi dokiiliir ve kolon tiipe yeniden yerlestirilir. Ayni tiip
9000xg’de 15 sn daha santrifiijlenir. Koleksiyon tiipli bosaltilir. Kolona 700 pl kit
icerisinde bulunan RWT Buffer eklenir. 9000xg’de 15 sn santrifiijlenir. Tiip
bosaltilir, kolona tekrar yerlestirilir. Kolona kit igerisinde bulunan 500 pul RPE Buffer
eklenir ve 9000xg’de 15 sn santrifiijlenir. Koleksiyon tiipii bosaltilip kolon tekrar
yerlestirilir. 500 uL RPE Buffer eklenip 2 dakika santrifiijlenir. Koleksiyon tiipii
bosaltildiktan sonra 1 dakika full speed santrifiijlenir. Kolon 1.5 ml’lik yeni
koleksiyon tiipiine aktarilir, lizerine 30-50 pl RNaz igermeyen su eklenir ve

9000xg’de 1 dakika santrifiijlendikten sonra miRNA’lar elde edilir.

izole edilen miRNA’larin konsantrasyon ve safliklarinin belirlenmesi i¢in nanovetli
spektrofotometrede 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda absorbanslari Olgiiliir.
A260/A280 orani deneysel olarak uygun olan miRNA’lar se¢ilerek konsantrasyonlari
1,5 pg/ul olacak sekilde niikleaz igcermeyen su ile seyreltilir. -20°C’de komplementer

DNA sentezi yapilana kadar saklanir.

2.4.2. miRNA integrasyon Analizi

Kullanilan Cozeltiler:

Yiiriitme tamponu (5X): 10,3 g MOPS (0,1 M) ve 1,64 g sodyum asetat (40 mM);
400 ml DEPC- su’da ¢oziiliir. NaOH ile pH 7’ye getirilir. 5 ml 0,5 M EDTA eklenir.

DEPC-Su ile 500 mI’ye tamamlanir.

Elektroforez tamponu (1X): 100 ml 5X yiiriitme tamponunun ultra saf su ile 500

ml’ye tamamlanmasi ile hazirlanir.

EDTA Cozeltisi (0.5 M): 186,1 g EDTA tartilip 800 ml ultra saf suda ¢oziindiiriiliir.

pH’s1 8’e ayarlanip ultra saf su ile 1 1t’ye tamamlanur.
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Dietilpirokarbonat-su (DEPC-Su): 999 ml ultra saf suya 1 ml DEPC eklenir.
Manyetik karistiricida 24 saat oda sicakliginda karistirilarak inkiibe edilir. Otoklavda

sterilize edilip buzdolabinda +4°C’de saklanir.

Deneyin Yapilisi: Total miRNA biitiinliigliniin gdsterilmesinde formaldehit iceren

agaroz jel kullanilur. %1,2’lik agaroz jel hazirlamak i¢in 250 mI’lik erlenin i¢ine 1,2
g agaroz tartilip tlizerine 75 ml DEPC-Su eklenerek mikrodalga firinda ¢oziiliir.
Hazirlanan jel sogumasi i¢in bir siire oda sicakliginda bekletilir tizerine 20 ml 5X
yiriitme tamponu ve 5,3 ml Formaldehit eklenerek karistirilir ve jel tepsisine
dokiiliir. Jelin katilagsmasi beklenir. Jel tamamen katilastiktan sonra tarak ve bantlar
dikkatlice ¢ikarilir. Elektroforez tanki 1X yiirlitme tamponu ile doldurulur ve jel
tanka yerlestirilir. 2 ul RNA, 3,5 ul DEPC-Su ve 4,5 pl 2X yiikleme c¢ozeltisi
karigtirilarak 10 ul olacak sekilde kuyucuga yiiklenir. Elektroforez islemi 50 V’luk

potansiyel altinda 1 saat 45 dakika siire i¢erisinde oda sicakliginda gerceklestirilir.

Elektroforez islemi gergeklestirildikten sonra jel 200 ml ultra saf su igeren bir kap
icerisine alinir ve calkalayicida oda sicakliginda tizerine 20 pl Etidyum Bromiir (10
mg/pl) eklenerek 30 dakika boyanir ve UV 151k altinda BioCapt uygulamasi ile

gorlntiilenir ve fotografi ¢ekilir.

2.4.3. Revers Transkripsiyon ile cDNA sentezi

Kullanmilan Cézeltiler: miScript 11 RT Kit (Qiagen)

miScript Reverse Transkriptaz Karigimi

10X miScript Nukleik Asit Karigimi

5X miScript HiSpec Tamponu
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5X miScript HiFlex Tamponu

RNaz igermeyen Su

Deneyin_Yapilisi: ¢cDNA sentezi i¢in 1,5 pg/ul konsantrasyonundaki miRNA

ornekleri kullanilir. S5ul miRNA 6rnegi, 4 ul HiSpec Tamponu, 2 ul Niikleik Asit
Karisimi, 2 pl RT karisimi, 7 ul RNaz igermeyen su 200 pl’lik bir reaksiyon tiipiinde
kanistirilir. Kisaca santrifiijlenir. 60 dakika 37°C’de inkiibe edilir. 5 dakika 95°C’de

inkiibe edilir. Elde edilen cDNA’lar -20°C’de saklanir.

2.4.4. Real-Time PCR ile Hedef miRNA ekspresyon diizeylerinin saptanmasi

(cDNA Amplifikasyonu)

Kullamilan Coézeltiler: MiScript SYBR Green PCR Kit, 10X MiScriipt Primer

Assay (Qiagen)

2X QuantiTect SYBR Green PCR Master Karisim icerisinde:

e HotStar Tag DNA Polimeraz

e QuantiTect SYBR Green PCR Tamponu
o dNTP Karisimi (dUTP igerir)

e SYBR Green |

e ROX Pasif Referans Boya

¢ 5 mM MgCl; bulunmaktadir.

Ayrica;

10x miScript Universal Primer

10X miScript RNU6B Pozitif Kontrol Primer

10X miScript miR34a, miR132, miR 184 Spesifik Primerler
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RNaz Icermeyen Su
1X Tris EDTA tamponu kullanilmustir.

Deneyin_Yapilisi: PCR reaksiyonu i¢in elde edilen cDNA 6rnekleri 1:5 oraninda

seyreltilir. Spesifik primerler ise liyofilize halde olduklarindan tizerlerine 550 ul TE
Tamponu eklenerek kisaca santifiijlenir. 12,5 pl 2X QuantiTect SYBR Green PCR
master karisim, 2,5 pul 10X miScript Universal Primer, 2,5 ul 10X miScript spesifik
Primer, 2.5 ul kalip ¢cDNA, 5 ul RNaz igermeyen su reaksiyon tiipiinde karistirilip
kisaca santrifiijlenerek Stratagene, Mx 3000 P QPCR cihazina konulur. Baslangic
denatiirasyonu 15 dakika 95°C’de ve bunu takiben 40 dongii; 15 saniye 94°C, 30
saniye 55°C ve 30 saniye 70°C olacak sekilde PCR programi olusturulur. Erime
egrisi analizi i¢in 40. dongiiniin sonuna 1 dakika 95°C, 30 saniye 55°C, 30 saniye
95°C olacak sekilde bir segment daha eklenir. PCR iiriinlerinin varligi ve saflik

kontrolleri erime egrisi analizi ile yapilir.

Ekspresyon Diizeyinin Hesaplanmasi:

Real-Time PCR ile elde edilen gen iriinlerinin kantifikasyonu igin
“Komperatif AA°™ yoéntemi kullanilmistir. Kalibratér olarak referans genden ve
karsilastirma yapabilmek i¢in de kontrol grubundan faydalanilir. Bir hedef genin
referans genin referans gene gore rolatif ekspresyonu dikkate alinir. Referans gen
olarak RNU6B ve kiyaslama i¢inde kontrol grubu kullanilmistir. CT degeri; PCR
triinlerinin miktarindaki 6nemli artisin oldugu ilk dongliyli ifade etmektedir.

Komperatif AACT su sekilde hesaplanir:
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Kontrol ACT= Kontrol CT (gen) -Kontrol CT rnuss)
Ornek ACT= Ornek CT (geny - Ornek CT rnuss)
AACT= [(Ornek ACT)orT) - ( Kontrol ACT)(orm) ]
Hedef genin mRNA miktar1 = 24¢T

Elde ettigimiz sonug¢ ilgilendigimiz hedef genin Ornek grubundaki
ekspresyonunun kontrole gore rolatif miktaridir. Bir oranti ifadesi oldugundan birim
icermez. Kontrole gore ornekteki hedef genin ekspresyonunun kag kat arttigini veya

azaldigini gostermektedir.
2.4.6. Erime Egrisi Analizi:

Erime noktasi (Tm) bir DNA zincirinin %50’sinin acilmas1 i¢in gerekli
sicakliktir. Bir DNA fragmentinin erime noktasi; fragmentin uzunluguna ve guanin-
sitozin (GC) igerigine bagl olarak degisir. Farkli DNA fragmentlerine 6zgii erime
noktalar1 saptanarak amplifikasyon iriinleri tayin edilebilir. Erime egrisi analizleri;
floresan boya ve DNA arasindaki spesifik baglanmalar1 spesifik olmayan

baglanmalardan ayirt eder ve PCR {irtinii hakkinda bilgi sahibi olmamizi saglar.
2.4.7. Real Time PCR Uriinlerinin Jel Elektroforezi ile Gosterilmesi

Kullanilan Cozeltiler:

5X TBE Tamponu: 54 g Tris Baz ve 27,5 g Borik Asit tartilarak 800ml suda
manyetik karistiricida ¢ozdiiriiliir. Uzerine 20ml 0,5 M EDTA pH:8.0 eklenir ve saf

su ile11t’ye tamamlanir. 20 dakika otoklavlanir.

0,5X TBE Tamponu: 100 ml 5X’lik TBE tamponu iizerine 400 ml saf su eklenerek
elde edilir.
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Deneyin Yapilisi: 2,6 g agaroz tartilir ve 100 ml 0,5X TBE Tamponunda ¢6zdiirtiliir.

Mikrodalga firinda agarozun erimesi saglanir. Kaynayana kadar ara araerlen ¢ikarilip
calkalanir. Jel soguyunca jel tepsisine dokiilir ve donmasi beklenir. Elektroforez
tank1 0,5X TBE Tamponu ile doldurulur. 5 pl 6X yiikleme ¢ozeltisi ve 5 ul RT- PCR
tirtini kuyucuklara yiiklenir. Elektroforez islemi 60 V’luk potansiyel altinda 1 saat

30 dakika siire icerisinde oda sicakliginda gerceklestirilir.

Elektroforez islemi gerceklestirildikten sonra jel 200 ml ultra saf su igeren bir
kap icerisine alinir ve calkalayicida oda sicakliginda tizerine 20 pl Etidyum
Bromiir(10 mg/ul) eklenerek 30 dakika boyanir ve UV 1sik altinda BioCapt

uygulamasi ile goriintiilenir ve fotografi ¢ekilir.
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3. BULGULAR

3.1. izole Edilen miRNA’larin A260/A280 oranlar:

miRNA izolasyonu yapilan beyin striatum ve serebellum dokusu miRNA

konsantrasyonlar1 ve A260/A280 absorbans oranlar1 Tablo 1’de gosterilmistir.

miRNA A260/A280 (ug/pl)
Grup (n=4) Serebellum Striatum
Kontrol 2,1+0,06 2,51+0,19
KA 1,96 £ 0,10 1,99 + 0,08
KA + GCEE 2,11+0 1,78 + 0,05

Tablo 1: Kontrol, Kainik Asit (KA), Kainik Asit +GCEE uygulanan striatum ve

serebellum dokularindan

izole edilen miRNA’larin konsantrasyon ve

A260/A280 absorbans oranlar1 (Ortalama =+ S.H’lar)
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3.2 izole Edilen miRNA’larin integrasyon Analizi

Striatum dokularindan izole edilen miRNA’lar kullanilarak, her bir deney
grubu i¢in representatif olarak miRNA integrasyon analizi yapilmistir. Elde edilen
sonuglara gore miRNA’lara ait 5S band1 gozlenmis olup, izole edilen ornekler

biitlinliik tasimaktadir.

= 28SRNA

= ]8S RNA

SSRNA

Sekil 6. Beyin striatum dokularindan izole edilen miRNA iiriinlerinin agaroz jel

iizerinde gosterilmesi

1: 100 bp Marker (Fermentas); 2: Kontrol; 3: KA; 4: KA+ GCEE
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3.3. Hedef miRNA’larin Ekspresyon Diizeylerinin 22T Yontemi ile

Hesaplanmasina Yonelik Bulgular

Hedef miRNA ekspresyonunun kantifikasyonu RNUG6B geni referans olarak

gruplar arasindaki farkliliklar Tablo 2 ve Sekil 7 ve 8’de gosterilmistir

Serebellum
Gruplar
Hedef miRNA Kontrol KA KA+GCEE
miR34a 1+0° 1,5+0,2° 6,18 + 0,5°P
miR132 1+0°° 2,41 +00,6%° 5,88 + 0,47
miR184 1+0° 16,77 + 5,3° 44,39 + 1P
Striatum
Gruplar

Hedef miRNA Kontrol KA KA+GCEE
miR34a 1+0° 1,23 +0,15° 3,95+ 0,4%°

miR132 1+0° 60,19 + 7,4° 161,43+

38,18%"
miR184 1+0°¢ 0,01 +0,07° 0,03 +0,01°

Tablo 2. Hedef miRNA’larin Kontrol, KA VE KA+GCEE gruplarma ait beyin

striatum ve serebellum dokusundaki ekspresyon diizeyleri (ortalama)

a)Kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamh

b) KA uygulanan grup ile karsilastirildiginda anlamli

¢) KA + GCEE uygulanan grup ile karsilastirildiginda anlamh
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Sekil 7. Sican beyni serebellum bolgesine ait miR340, miR132 vemiR184

ekspresyon diizeyleri (2°°T)

Tablo 2 ve Sekil 7°de gorildiigli iizere sigan beyni serebellum bolgesinde
miR34a ekspresyonu agisindan KA+GCEE grubu Kontrol ve KA gruplarina gore
anlamli bir farklilik gostermektedir, KA grubu ise KA+GCEE grubu ile

karsilagtirildiginda anlamli bir farklilik goéstermektedir (p<0,05).

Sican beyni serebellum bolgesinde miR132 ekspresyonu acisindan
KA+GCEE grubu hem Kontrol hem de KA gruplarina gére anlamli bir farklilik
gostermektedir, ayn1 sekilde KA grubu da Kontrol ve KA+GCEE gruplan ile

karsilastirildiginda anlamli bir farklilik gostermektedir (p<0,05)
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Sican beyni serebellum bolgesinde miR184 ekspresyonu agisindan
KA+GCEE grubu Kontrol ve KA gruplarina gore anlamli bir farklilik
gostermektedir, KA grubu ise KA+GCEE grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir

farklilik gostermektedir (p<0,05).
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Sekil 8. Sican beyni striatum bdlgesine ait miR34a, miR132 ve miR184

ekspresyon diizeyleri (22°T)

Tablo 2 ve Sekil 8’de goriildiigii lizere Sican beyni striatum bdlgesinde
miR34a ekspresyonu agisindan KA+GCEE grubu Kontrol ve KA gruplarina gore
anlamli bir farklilik gostermektedir, KA grubu ise KA+GCEE grubu ile

karsilastirildiginda anlamli bir farklilik gostermektedir (p<0,05).

Sigcan beyni striatum bdlgesinde miR132 ekspresyonu agisindan KA+GCEE

grubu Kontrol ve KA gruplarina gére anlamli bir farklilik gostermektedir, KA grubu
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ise KA+GCEE grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir farklilik gostermektedir

(p<0,05)

Sican beyni striatum bdlgesinde miR184ekspresyonu agisindan KA+GCEE
grubu Kontrol grubuna goére anlamli bir farklilik géstermektedir, KA grubu ise yine

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir farklilik géstermektedir (p<0,05).
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3.4. Hedef miRNA’lar i¢cin Erime Egrisi Sonuclari

Fluorescenoes (7' (T))
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Sekil 9. RNU’ya ait erime egrisi 6rnegi
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Sekil 10. miR34a’ya ait erime egrisi 6rnegi
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Sekil 11. miR132’ye ait erime egrisi 6rnegi
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Sekil 12. miR184’e ait erime egrisi 6rnegi



3.5. Real Time PCR miRNA Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi

Striatum ve Serebellum dokularindan hedef miRNA’larin Real-Time PCR
sonucunda olusan PCR firiinlerine yonelik yapilan agaroz jel elektroforezi Sekil

13’de gosterilmistir.
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Sekil 13. Beyin Striatum ve Serebellum doku érneklerinden elde edilen hedef

miRNA’larin RT-PCR iiriinlerinin agaroz jel iizerinde representatif olarak

gosterilmesi.
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4. TARTISMA VE SONUCLAR

4.1 Deney Gruplarina Yonelik Tartisma

Kainik asit, beyin hiicrelerinde hasar olusturan ve limbik nobetlere sebep olan
bir eksitotoksindir. Kainik asit ile sicanlarda olusturulan nérodejenerasyon temporal
lob epilepsisi ile benzerlik gostermekte ve eksitotoksisite ile iliskili ¢esitli patolojik
durumlar i¢in iyi bir deney modeli olusturmaktadir. Kainik asit kaynakli
eksitotoksisitenin nedenleri arasinda serbest radikallerin agir1 liretimi, bazi apoptotik
yolaklarin aktivasyonu ve akut faz genlerin anormal indiiksiyonu yer alir (59, 60, 69,

78, 105, 107, 125, 127).

MiRNA'’larin bu apoptotik siire¢lerde ne derece aktif rol oynadig: tam olarak
bilinmemektedir. miR34a, miR132 ve miR184’lin apoptotik yolaklardaki rolleri ve
ekspresyon diizeyleri ile iligkili ¢esitli calismalar farkli sonuclardan s6z etmektedir

(35, 56, 105, 109, 112, 114, 120, 137) .

Bu calismada kainik asit uygulanmis erkek sicanlarda eksitotoksik bir
norodejenerasyon modeline yaklasimda bulunukmaktadir. miR34a, miR132 ve
miR184’lin ekspresyon diizeyleri iki ayr1 beyin bélgesinde incelenmistir. Hedef
MIiRNA ekspresyonlarinin daha onceki calismalardan farkli olarak serebellum ve
striatum bolgelerinde anlamli bir farklhilik gdsterdikleri ve kiigiik de olsa bu
farkliliklarin ~ apoptotik yolaklar tizerindeki etkileri tizerine bir yaklasimda
bulunulmustur. Norodejenerasyon, noronal hiicre 6liimii ve noroproteksiyon gibi
yolaklarda rolleri oldugu diisliniilen bu miRNA’larin diizeylerinin saptanmasinda
Real-Time PCR kullanilmistir. GCEE uygulamasinin ise antioksidan ve néroprotektif

bir rol iistlenerek nérodejenerasyonu ve noronal hiicre Sliimiinii azaltan bir etkisi
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oldugu bilinmektedir. Bu nedenle kainik asit uygulamasi ile ekspresyon diizeyleri

degisen bu miRNA’lar {izerine GCEE nin noroprotektif etkisi de incelenmistir.

4.2. Hedef miRNA’larin Ekspresyonunun Saptanmasinda Secilen Yonteme

Yonelik Tartisma

Hiicre yasaminin devami, biiylime ve farklilasma gibi hiicresel siiregler
spesifik genlerin ekspresyonlarindaki degisimler vasitasiyla saglanmaktadir.
Eksprese olan genlerin ve onlar1 diizenleyen miRNA diizeyleri; hiicre siklusunun
hangi safhasinda olduguna bagli olmakla birlikte sitokinler, hormonlar, ila¢ veya
herhangi bir dis uyarana maruziyet sonucu da degisebilir. Bu nedenle gen
ekspresyonu analizleri spesifik mMRNA ve miRNA dizilerinin hassas, kesin ve tekrar

edilebilir 6l¢iimlerine olanak saglamalidir (33, 115).

RT-PCR, dizisi belli RNA o6rneklerinden enzimatik olarak amplifikasyonun
yapildig1 ve degisik miktarlarda o6rneklerle ¢calisma imkani veren in vitro enzimatik
bir yontemdir. RT-PCR yontemi, gen ekspresyonunun saptanmasi agisindan en
hassas yontemlerden biridir ve farkli 6rnek populasyonlarindaki ¢ok az diizeyde
eksprese olan miRNA diizeylerini karsilagtirma olanagi sunmaktadir. Deney zamani
acisindan ¢ok avantajli olmakla birlikte sonuglarin spesifikligi nedeniyle en ¢ok

tercih edilen yontem olarak bilinmektedir (1, 19, 33, 115, 119) .

Calismamizda beyin striatum ve serebellum dokularinda RNU, miR34aq,
miR132 ve miR184’lin ekspresyonunu saptamak iizere RT-PCR yontemi
kullanilmistir. RT-PCR bize az miktardaki dokulardan elde edilen veya nadir ve az

eksprese edilen miRNA ornekleri ile ¢alisma imkani sunmustur.

RT-PCR’1in dogru bir sekilde gergeklesmesi bazi parametrelere baglidir.

Revers transkripsiyonu yapilan miRNA’lar yiiksek kalitede olmalidir. DNA ve

44



niikleaz igermemeli ayrica revers transkripsiyonu inhibe edecek herhangi bir madde
ile kontamine olmamalidir. Calismamizda kullandigimiz miRNA’larin A260/A280
oranlarmin 1,6-2,5 arasinda degismesi dokulardan yapilan miRNA bakimindan

zengin izolasyonlarin dogru oldugunu gdstermektedir.

Konvansiyonel PCR’da elde edilen iiriin agaroz veya poliakrilamid jele
uygulanip floresan ya da radyoaktif olarak boyandiktan sonra dansitometrik olarak
analiz edilir. Real-Time PCR, konvansiyonel PCR sonrasi islemlere gerek kalmadan

iiriin kantifikasyonuna olanak saglar.

Calismamiza konu olan RNU, miR340, miR132 ve miR 184’iin amplifikasyon
tiriinleri i¢in yapilmis erime egrisi analizi ve jel elektroforezi sonuglari bu genlerin

ekspresyonlarinin basarili bir sekilde saptanabildiginin gostergesidir.

4.3. Kainik Asitin Hedef miRNA’larin Ekspresyonu Uzerindeki Etkisine Yonelik

Tartisma

Deneysel SE modellerinde miRNA ekspresyon profillemesi yapilan pek ¢ok
calisma yapilmigtir. Bu g¢alismalar siganlara sistemik KA uygulanmasi (78,105),
farelere sistemik KA uygulanmasi (86), farelere amigdala icerisine KA uygulanmasi
(56) ve siganlara pilokarpin uygulanmasi (52, 53) seklindeki deneysel modellerdir.
Bununla birlikte bu calismalara gére nobet sonrasinda zamana ve mekana bagh
sekilde spesifik mMiRNA ekspresyon modellerinde o6nemli 6l¢iide degisiklikler

meydana gelmektedir (105).

Birgok model kullanilmasina ragmen alt alan orneklemesine karst tiim
hipokampiis 6rneklemesi ve analizin farkli zaman dilimlerinde yapilmasi potansiyel
olarak korunan miRNA degisikliklerine ait molekiiler imzalar1 daha karmagik hale

getirmektedir. Ancak yine de bazit miRNA degisiklikleri ¢aligmalar arasinda sabit
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kalmaktadir. Bu miRNA degisiklikleri miR34a’nin up-regiilasyonu (52, 53, 114) ve
mMiR132’nin up-regiilasyonunu (95, 52, 56) i¢ermektedir. Bazi modellerde artis
gosteren bir cok miRNA ise bu karmasikliktan dolayr diger modellerde higbir

degisiklik gostermemis ya da tam tersi yonde regiilasyon gostermistir (53, 56).

Calismamizda elde edilen verilere gore sigan beyni serebellum bolgesinde
miR34a, miR132 ve miR184’lin ekspresyonlart kontrol grubu ile karsilastirildiginda
akut KA uygulanan gruplarda artis gostermistir. Bu sonuca gore KA ile indiiklenen
eksitotoksisite serebellumda bazi transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunu
artirarak apoptotik olarak Onerdigimiz bu miRNA’larin ekspresyonunu up regiile
ediyor olabilir. Daha 6nceki ¢alismalardan elde edilen verilere gore eksitotoksik
kosullarda hipokampuste seviyesi artan p53’iin miR34a ekspresyonunu artirdigi ve
apoptoza sebep oldugu bilinmektedir (49, 52). Bununla uyumlu olarak ¢aligmamizin
sonuclarina gére KA uygulanan gruplarda miR34a ekspresyonunun artmasi
serebellumda eksitotoksisite ile iliskili noronal 6liime yol agacak sekilde bazi
transkripsiyon faktorlerini tetikliyor olabilir. Ayn1 sekilde arastirmalara gore
noronlarda miR132 ve miR184 ekspresyonu elektriksel aktivite ve norotrofinlerin
etkisi ile indiiklenebilir ve ¢esitli genlerin ekspresyon diizeylerini degistirebilir (135,
136). Apoptotik gen ekspresyon paternindeki bu degisiklikler ise serebellumda

apoptotik yolagi giiclendiriyor olabilir.

Striatumdan elde edilen verilere gore akut KA uygulamasi miR340 ve
miR132’nin ekspresyonunu up-regiile ederken miR184’lin ekspresyonunda kontrol
ile karsilastirildiginda onemli derecede diisiis meydana geldigi gozlenmistir.
Serebellumdaki artisin aksine striatumda miR184 ekspresyonunda meydana gelen
diislis miR184’tin hiicre sag kalimini tetikleyen baska yolaklara ait traskripsiyon

faktorlerinin  aktivitesinden etkilenebilecegini diisindiirmektedir. Bu sebeple

46



miR184’lin ekspresyonunun zamana, bulundugu boélgenin hiicre tipine, KA
uygulamasinin intraperitonel, intraserebrovaskiiler ya da intra-amigdala seklinde
olmasima ve o hiicre tipinin metabolik olarak diger bolgeye oranla ne derece aktif
olduguna bagli olarak degisebilecegi diisiiniilebilir. Boylelikle miR184 gibi tek bir
miRNA’nin dinamik bir sekilde hem apoptotik hem anti apoptotik olmak tizere gift
tarafli rol oynayabilecegi One siiriilebilir. Sadece bir miRNA’nin hedefinde birden
fazla mRNA oldugu kabul edilmektedir buna gore bir miRNA’nin ¢esitli hiicresel
kosullardan farkli sekilde etkilenerek ve farkli mRNA’lar1 hedef alarak kompleks bir
gorev ustlendigi distiniilmelidir(78, 86, 114, 122). Hiicrenin belirli bir andaki
metabolik durumunda baskin olan yolaklarin ve o yolaklara ait protein ve
transkripsiyon faktorlerinin varligina bagli olarak miR184 cift yonlii gérevinden

birini segtigi diistiniilebilir.

MIRNA ekspresyonu tizerine yapilan arastirmalar genis ¢apli olarak goézden
gecirildiginde farklit miRNA’larin farkli beyin bolgelerinde farkli ekspresyon
paternleri oldugu gosterilmistir (51, 52, 53, 56, 57, 58). Ekspresyon dagilimindaki bu
farkliliklar sinaptik olarak lokalize olan hedef mRNA’larin ayricalik gosteren
konsantrasyonlar1 ile iliskildir (105, 115). Hatta konsantrasyonlara ait bu farkliliklar
epileptojenik aktivite ile modile ediliyor olabilir (105). Baska bir yonden
bakildiginda miRNA’lar regiile eden genler ve hedeflerindeki mRNA’lar hakkinda az
bilgiye sahip olmamiz caligmalardaki bu farkliliklar iizerine yapilan yorumlar

kisitlamaktadir(52, 53, 56, 57, 60, 78, 95).

miRNA’lara ait radikal degisiklikler ve net hiicresel hedefler elde edilmese
bile kiiciik degisikliklerin dahi 6nemli yolaklar1 tetikleyebilecegi diigiiniilerek
calisma kapsamindaki beyin bdolgesi ve Orneklem sayisi artirilarak herhangi bir
miRNA’y ait kii¢iik bir degigmin yikici ndbetlerin izini gosterdigi ortaya konulabilir.
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Ve bu degisim o hasarin imzasi olacak sekilde diger merkezi sinir sistemi hastaliklari
sonucunda meydana gelen miRNA degisikliklerinden farkli olabilir (78). Deneysel
epilepsi modelinde miRNA ekspresyonuna es deger ¢alismalar genis ¢apli bir analiz
ve yorum yapabilmek i¢in heniiz yeterli sayida degildir. Calismalarin standardize
edilmesi ve anlamlandirilmasi i¢in uygulanan eksitotoksik bilesigin miktari,
uygulama metodu, doku 6rneklerinin uygulamadan ne kadar siire sonra elde edildigi,

beyin bolgeleri arasindaki farkliliklar agisindan aragtirmalar zenginlestirilmelidir.

4.4, Gamma Glutamil Sisteinil Etil Ester’in Hedef miRNA’larin

Ekspresyonu Uzerindeki Etkisine Yéonelik Tartisma

GCEE yapisal oOzellikleri bakimindan glutatyona biiyiik benzerlik
gostermektedir. Yapisinda tasidigr tiyol (—SH) grubu nedeniyle GSH’un hiicre igine
girisi olduk¢a zordur ve hiicre i¢inde hizla amino asitlerine ayrigmaktadir. Ancak,
GCEE’nin hiicrelere kolayca girebilecegi ve GSH biyosentezine katilabilecegi
gosterilmistir (2). GCEE’nin bazi hiicre tipleri ve sistemlerine etkin bir sekilde

tasindig1 ve GSH diizeylerini arttirdig1 bildirilmistir (15, 23, 30, 50, 61, 66,).

GCEE’nin beyine yonelik uygulamalar1 konusunda yapilan caligmalarin
sayist oldukg¢a sinirlidir. Bu ¢aligmalarda intraserebroventrikiiler (i.c.v) (106, 108) ve
intraperitonal (30, 31) olarak ratlara uygulanan GCEE’nin beyinde GSH diizeylerini
arttirabilecegi bildirilmistir. GCEE’nin bu konudaki etki mekanizmas1 temel olarak
hiicrelere GSH biyosentezi i¢in prekiirsor olarak y —glutamilsistein’in ulastirilmasi
ilkesine dayanmaktadir. Bu sekilde, GSH biyosentezinde y—GCS enzimi ve GSH’un
kendisi arasindaki geri bildirim inhibisyon engelinin asilmasi ve GSH biyosentezi
icin gereken substratlarin siiregen bir bigimde saglanmasi miimkiin olabilecektir

(74,93, 94, 106).
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In vivo ve in vitro ¢alismalar GCEE’ nin GSH biyosentezi i¢in bir prekiirsor
gibi davranmasinin yani sira GSH benzeri antioksidan etkileri agisindan da beyin
dokusunda 6nemli bir fonksiyon gosterebilecegini ortaya koymaktadir (15, 23, 30,
66, 93). Bu ¢alismalar kapsaminda GCEE’nin; peroksinitrit (31), p-(1-42) amiloid
protein (30, 15), 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidro-piridin; MPTP) (23), adriamisin
(61), travmatik hasar (74) ve kainik asit ile indiiklenen eksitotoksisitedeki etkileri

incelenmistir (138).

Calismamizda GCEE’nin KA ile indiiklenen eksitotoksik kosullarda miRNA
ekspresyonlar iizerindeki diizenleyici etkisi aragtirllmistir. Elde edilen verilere gore
KA+GCEE uygulamasi yapilan siganlarda serebellum bdlgesine ait miR34a, miR132
ve miR184 ekspresyonlart hem KA hem de kontrol grubu ile karsilastirildiginda

onemli derecede artis gostermislerdir.

Striatum bolgesinden elde edilen sonuglara gore ise miR184 ekspresyonu
KA+GCEE uygulamasi ile azalirken miR34a ve miR132 eskspresyonu belirgin artis

gozlenmistir.

GCEE’nin proapoptoik miRNA’lar tizerindeki beklenmedik pozitif molekiiler
etkisinin ise GCEE’nin etkiledigi baska sinyal yolaklar1 sonucu meydana geldigi
distiniilmektedir. KA ve GCEE’nin kesin etkilerinin belirlenebilmesi i¢in bu
miRNA’lar {izerine etki eden potansiyel diger molekiiler sinyal yolaklarinin

incelenmesi ve arastirilmasinin uygun olacagi diistiniilmektedir.

Diger yandan basta DICER olmak iizere olgun miRNA sentezi i¢in gerekli
tiim enzimlerin ekspresyon diizeyleri de miRNA sentezi i¢in belirleyici faktorler
olduklarindan bu enzimlerin ekspresyonlariin GCEE ve KA gibi uygulanan

bilesiklerden nasil etkilendikleri de calismaya dahil edilmelidir (86). KA+GCEE
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uygulanan bolgelerde miRNA ekspresyonlarinin  beklendiginin aksine artmasi

GCEE’nin DICER ekspresyonu iizerine etkisinden dolayr meydana gelmis olabilir.

Genis caplt miRNA ekspresyon profillemelerine ait ¢aligmalar sonucunda
tahmin edildigi tlizere hiicrenin tipine bagli olarak her hiicrenini o ana ait
biyokimyasal, fizyolojik veya patolojik durumuna gore bir miRNA parmak izi
bulunmaktadir. Bu parmak izi o hiicrede spesifik bir anda spesifik miRNA’lara ait
ekspresyon paternini temsil etmektedir. Oyle ki ekspresyondaki bu degisiklikler 0
fizyolojik ya da patolojik duruma ait bir imza gibidir. KA ile indiiklenen
eksitotoksisite modeli iizerinde GCEE’nin etkisinin arastirilmasi i¢in miRNA
ekspresyon paternlerini incelemek ve bu modele ait bir parmak izi ortaya ¢ikarmak
eksitotoksisite i¢in 6nemli bir adim olacaktir. Calismamizda bu modelde apoptotik
yolaklara ait olabilecegi 6n goriilen miRNA’lara ait ekspresyon paternleri 6n planda
tutularak bir belirte¢ ortaya ¢ikarilmaya calisilmistir. Elde edilen sonuglar bu
miRNA’larin hedef mRNA ekspresyonlarin1 da kapsayacak sekilde yapilacak daha

detayl arastirmalar ile desteklendik¢e anlamli bir parmak izi kazanacaktir.
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OZET

Eksitotoksik Kosullarda Spesifik Beyin Bolgelerinde Apoptozis ile Iliskili Baz
MikroRNA’larm Ekspresyon Paternindeki Degisimler ve Gama-Glutamil

Sisteinil Etil Ester’in Diizenleyici Etkisinin Arastirilmasi

Kainik asit bir glutamat analogudur ve giiglii bir eksitotoksik bilesiktir. KA
spesifik olarak presinaptik ve postsinaptik KA tipi reseptorlere baglanmak suretiyle
etkili olur. Sicanlara sistemik KA uygulanmasi deneysel olarak temporal lob
epilepsisi ve ndrodejenerasyon modeli olarak kullanilmaktadir. Bu nérodejeneratif
olguda beynin spesifik bolgelerinde ndronal hiicre Oliimiiniin baskin oldugu
gbzlenmistir. Eksitotoksik kosullarda ndronal hiicre 6liimiinde rol oynayan apoptotik
yolaklarin ve bu yolaklara ait proteinlerin ekspresyonlarinin diizenlenmesinde bazi
miRNA’larin aktif rol oynadiklari diisiintilmektedir. Pro-apoptotik ya da anti-
apoptotik olarak gorev yaptigi varsayilan miR34a, miR132 ve miR184’iin
ekspresyonlarindaki degisikliklerin kainik asitle olusturulan ndrodejenerasyon

kosullarindan da etkilenmesi olasidir.

Caligmamizda Sprague- Dawley siganlar kullanilmis ve deneyler striatum ve
serebellum olmak tizere iki ayri beyin bolgesinde Kontrol (n=4), KA (n=4),
KA+GCEE (n=4) olmak iizere 6 ayr1 grupta gergeklestirilmistir. Hedef miRNA’larin

ekspresyon diizeyleri Real-Time PCR ile saptanmustir.

Sonuglara gore kontrol grubu ile kiyaslandiginda KA uygulamasi yapilan
gruplarda serebellumda miR34a, miR132, miR184’iin ekspresyonlarinda artis
gozlenmis, striatumda ise KA uygulamasi sonrasinda miR34a, miR132 artarken
miR184’lin azaldig1 saptanmistir. Striatum ve serebellumda miR340, miR132’nin

ekspresyonlarindaki kararli artisin néronal hiicre 6liimiine ve norodejenerasyona yol
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acabilecegi ve bu miRNA’larin pro-apoptotik yolaklar tetikleyebilecegi soylenebilir.
KA uygulamasi yapilmis striatumda miR184 ekspresyonundaki azalma ise bu
miRNA’nin hiicre sag kalimmi tesvik eden yolaklarla iligkili olabilecegini
gosterebilir. Ayrica KA ile GCEE uygulanan gruplarda sadece KA uygulanan
gruplara gore sercbellumda miR340, miR132 ve miR184 artarken; striatumda
miR184 azalmistir. GCEE’nin proapoptoik miRNA’lar iizerindeki beklenmedik
pozitif molekiiler etkisinin ise GCEE’nin etkiledigi baska sinyal yolaklar1 sonucu
meydana geldigi disliniilmektedir. KA ve GCEE’nin kesin etkilerinin
belirlenebilmesi i¢in bu miRNA’lar iizerine etki eden potansiyel diger molekiiler

sinyal yolaklarinin incelenmesi ve arastirilmasi gerekmektedir.
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ABSTRACT

Changes in Expression Pattern of microRNAs Related With Apoptosis and

Investigation of Regulatory Effect of Gamma-Glutamyl Cysteine Ethyl Ester

Kainic acid is a glutamate analogue and a potent excitotoxic compound. KA
shows its effects by binding spesifically to presynaptic and postsynaptic KA type
receptors. It is known that experimental temporal lobe epilepsy and
neurodegeneration model can be obtained by sistematically KA treatment to rats. It is
observed that neuronal cell death is dominant in the specific regions of brain in this
neurodegenerative state. It is suggested that in excitotoxic states some miRNAs play
active roles in the regulation of pro-apoptotic proteins expression levels that are
belong to apoptotic pathways. It is suggested that changes in expression profiles of
miR340, miR132, miR184 that are thought to may have proapoptotic and antiapoptic

roles in cells, are related to kainic acid induced neurodegenerative state.

In our study, Sprague-Dawley rats were used. Experiments are carried out in
two different brain region as cerebellum and striatum and divided into three groups
as control (n=4), KA (n=4) and KA+GCEE(n=4). Target miRNAs expression

profiles were determined by Real-Time PCR.

Our results indicate that KA treatment in cerebellum significantly up
regulates miR34a, miR132, miR184 expression when compared to control groups.
Besides that while KA treatment in striatum significantly upregulates miR34a,
miR132 expression, it downregulates the miR184 expression. We conclude that the
stable increase of miR34a and miR132 expression in striatum and cerebellum can
promote neuronal cell death by triggering some proapoptotic pathways and cause

neurodegeneration. We can suggest that downregulation of miR184 expression in
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KA treated striatum may represents relationships between pathways that is related to
cell survival and miR184. Additionally while KA+ GCEE treatment in cerebellum
significantly upregulates miR34a, miR132 and miR184 expression when compared
to KA treatment; KA+ GCEE treatment in striatum significantly down regulates
miR184 expression. It is thought that unforeseen effects of GCEE on pro-apoptotic
miRNAs can be emerged related to other signaling pathways which can be effected
by GCEE. in order to determine the certain effects of KA and GCEE, other potential
signalling pathways which are influenced by GCEE are needed to be analyzed and

explored.
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